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[O) SOUHRN

Molekularni monitorovani pacientl s chronickou myeloidni leukemii je v dobé pouzivani inhibitord tyrozinkindz klicovou
soucasti lécebného protokolu. Zavedeni postupt pro kvantifikaci transkriptt BCR-ABL]T vyzaduje harmonizaci napfic¢
laboratofemi u nds i v zahraniéi. V Ceské republice se podafilo vytvofit stabilni sit laboratofi, které v poslednich osmi
letech prochdzeji procesem standardizace a kazdorocnich externich kontrol kvality. Postupné zavadeni doporuceni
pro monitorovani a hodnoceni lécebné odpovédi predkladanych skupinou European LeukemiaNet vede ke zvyseni
spolehlivosti analyz klicovych pro klinicka rozhodovani a také k jednotnosti vysledkl mezi laboratoremi vyjadfovanych
v mezindrodnim méritku.
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Chronic myeloid leukaemia - standardization of BCR-ABL1 transcript level monitoring in the Czech Republic
Molecular monitoring of patients with chronic myeloid leukaemia has become a crucial part of therapeutic practice
in the era of tyrosine kinase inhibitors. Introduction of BCR-ABLI transcript quantification requires harmonization
across laboratories worldwide. A network of BCR-ABL1 laboratories, that regularly undergo standardization and
annual external quality controls, has been created in the Czech Republic since 2007. The progressive introduction of
European LeukemiaNet recommendations for the management of CML and its molecular monitoring has increased
in the increased reliability of BCR-ABL] transcript level monitoring used for therapeutic decision making as well as
the comparability of results from different laboratories.
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MOLEKULARNE-GENETICKA
DIAGNOSTIKA CML V LEKARSKE PRAXI

Chronicka myeloidni leukemie (CML) je klonal-
ni onemocnéni hematopoetické kmenové burnky
spojené s translokaci chromozomu 9 a 22 - t(9;22)
(q34;11), ktera vede ke vzniku tzv. Filadelfského chro-
mozomu (Ph chromozom) [1, 2]. Disledkem této chro-
mozomové aberace je vznik fizniho genu BCR-ABLI,
jenz kéduje stejnojmenny chiméricky onkoprotein
Bcr-Abl. Tato tyrozinkinaza, je pak v cytoplazmeé bu-
nék konstitutivné aktivovana, ¢imz ovliviiuje fadu
signalnich drah a ma zasadni vliv na leukemogenezi
[3, 4].

V ramci potvrzeni diagndzy je prokazovana pritom-
nost transkripti (mRNA) BCR-ABLI ve vzorku krve nebo
kostni dfené pacienta, pricemz je charakterizovan typ
prestavby BCR-ABLI pomoci multiplexni reverzné tran-
skriptazové polymerazové fetézové reakce (multiplex
RT-PCR) [5]. Charakterizace typu piestavby je diileZita
pro nasledné sledovani hladin transkriptd. Pokud by
byla u pacienta sledovana nespravna prestavba k vyda-
vani fale$né negativnich vysledki. Diagnoza je zaroven
potvrzena zdkladnim cytogenetickym vysetfenim, kte-
ré dale slouzi k hodnoceni tzv. cytogenetické odpovédi
nalécbu inhibitory tyrozinkinaz (TKI), pfedevsim v prv-
nich mésicich 1é¢by do doby dosazeni kompletni cytoge-
netické odpovédi. Poskytuje také informaci o pfipadné
pritomnosti dalsich chromozomalnich abnormalit, ¢i

soubézné myelodysplazie, které maji vliv na prognézu
1éCenych pacientt [6].

Po zahdajeni 1é¢by pacientt s CML pomoci (TKI) -
imatinib, dasatinib, nilotinib a dalsi) je pacient po-
dle doporuceni Evropské leukemické sité (European
LeukemiaNet, ELN) dale monitorovan kazdé 3 meésice
[6]. Toto pravidelné sledovani je zaloZeno na méteni
hladiny transkripth BCR-ABLI1 s pouzitim RT-PCR v real-
ném Case (RT-qPCR) [7, 8]. Kvantitativni stanoveni tran-
skriptil BCR-ABLI1 v pribéhu 1é¢by odrazi mnozstvi CML
leukemickych bunék, a tedy miru iispésnosti 1é¢by TKI.
Pravidelné molekularné-genetické vySetfovani umoznuje
vcas zachytit selhani 1é¢by (podle definice ELN), spojené
casto s rozvojem rezistence na 1écbu TKI, kdy jednou
z moznych pricin je vyskyt mutaci v kindzové doméné
(KD) Bcr-Abl [6]. V pripadé varovnych priznaki ¢i selhani
1é¢by se podle ELN doporuceni provadi laboratorni vyset-
feni zaloZené na pfimém sekvenovani kédujici oblasti
BCR-ABLI. Pravidelné sledovani CML pacientti pomoci
molekularné-genetickych analyz je tedy zcela zasadni
pro hodnoceni celkové efektivity a ispéSnosti 1é¢by TKI.

SOUCASNA LECEBNA DOPORUCENI
CML je v soucasné dobé nadorovym onemocnénim,
které se da oznacit za tispésné 1éc¢itelné. Prispivaji k to-
mu nasledujici skutecnosti:
e Cilena 1écba pomoci TKI, prvni, druhé a uz i tfeti ge-
nerace velmi i¢inné inhibuje aktivitu chimérického

Tab. 1 Definice odpovédi na lécbu TKI v prvni linii se zamérenim na hodnoceni hladiny BCR-ABLT transkript(

Cas posuzovani

optimalni

V dobé diagnozy -

Odpovéd pacienta na lé¢bu TKI

varovna selhani

vysokeé rizikové skére nebo -
klonalni chromozomalni
abnormality

3 mésice od zahdjeni 1écby BCR-ABLT<10% IS

BCR-ABLT>10%IS 73dnd hematologicka odpoved

6 mésicl od zahajeni [écby BCR-ABL1<1%IS

BCR-ABL11-10%1S BCR-ABL1>10%1S

12 mésicl od zahajeni lécby BCR-ABLT< 0,1%1S

BCR-ABLT10,1-1% 1S BCR-ABLT>1%IS

(MMR)
Kdykoliv BCR-ABL1< 0,1% IS dalsi chromozomalni ztrata hematologické odpovédi
(MMR) aberace ztrata cytogenetické odpovéedi
potvrzend ztrata MMR
mutace

klonalni chromozomalni abnormality

(Upraveno podle Baccarani et al., 2013; hodnoceni cytogenetické odpovédi tato tabulka nezobrazuje.)

Definice odpovédi na Ié¢bu TKI jsou uréeny pro pacienty v chronické fazi CML, v akcelerované fazi i blastickém zvratu a jsou aplikovatelné na prvoliniovou lé¢bu a druholiniovou Ié¢bu, kterd
byla nasazena pro intoleranci. Pokud pacient odpovida v daném ¢asovém intervalu od diagnézy optimainé, neni divod pro zménu lécby a pacient je nadale monitorovan, idealné a 3 mésice.
Pokud je podle naméfené hladiny transkriptu BCR-ABLT (nebo vysledku cytogenetického, popf. hematologického vysetreni) pacient v kategorii selhani, je to divodem ke zméné lécby. Pred
zménou lécby by mél byt pacient vysetfen na pfitomnost mutaci v kindzové doméné genu BCR-ABLI. Vysledek tohoto vysetfeni miize napomoci k vybéru tyrozinkindzového inhibitoru pro
dalsi linii lécby. Pacienti vykazujici hodnoty v rozsahu varovné odpovédi by méli byt pod zvySenou pozornosti Iékare a jejich monitorovéni by mélo byt ¢astéjsi.
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onkoproteinu Bcr-Abl, coz vede k redukci leukemic-

kého klonu.
e Podle aktualizovanych terapeutickych doporuceni 1ze
stavajici 1é¢bu kazdého pacienta ohodnotit a pfipadné
zménit na zakladé dosazenych vysledkli molekularné-
-genetického monitorovani, tabulka 1. [6].
Systém molekularné-genetického monitorovani pa-
cientl se do znacné miry standardizoval, a proto exis-
tuji doporucené postupy pro laboratorni vysetfeni,
hodnoceni a interpretaci vysledki, kdy fada labora-
tofi vyjadtuje své vysledky v jednotné mezinarodni
Skale (International Scale, IS). Zac¢inaji se objevovat
prvni referenéni materidly [9]. U 99 % pacientti s CML
je pritomen transkript BCR-ABLI s pfestavbou Major
(b2a2, b3a2), proto byla standardizace monitorovani
hladiny mRNA BCR-ABLI zaméfena na kvantifikaci
této pfestavby. Kvantifikace raritnich prestaveb tran-
skriptu BCR-ABLI (napi. minor - ela2; mikro - e19a2)
se Tidi stejnymi principy a doporucenimi jako pro
prestavbu Major, nicméné v soucasné dobé neexis-
tuje mezinadrodni métitko pro jednotné vyjadfovani
hladiny mRNA BCR-ABLI s raritnimi pfestavbami.

Vysledky pfepoctené do IS by mély zajistit, Ze se
meéteni pacientskych vzorkd neodchyluje od méfeni
ostatnich standardizovanych laboratofi, respektive
od méfeni laboratotre referenc¢ni. Na druhou stranu
je tfeba vnimat variabilitu analyz, kterd odpovida
mnohastupnovému procesu od zpracovani primarniho
vzorku (nejcastéji periferni krve) aZ po konecny vypocet
vysledku. Variabilita méteni stoupa s klesajici hladinou
BCR-ABLI ve vzorku. Nejistoty méfeni jsou vypocteny na
zakladé testovani reprodukovatelnosti, pricemz toto
testovani by mélo byt v ramci validace metody provede-
no kazdou laboratoti (urc¢itému rozmezi hodnot hladiny
transkript BCR-ABLI pak odpovida prislusny interval,
vnémz je dany vysledek povazovan za spravny). V pti-
padé, Ze silékaf neni jisty, jak posoudit napt. hranicni
aktudlni vysledek pacienta vdaném obdobi, je vhodné
méteni hladiny transkript BCR-ABLI zopakovat mimo
interval béZného monitorovani.

ZASADY PRO KVANTIFIKACI HLADIN
TRANSKRIPTU BCR-ABL1

Preanalytickd faze vySetfeni se sklada z nékolika
krokii. Zac¢ind zpracovanim primarniho vzorku perifer-
ni krve (popf. i kostni dfené) pacienta, kdy je pomoci
lyzacniho roztoku pfipraven z celkovych leukocytl
bunécény lyzat. Jako lyzacni agens se pouZzivaji rtz-
né roztoky, napt. Trizol® (Invitrogen), RLT - Rneasy
Lysis Buffer (Qiagen), ITG - Guanidine Isothiocyanate
(Thermofisher). Od jejich pouziti se odviji zptisob izo-
lace celkové RNA. Celkova RNA (nesouci mimo jiné
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mRNA) se pak pomoci reverzni transkriptazy prepise do
tzv. komplementarni DNA (cDNA), kterd je vychozim
templdtem pro vlastni kvantitativni PCR. Analyticka
faze, tedy RT-qPCR, probiha s pouzitim rtiznych pfistro-
ji (Qiagen, Thermo Fisher Scientific, Bio-Rad, Roche,
atp.). Aby se ve vysledku zohlednila uc¢innost pre-
-analytické faze, méfi se ve stejném mnozstvi vzorku
cDNA nejen pocet kopii fizniho transkriptu BCR-ABLI,
ale také pocet kopii transkriptu referenc¢niho genu.
Vhodny referenc¢ni gen je ten, ktery je v analyzovanych
bunikach exprimovan se stalou intenzitou a stabili-
tou a nejedna se o pseudogen. Jako referen¢ni gen se
pro vySetfeni BCR-ABLI ve vétSiné svétovych laboratoii
pouziva ABL1, GUSB, pfipadné BCR [10]. Kopie fzniho
i kontrolniho genu se detekuji zpravidla ve dvou nebo
tfech paralelach v jedné analyze RT-qPCR. Vysledna
hodnota, kterd je poskytovana lékaiim na vysledko-
vém protokolu, je podle nejnovéjsiho doporuceni ELN
pomér souctu kopii transkriptu flizniho genu BCR-ABLI
a souctu kopii transkripth referen¢niho genu ve vSech
paralelach daného vzorku [11].

Nejednotny vybér kontrolniho genu, pouzitd pfi-
strojova platforma a rtizny zptisob pfipravy templatu
jsou zdrojem vysoké variability v méfeni mezi labora-
tofemi. Stejny vzorek pak mtiZe byt v jedné laboratofi
zméten s vysledkem az desetindsobné rozdilnym oproti
meéteni v jiné laboratofi. Na zdkladé téchto moznych
diskrepanci v méfeni je nutnosti, aby metodika vySet-
feni hladin BCR-ABLI transkriptti prochizela procesem
standardizace.

HISTORIE STANDARDIZACE MONITOROVANI
HLADIN BCR-ABL1S PRESTAVBOU
MAJOR U PACIENTU S CML: OD KLINICKE
STUDIE IRIS PO SOUCASNOST

Prvni velkou randomizovanou studii, ktera ukazala
vyznam standardizovaného monitorovani pro klinickou
praxi, byla studie IRIS (The International Randomized
Study of Interferon and STI571) [12]. Ve studii byly po-
rovnavany dva lé¢ebné postupy, podavani interferonu
alfa (IFN«a)/cytarabinu vs. podavani imatinibu, viibec
prvniho pouzitého tyrozinkinazového inhibitoru, ktery
predstavoval pritllomovou terapii CML. Vysledky studie
ukazaly obrovskou i¢innost imatinibu u nové diagnos-
tikovanych pacientdi s CMLv chronické fazi. Hodnoceni
1écebné odpovédi srovnavanych terapeutickych postupt
bylo provadéno na trovni hematologické a cytogenetic-
ké. Jakmile pacient dosahl tiplné cytogenetické odpo-
védi (tj. 0/minimalné 20 mitotickych jader v metafazi
bunék kostni dfené pozitivnich na Ph chromozom),
bylo nutné jej monitorovat na bazi molekularné-gene-
tické. Mérfeni hladin transkriptli BCR-ABLI se v ramci
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studie IRIS provadéla pouze ve tfech laboratotich, které
své metodiky sjednotily (Adelaide, AUS; Seattle, USA
a Londyn, UK) [13]. Diky této studii stoupl vyznam
kvantifikace transkripth BCR-ABLI, pfedevsim pro pfes-
né hodnoceni tzv. velké molekularni odpovédi (Major
Molecular Response, MMR) odpovidajici hladiné 0,1 %
BCR-ABLITmRNA, ktera slouzi jako kli¢ovy molekuldrni
marker ispésné odpovédi na 1écbu. Tato hodnota byla
v ramci IRIS studie klasifikovana jako pokles hladiny
mRNA BCR-ABLI o tfi fady od hodnoty standardizované
zakladni hladiny 100 %, ktera byla vypoctena jako me-
didn hladin transkript BCR-ABLI s pfestavbou Major
u 30 vzorkl pacientli v dobé diagnézy namérenych ve
vSech tfech laboratofich [13, 14].

V roce 2003 byl v ramci programu Europe Against
Cancer (EAC) sestaven standardni protokol vhodny
pro kvantifikaci BCR-ABLI pomoci RT-qPCR [10]. Tato
doporuceni pro optimalizaci postupu vysetfeni vznikla
nazakladeé testovani vlastnosti vybranych referenc¢nich
gent, validace setl pfipravenych primerti, hydrolyzac-
nich sond a plazmidovych standard pro generovani
standardnich kfivek umoznujicich vypocet mnozstvi
kopii referen¢niho a BCR-ABLI genu [15].

Nejvyznamnéjsi udalosti v procesu standardizace me-
todiky byl mezinarodni sjezd expertti konany v National
Institutes of Health (NIH) v Bethesdé v roce 2005 [16]. Zde
bylo navrzZeno, aby hladina transkriptl BCR-ABLI byla
vyjadfovana v mezinarodni §kile ukotvené na dvou hod-
notach ustavenych v ramci studie IRIS: standardizovana
vstupni hladina BCR-ABLI (100 % IS) a standardizovana
hodnota MMR odpovidajici hladiné transkriptti BCR-ABLI
0,1 % 1IS. Doporucena citlivost metodik byla stanovena
na hladinu minimalné 0,01 % BCR-ABLI (IS) odpovidajici
4radovému poklesu hladiny od standardizované vstupni
hladiny. Cilem bylo harmonizovat lokalni metodiky labo-
ratoriv ramci mezilaboratorni standardizace, ¢ehoZ mélo
byt dosaZeno vymeénou referen¢nich materiali s hodno-
tami zméfenymi v centrdlni referencni laboratofi. Na
zakladé téchto krokd bylo doporuceno vytvorit dostatecné
mnozstvi referenc¢nich materiald pro kontroly kvality
standardizovanych protokolii monitorovani BCR-ABLI[16].

Pod zastitou ELN byl v roce 2007 zahajen projekt
EUTOS for CML (The EUropean Treatment Outcome
Study for CML), ktery mezi své hlavni tikoly zatadil
vytvoreni standardizované metodiky pro monitorovani
hladiny BCR-ABLI na molekuldrni drovni a vybudova-
ni sité referencnich laboratofi v kazdé z evropskych
zemi. Standardizace molekularniho monitorova-
ni a srovnavani dat se ujaly laboratofe v Institute of
Medical and Veterinary Science v Adelaide v Australii,
Medizinische Fakultdt, University of Heidelberg v né-
meckém Mannheimu a National Genetics Reference

Laboratory (Wessex) v Salisbury (UK) (17). V roce 2007
probéhlo mezinarodni testovani variability méteni
hladin transkripti BCR-ABLI v 39 laboratofich ze 14 ev-
ropskych zemi a soucasné byl jako externi kalibrator/
standard testovan pfipraveny plazmid pME-2 nesouci
sekvence soucasné pro geny BCR-ABLI, ABLI a GUSB.
Testovani poskytlo zaklad pro dal$i harmonizaci po-
stuptl pfi pouziti rozdilnych protokolti pro preanalytic-
kou a analytickou fazi a pro vytvofeni mezinarodniho
standardu [8].
V roce 2008 bylo za tcasti 57 evropskych laboratofi
zahdjeno testovani, vnémz byla ve dvou krocich ovére-
na funkénost metodik a vypocten nejprve preliminarni
a pozdéji také validovany konverzni faktor (CF) pro vy-
jadtovanivysledkt vIS. Vysledky potvrdily, Ze pomoci
CF lze do znac¢né miry sjednotit vysledky rozdilnych
analytickych postupi [18]. Soucasné s reportovanim vy-
sledkd v IS byl vyzdvihnut vyznam externich i internich
kontrol kvality, urceni pfesnosti a reprodukovatelnosti
metod a nutnost odliSeni analytické variability méfeni
od klinicky relevantnich zmén [19].
Procedura validace a revalidace CF je financ¢né i ca-
sové narocna a je dostupna jen pro omezeny pocet la-
boratofi, protoZe pro laboratofe je problematické ziskat
potfebné mnozstvi vhodnych vzorka pro testovani.
Také je otazkou, jak casto CF opakované validovat,
jak postupovat v pripadé laboratoti, jejichz RT-qPCR
metodika nesplriuje stanovené parametry analyzy (li-
nearita méreni, dostatecny pocet kopii kontrolniho
genu, citlivost) atp. [19, 20]. V soucasné dobé jsou jiz
definovany vSechny kroky analyzy, tj. od ptipravy
templatu pres podminky provedeni RT-qPCR, aZ po
vyhodnoceni vysledki a jejich dokumentace vIS [11, 15].
Diilezité aspekty jsou shrnuty v nasledujicim piehledu:
1. Preanalyticka faze
« Uchovani primarniho vzorku v lednici do provedeni
izolace (optimalné do 48 hodin) a stabilizace leuko-
cytd.

e Zachovani maximalni kvality celkové RNA pfi/po
izolaci.

 Volba vhodné reverzni transkriptazy a optimalni
mnozstvi RNA vstupujici do reverzni transkripce.

2. Analyticka faze

« Optimalni mnoZstvi cDNA vstupujici do RT-qPCR.

« Pouziti doporucenych primerd a sond pro BCR-ABLI
a referencni geny ABLI, GUSB, BCR.

e Validovany pfistroj pro qPCR.

3. Vyhodnoceni RT-qPCR analyzy

» Kontrola bez templatu (NTC = No Template Control)
nesmi pfekrocit prahovou hodnotu (angl. threshold),
ktera je hranic¢ni pro zdznam detekce nartstu fluo-
rescence, tj. amplifikace cilové sekvence.
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e Hranice pozitivity BCR-ABLI je urcena: Ct vzorku < Ct
(intercept) + 1.

e V pripadé detekovaného poctu kopii < 3 je nutné hod-
noty extrapolovat na pocet kopii 3.

e Minimalni pocet kopii referen¢niho genu v kazdém
replikatu musi byt v pfipadé ABLI = 10 000 a GUSB
2 24 000.

e PocCty kopii v replikatech se scitaji.

» Pouziti validovaného CF pro prepocet vysledku
doIS.

e Hodnoceni vysledku v IS z hlediska hloubky moleku-
larni odpovédi (MR).

« Vysledek je soucet kopii BCR-ABL1/soucet kopii
ABLI (respektive GUSB). CF 100 %.

Pro kalibraci méreniv IS je v dnesni dobé k dispozici
komerc¢né dostupny referencni materidl ERM-AD623a-f
(9). Jde o sadu plazmidovych standardti nesoucich
soucasné sekvence pro geny BCR-ABLI, ABLI, BCR a GUSB
a muZe byt pouzivan pfimo pro diagnostické analyzy
vzorkli cDNA nebo nepfimo pro kalibraci lokdlniho
plazmidového standardu.

VZNIK SIiTE CERTIFIKOVANYCH
LABORATOﬁ[PRO STANDARDIZOVANE
MONITOROVANI BCR-ABL1
S PRESTAVBOU MAJOR V CR

V roce 2006 zacalo Oddéleni molekularni geneti-
ky Narodni referenc¢ni laboratotfe pro DNA diagnosti-
ku (NRL), pfi Ustavu hematologie a krevni transfuze
(UHKT) v Praze, ovéfovat svoji odbornou zptisobilost po-
moci mezilaboratornich porovnavacich zkousek (MPZ)
na mezinarodni trovni. V roce 2007 se na workshopu
Ceské leukemické skupiny pro Zivot CELL diskutovalo
o myslence vytvofeni sité BCR-ABLI laboratofi v CR.
NRL UHK byla navrzena skupina odbornikti CELL jako
koordinator MPZ a standardizace molekularniho mo-
nitorovani pacientii s CML pro Ceskou republiku na za-
sedani ELN v roce 2008. V témzZe roce ziskala NRL UHKT
od ELN referen¢ni laboratorte (Scientific Laboratory, III.
Medizinische Klinik; Medizinische Fakultat Mannheim
der Universitat Heidelberg, Mannheim, Némecko)
revalidovany CF k vyjadfovani vysledkl v IS. Soucasné
NRL UHKT pozadala Cesky institut pro akreditaci, o. p.
s. (Wwww.cia.cz) o statut pilotniho pracovisté provadé-
jiciho MPZ v oblasti kvantifikace transkript{i BCR-ABLI.
JiZ v roce 2008 probéhlo prvni mezilaboratorni porovna-
vani. MPZ je nabizeno viem laboratofim v CR poskytu-
jicim monitorovani hladiny BCR-ABLI. Tohoto procesu
se jiznékolik let pravidelné ticastni 4 laboratore, které
jsou soudasti velkych hematologickych center v CR
(Laboratof molekularni biologie Hemato-onkologicka
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klinika (HOK) Fakultni nemocnice Olomouc, Centrum
molekularni biologie a genové terapie Interni hema-
tologické a onkologické kliniky (IHOK) Fakultni ne-
mocnice Brno, Ustav klinické biochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Molekularné ge-
neticka laboratof Hematologicko-onkologické oddéleni
Fakultni nemocnice Plzen. Laboratofe IHOK FN Brno
a HOK FN Olomouc pravidelné ziskavaji CF z ELN refe-
rencni laboratofe v Mannheimu, jelikoZ obdobné jako
NRL UHKT ftzce spolupracuji v ELN projektech stan-
dardizace monitorovani hladin transkriptt BCR-ABLI.

Testovaci vzorky pro MPZ pfipravuje NRL UHKT
postupem doporucenym v ramci mezinarodni stan-
dardizace monitorovani hladin transkripti BCR-ABLI
[20]. Strucné 1ze popsat, ze bunécné lyzaty testovanych
vzorkil jsou pripraveny v prislusnych lyzacnich rozto-
cich tak, aby vykazovaly hladinu BCR-ABLI fadové 10 %,
1%, 0,1%, 0,01 % IS. Vysledné hodnoceni testovanych
laboratofti se provadi na zakladé porovnani nameétenych
hodnot hladin transkripti BCR-ABLI zjiSténych v da-
né testované laboratofi s hodnotami ziskanymi v NRL
UHKT, které jsou vyjadfovany v IS pomoci aktudlné
validovaného CF. U ziskanych vysledkl v testovanych
laboratofich je hodnocena linearita méfeni v celém
rozsahu kvantifikace (10 % - 0,01 % IS), dostatecna
citlivost metody, tj. ispés$na kvantifikace vzorku s hod-
notou transkript BCR-ABL1 odpovidajici hladiné 0,01 %
IS, a v neposledni fadé pocet kopii referen¢niho genu,
ktery odrazi citlivost metody v ptipadé, Ze je vzorek BCR-
ABLI negativni. Pro testovanou laborator je stanoven
orientacni pfepoctovy koeficient, ktery zohledriuje
odchyleni méfeni vzhledem ke standardizovanym vy-
sledkim NRL. Laboratofe, které splni kritéria MPZ,
mohou pfistoupit k validaci CF, kterou jim zajisti
referencni laboratof. Validace CF pro vyjadiovani
hodnot BCR-ABL1 v mezinarodni stupnici spo¢iva vjeho
stanoveni a ovéfeni na souboru 20-30 redlnych vzorka
CML pacientti, které jsou paralelné analyzovany v lo-
kalni a referen¢ni laboratofi podle instrukci ELN [20].
Vzorky by mély svou hladinou transkriptii BCR-ABLI
rovnomérné pokryt §kalu od 10 do 0,01 % IS. Validovany
CF by mél byt kazdoroc¢né revalidovan.

Orientac¢ni prepoctové koeficienty jednotlivych la-
boratofi v CR vypoltené na zakladé vysledkit MPZ od
roku 2008 shrnuje tabulka 2. Jak je patrné, orientacni
prepoctové koeficienty, vyjadiujici systematické od-
chyleni naméfenych vysledkd od vysledki NRL UHKT,
vyjadienych v IS se s casem stale vice priblizuji hodno-
té 1, tedy hodnoté naméfené NRL UHKT. V priibéhu
mezilaboratorniho porovnavani se ipravami postupti
v preanalytické fazi ve smyslu pribliZzeni se doporuco-
vanym a ovéfenym metodikam daftilo zvySovat kvalitu
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Tab. 2 Orientacni prepoctové koeficienty odrazejici odchylku méreni hladiny BCR-ABLT transkriptl testovanych laboratofi od NRL

Orientacni pfepoctové koeficienty

Lab2

Rok MPZ

2008 1 1,81 0,66 2,68
2009 1 1,79 1,28 0,33 7,38
2010 1 = 1,58 0,26 =
2011 1 0,93 0,60 0,66 0,82
2012 1 0,83 0,36 0,59 0,63
2013/2014 1 1,20 0,79 0,78 0,46
2014/2015 1 = 0,89 0,77 0,74

Poznamka: Laboratore NRL a Labl-Lab4 jsou soucdsti hematologickych center.
MPZ - mezilaboratorni porovnavani zkousek, NRL - ndrodni referen¢ni laborator

izolované RNA a syntetizované cDNA, coz vedlo ke
zpfesnéni vysledkl a zvyseni citlivosti metod.

Uloha NRL UHKT v CR nespo¢iva jen v provadéni
a hodnoceni MPZ, ale pomaha také vyfesit konkrétni
uskali metodik zacastnénych laboratoii a poskytuje
jim podporu napi. v podobé §koleni. Jednou za dva
roky pofadd NRL UHKT pod zastitou CELL a Ceské he-
matologické spolecnosti odborny workshop (www.
workshopcml.cz) s aktudlni tematikou monitorovani
transkript BCR-ABLI a detekce mutaci v kinazové do-
méné BCR-ABLI, na némz pfednasi odbornici z Ceské
republiky i ze zahranidi.

DEFINICE A TESTOVANI HLUBOKE
MOLEKULARNI ODPOVEDI

Zavedenim TKI 2. generace (dasatinib, nilotinib)
zacalo dochazet k rychlej$imu a efektivnéjsimu dosa-
hovani hlubsich molekularnich odpovédi pod trovni
MMR u vétsiho poctu pacientu [11]. V rdmci Klinic-
kych studii bylo testovano preruSeni 1é¢by TKI (po
minimalné 3 letech 1é¢by) u pacientli s dlouhodobou
hlubokou MR a prvni vysledky ukazaly, Ze u nékterych
pacientd hlubokd MR pretrvava i bez 1é¢by TKI [21,
22]. Studie EURO-SKI (European LeukemiaNet Stop
Tyrosin Kinase Inhibitor study) se zabyva hledanim
prognostickych markeri, které by indikovaly, Ze
po vysazeni TKI pacienti trvale zistanou v hluboké
MR [23].

Hladinu transkriptti BCR-ABLI je tfeba v pfipadé hlu-
boké MR méfit s vyssi citlivosti (do hloubky minimal-
né MR** odpovidajici 0,0032 % IS BCR-ABLI) a vytvorit
standardizovanou a funk¢ni definici této odpovédi.
Od terminu kompletni molekuldrni odpovéd (CMR,
Complete Molecular Response) se jiZ upustilo. Uroveri
hluboké molekuldrni odpovédi je definovana podle

poctu fadi poklesu hladin transkriptd BCR-ABLI od IRIS

standardizované hranice 100 % IS nasledovné:

e MR*?: pokles 0 > 4 fady od IRIS standardizované hra-
nice, tj. bud detekovatelna choroba na hladiné < 0,01
% 1S BCR-ABLI, nebo nedetekovatelna choroba (0 kopii
BCR-ABLI) pti detekci > 10 000 kopii ABLI, respektive
> 24 000 kopii GUSB v kazdé z testovanych paralel.

« MR*5: pokles o > 4,5 fadl od IRIS standardizované
hranice, tj. bud detekovatelna choroba na hladiné <
0,0032 % IS BCR-ABLI, nebo nedetekovatelna choroba
(0 kopii BCR-ABLI) pti detekci souctu > 32 000 kopii
ABLI, respektive > 77 000 kopii GUSB.

* MR5°; pokles o > 5,0 fadil od IRIS standardizované
hranice, tj. bud detekovatelna choroba na hladiné <
0,001 % IS BCR-ABLI, nebo nedetekovatelna choroba
(0 kopii BCR-ABLI) pii detekci souctu > 100 000 kopii
ABLI, respektive > 240 000 kopii GUSB.

Citlivost metody je imérna poctu kopii referen¢niho
genu nameéteného v analyzovaném mnozstvi templatu
cDNA a souvisi tedy s kvantitou a kvalitou RNA a cDNA.
Citlivost 1ze zvySovat tipravou diagnostického postupu,
napft. ptipravou koncentrovanéjsiho lyzatu leukocytt,
zvySenim kvality izolované RNA, pouzitim efektivnéjsi
reverzni transkriptazy ¢i ipravou mnozstvi cDNA v RT-
gPCR reakci. Aby bylo mozné vysledek vyjadrit jako MR
prislusné trovné, je nutné dosahnout definované hod-
noty souctu kopii kontrolniho genu, a to jak v pripadé
vzorku negativniho na BCR-ABLI, tak v pripadé jeho
pozitivity [11]. Dale byla definovana kritéria hranic-
nich hodnot pozitivity vzorku, pravidla pro negativni
kontroly a NTC, hranice pro pocty kopii referen¢niho
genu. Prfi nesplnéni jednotlivych kritérii ¢i pravidel
neni vysledek validni [11].

Schopnost laboratoii dosahovat pouzitim lokalnich
metodik iirovenn MR*°, MR**, ptfipadné MR>° byla tes-
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tovana v ramci projektu EUTOS for CML v soucinnosti
s klinickou studif ENEST1st a vybranymi EUTOS labora-
tofemi [20, 24, 25]. V roce 2014 probéhlo jiZ tfeti testova-
nivramci ,,EUTOS MR** trial Evaluation Performance*
a certifikat o tom, Ze laboratof je schopna detekovat
MR*5 u vysokého podilu vzorki, obdrzelo témét 80 %
zucastnénych laboratofi.

Nadéjnou metodou pro citlivé a vysoce presné mé-
feni MR je metoda digitalni PCR (dPCR), jejiz pred-
nosti je absolutni kvantifikace bez nutnosti pouziti
referencnich materidla ¢i standardl a vysoka citlivost
umoznujici pfesné kvantifikovat zbytkové mnozstvi
sledovaného genu ¢i transkriptu. Podstatou dPCR je
rozdéleni reakéni smési na stovky az miliony dil¢ich
vzorkll o nano- az pikolitrovych objemech. Z analyz
1ze vypocitat pocet kopii cilového genu na 1 pl objemu.

ZAVER

Kvantifikace hladin BCR-ABLI transkriptii je nedilnou
a diilezitou soucasti sledovani efektivity 1é¢by pacientl
s CML. Osettujici 1ékat podle vysledkli monitorovani
BCR-ABLI vyhodnocuje odpovéd pacienta na 1é¢bu a v pii-
padé nutnosti reaguje Gpravou terapie. Laboratote, které
nabizeji vySetfovani kvantifikace BCR-ABLI transkriptii,
by mély splriovat podminky nutné pro klinicky relevant-
ni vydavani vysledkid. Témito podminkami se rozumdi:
pouzivani standardizované metodiky podle publikova-
nych doporuceni, pravidelna ucast v externich zkous-
kach zpusobilosti u prislusné certifikované referencni
laboratote a existence validovaného konverzniho faktoru
CF pro vydavani vysledkl v mezindrodnim métitku IS.
V Ceské republice se podafilo vytvofit sit certifikovanych
laboratofi specializovanych na kvantitativni vySetfeni
BCR-ABLI, které pravidelné spolupracuji s referencni
laboratoifi NRL pro DNA diagnostiku UHKT Praha. V sou-
Casné dobé 1ze konstatovat, Ze po nékolikaletém obdobi
zké spoluprace mezi jednotlivymi laboratofemi se poda-
filo diagnostiku BCR-ABLI transkriptli harmonizovat, coz
je cilem projektu ,,EUTOS for CML*, ¢eskych odbornych
konsorcii CELL a CAMELIA, a vSech hematologickych
center v CR.

Doporucenai literatura

Cross NCP, White HE, Colomer D, et al. Laboratory
recommendations for scoring deep molecular responses
following treatment for chronic myeloid leukemia.
Leukemia 2015; 29: 999-1003; doi: 10.1038/leu.2015.29;
Baccarani M, Deininger MW, Rosti G, et al. European
LeukemiaNet recommendations for the management
of CML. Blood 2013; 122: 872-874; White H, Deprez L,
Corbisier P, et al. A certified plasmid reference material
for the standardisation of BCR-ABL1 mRNA quantifica-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016

tion by real-time quantitative PCR Leukemia 2015; 29:
369-376; doi:10.1038/leu.2014.217

Seznam pouZzitych zkratek

cDNA - komplementarni DNA

CELL - Czech Leukemia Study Group - for Life,
Ceska leukemicka skupina pro Zivot

CF - conversion factor, pfepoctovy koefi-
cient

CML - chronicka myeloidni leukemie

CMR - complete molecular response, kom-
pletni molekularni odpovéd

dPCR - digitalni PCR

EAC - Europe Against Cancer, Evropa proti
rakoviné

ELN - European LeukemiaNet, Evropska

leukemicka sit

EUTOS —-The European Treatment Outcome
Study

IS - international scale, mezinarodni mé-
ritko

KD - kinazova doména

MMR - major molecular response, velka mo-
lekularni odpovéd

MPZ -mezilaboratorni porovnavani zkousek

MR - molecular response, molekularni od-
povéd

NIH - National Institutes of Health, Narodni
ustav zdravi

NRL - Narodni referenc¢ni laboratot

Ph chromozom - Filadelfsky chromozom

RT-PCR - reverzné transkriptazova polymerazo-
va fetézova reakce

RT-qPCR - reverzneé transkriptazova kvantitativni
PCR v redlném case

TKI - tyrozinkinazovy inhibitor
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Podil autorii na pFipravé rukopisu

ZK - ptiprava prvni verze rukopisu

ZH - hodnoceni dat, podil na psani rukopisu, tprava
revidované verze rukopisu, souhlas s finalni verzi

DD - kriticka revize, souhlas s finalni verzi

VK - pfiprava testovacich materialli, kriticka revize,
uprava revidované verze rukopisu, souhlas s finalni
verzi

JT, DM, KL, HK, ZJ, PV -provadénianalyz, kriticka revize,
souhlas s finalni verzi

KM - evaluace dat, kriticka revize, souhlas s finalni
verzi

MPK - koncept rukopisu, kriticka revize, iiprava revi-
dované verze rukopisu, souhlas s finalni verzi rukopisu
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