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Souhrn

Stanoveni minimalni zbytkové nemoci (MRD) poskytuje diileZitou informaci o 1é¢ebné odpovédi u hematologickych
malignit véetné chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Pro kontrolu dosaZeni remise onemocnéni probiha vyvoj do-
statecné citlivych kvantitativnich metod detekce MRD na molekuldrni drovni. Vedle mezinarodniho protokolu na
detekci minimalni zbytkové nemoci u CLL pomoci ¢tyfrbarevné prutokové cytometrie predstavuje jednu z nejcitli-
véjsich kvantitativnich metod metoda polymerazové retézové reakce v realném case (RQ-PCR). Identifikace malig-
niho klonu je zaloZena na unikatni Vy-D-Jy piestavbé variabilni ¢asti genu téZkého imunoglobulinového Fetézce
(IgVy) a kvantitativni alelové specifické (ASO - allele specific oligonucleotide) PCR, ktera umoziiuje priznivy posun
detek¢niho limitu MRD o jeden azZ dva rady. Metoda detekce MRD je zaloZena na vyuziti kombinace pacient speci-
fickych primerta a dvou TagMan sond rozeznavajicich sekvence J subgenii 1, 4, 5, 6 a Ize ji pouzit u 90 % pacient
s diagnozou CLL. Aktualizovany pristup vyuZiva LNA (Locked Nucleic Acid) TagMan sondy rozeznavajici Vg sub-
geny. Kombinace LNA modifikované sondy a pacient specifickych primeru piedstavuje dostatecné specificky a sen-
sitivni pristup ke stanoveni MRD u pacientii.

Klic¢ova slova: chronicka lymfocytarni leukemie (CLL), gen pro tézZky imunoglobulinovy retézec (IgVy), mini-
malni rezidualni nemoc (MRD), PCR v realném case (RQ-PCR)
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Skuhrova Francova H., Tichy B., Malinova K., Mayer J., PospiSilova S. :

Assessment of minimal residual disease in B-cell chronic lymphocytic leukemia: options and advancement of techniqu-
es based on PCR and RT-PCR

Detection of minimal residual disease (MRD) persistence provides essential information on the treatment response
in hematologic malignancies including chronic lymphocytic leukemia (CLL). Improved quantitative techniques for
MRD quantification on molecular basis with sufficient sensitivity are warranted to monitor the therapeutical goal -
complete erradication of MRD. In addition to international standardized four-color flow cytometric CLL-MRD as-
say, real time polymerase chain reaction (RQ-PCR) represents one of the most sensitive methods for MRD asse-
sment. The malignant clone can be identified by its unique immunoglobulin heavy chain (IgH) gene rearrangement;
allele-specific (ASO) IgH RQ-PCR allows to achieve higher sensitivity limit up to two orders of magnitude. Current-
ly, the monitoring of MRD is based on combination of patient specific primers and two different consensus TagMan
probes recognizing the JH subgenes 1,4, 5, 6 and is applicable to just about 90 % of all CLL cases. The updated app-
roach is based on limited number of LNA-modified (Locked Nucleic Acid) TagMan probes designed to consensus se-
quences in the framework region 3 (FR3) of the seven Vy gene families. LNA-modified probes and IgH-RQ PCR re-
present highly specific and sensitive method of MRD assessment in patiens with CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia (CLL), immunoglobulin heavy-chain gene (IgVy), minimal residual di-
sease (MRD), real-time quantitative PCR (RQ PCR)
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Uvod

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) zGstdva nej-
CastéjSim typem hematologické malignity diagnostikova-
né u dospélych jedinct v zapadni populaci. U pacientt
dochdzi v krvi a lymfoidnich orgdnech ke kumulaci ma-
Iych zralych lymfocytd s typickym imunofenotypem.
CLL bunky exprimuji povrchové antigeny CD5, CD19

a CD23 a soucasné jsou negativni pro povrchové marke-

ry CD22 a FCM7 (1). Onemocnéni je charakteristické
proménlivym klinickym pribéhem s celkovym piezitim
v rozpéti mésict az desitek let (2).

Po zavedeni modernich 1écebnych rezimd, které zahr-
nuji 1é¢bu monoklondlnimi protildtkami i alogennf trans-
plantaci kostni dfené nebo perifernich kmenovych bunék
krvetvorby, je mozné u vyznamné ¢asti pacienti dosah-
nout kompletni klinické remise (CR) (3). Pfesto mnoho
z téchto pacientll ¢asem relabuje, coz znamend, Ze dosa-
Zeni CR nevylucuje preZivani zbytkové populace malig-
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Obr. 1. Schématické znazornéni procesu prestavby genu pro tézky fetézec imunoglobulinu.
Gen pro t€zky fetézec imunoglobulinu je slozen ze subgent V, D, J a C. Béhem vyzravani B-lymfocytu dochdzi nejprve ke spojeni subgenti D a J, poté
je pripojen subgen V. K pfipojeni subgenu C dochdzi az po prepisu informace do molekuly RNA. Vybér konkrétnich V, D a J subgenti je ndhodny.

nich bunék, které se stdvaji pfi¢inou opakovaného ndstu-
pu onemocnéni.

Kritériem pro minimdlni zbytkovou nemoc je pocet
malignich bunék, které jsou po terapii detekovatelné nej-
citlivéj$imi dostupnymi metodami (4). V soucasnosti je
vypracovan a standardizovdn mezindrodni protokol de-
tekce MRD pomoci ¢tytbarevné pritokové cytometrie (5)
a zdroven citlivéjsi pfistup pomoci alelové specifické
(ASO) polymerdzové fetézové reakce v redlném cCase
(RQ-PCR). MRD negativita je definovana jako pfitom-
nost méné nez jedné CLL buriky na 10 000 leukocytl
v krvi nebo kostni dfeni a tato hodnota je spolehlivé de-
tekovatelnd obéma uvedenymi metodami (4, 6).

Nové detekéni technologie vicebarevné pritokové cy-
tometrie a RQ-PCR prokdzaly, Ze mnoho pacientd, ktef{
doséhli CR podle doporuceni 1996 NCI-WG, mélo dete-
kovatelnou MRD. Ackoli eradikace MRD mize zlepsit
progndzu, je tfeba provést dalsi klinické studie k uptes-
néni, zda by dalsi 1é¢ba zaméfend vyhradné na eliminaci
MRD poskytovala zdsadni ptinos pro klinicky stav paci-
enta (6).

Detekce MRD po 1é¢bé je dilezitou soucasti sledova-
ni pacientl. Kvantifikace klondlni rezidudlni populace
leukemickych bunék poskytuje cennou informaci o pri-
béhu onemocnéni v del§im ¢asovém horizontu, zvlasteé
u pacientl, ktefi dosdhli kompletni klinické remise.

Umoznuje v¢asny zachyt ndriistu nddorové bunécné po-
pulace a upozornéni na riziko mozného relapsu.

V predklddaném ¢lanku uvddime prehled metodik sta-
noveni MRD zaloZenych na PCR véetné vlastnich zku-
Senosti: PCR s vyuzitim konsensudlnich primeri a alelo-
vé specifické ASO RQ-PCR pro monitorovéni rezidual-
ni nemoci po 1é¢bé.

Detekcni metody MRD zaloZzené na PCR a RQ-PCR

Pro sledovéni zbytkové populace malignich bunék je
nutné mit k dispozici vhodny molekuldrni marker pfip.
sadu markerQ jednozna¢né odlisujicich maligni bunku od
zdravych bunék organismu. Flow-cytometrické stanove-
ni MRD vyuziva typicky imunofenotyp nadorovych bu-
nék, u nékterych leukemii je mozné pouZzit typické geno-
mové aberace vedouci ke vzniku fiznich gend (napf.
BCR/ABL u CML). U CLL je vhodnym markerem se-
kvence tézkého fetézce imunoglobulinu (7), kterd je na-
vic bézné urcovdna pfi vySetieni vyznamného prognos-
tického markeru CLL — muta¢niho stavu IgVy;.

Geny pro t€zké a lehké fetézce imunoglobulind (IgL,
IgK) a TCR (T-cell receptor) jsou v rdmci lidského ge-
nomu unikdtni. Funkéni gen vznika az dspésnou prestav-
bou jednotlivych subgenti na drovni DNA. Kazdy z téch-
to gent (IgH, IgK, IgL., TRA, TRB, TRG a TRD) je slo-
Zen z desitek subgend Ctyt kategorii — V (variable), D (di-
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Obr. 2. Oblasti genu tézkého fetézce imunoglobulinu.

Na nukleotidové sekvenci preskupenych VDJ subgeni je rozeznavéano nékolik funkéné vyznamnych oblasti: FR1-3 a CDR1-3. Aminokyseliny ko-
dované v CDR (complementarity determining regions) oblastech jsou zodpovédné za vazbu protildtky na antigen, sekvence téchto oblasti m4 tedy
nejvetsi vyznam pro specifitu vysledné protilatky. CDR3 oblast je nejvice variabilni, zahrnuje D subgen a ndhodné vélenéné nukleotidy (N, N°) ve

spojich V-D a D-J.

versity), J (joining) a C (constant), pficemz geny pro leh-
ké fetézce imunoglobulinti IgK a IgL a pro podjednotky
TCR TRA a TRG jsou sloZeny pouze ze subgent V,J a C.
Béhem vyzravani lymfocytd dochdzi k procesu rekom-
binace, kterym vznikd vysledny gen. Pfi rekombinaci je
spojen jeden V subgen s jednim D subgenem, J subgenem
a C subgenem (obr. 1). Velké mnoZzstvi pfedevsim V sub-
gend dovoluje vytvoreni tisici riznych kombinaci. Ten-
to mechanismus umoziuje zakédovat do pomérné krat-
kého tseku DNA informaci pro produkci Sirokého spekt-
ra riznych specifickych antigenich receptort (protilatek).
Gen pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH) je sloZzen
z V, D, J a C subgenti. Na preskupeném genu je rozliso-
véano nékolik oblasti — FR1-3 a CDR1-3. Pro vyuziti IGH
jako cile pfi stanoveni MRD je nejvyznamné;jsi oblast
CDR3 (obr. 2). Jde o oblast spoje V-D a D-J subgend. Pri
rekombinaci dochdzi k ndhodné inzerci nebo deleci riiz-
ného poctu nukleotidti pravé v mistech spoju jednotlivych
subgeni a tak pro konkrétni lymfocyt i z néj vychazejici
klon vznikd charakteristickd nukleotidova sekvence vel-
mi dobfe vyuzitelnd pro ndvrh specifickych oligonukleo-
tidli — PCR primer@ nebo hybridiza¢nich sond.
Protilatkova diverzita je jesté zvétSena dalSim pro lym-
focyty specifickym procesem somatické hypermutace,
kdy jsou do DNA sekvence imunoglobulinovych genti za-
mérné vnaseny mutace. Pfitomnost ¢i nepfitomnost so-
matickych hypermutaci — tzv. mutacnf status IgVy — je
vyznamnym prognostickym markerem CLL (1, 8-12).
Vybér vstupniho materidlu vyznamné ovliviiuje inter-
pretaci vysledkli monitorovani MRD. Detekce MRD ze
vzorku periferni krve je obecné ekvivalentni stanoveni
z kostni dfené. Vyjimkou jsou pacienti léceni monoklo-
ndlnimi protildtkami, u nich dochazi k vyrazné redukci
poctu leukemickych bunék pfedevs§im v periferni krvi.
Detekce MRD z periferni krve u téchto pacientl neni zce-
la spolehliva v priibéhu prvnich tff mésict po terapii, kdy
kostni deni mize zlistavat vysoce MRD pozitivni, presto-
ze vysledky vySetieni periferni krve jsou negativni (13).
Dosazeni MRD negativity v kostni dfeni je jednim z nej-
dilezitéjsich faktord pro predikci trvani remise (14).

Technika detekce MRD pomoci konsensualnich
primert

Metoda konsensudlni (konzervativni) PCR je kvalita-
tivni metoda s pomérné variabilni senzitivitou (1 CLL
burika na 102-10# leukocyti) (10, 15, 16) a dnes se pova-
Zuje za pfekonanou. Analyza je limitovadna pfitomnosti

zdravych polyklondlnich B-lymfocytl. Detekce bunék
CLL je rovnéZ omezena, pokud piedstavuji méné nez 2
% z celkového poctu B-lymfocyti (17, 18). Technika kon-
sensudlni PCR je zaloZena na amplifikaci CDR3 klono-
typové oblasti za pouZziti FR1-IgH sady primerti nebo kon-
sensudlniho FR3 primeru a jednoho konsensudlniho flu-
orescencné znaceného Jy; primeru (19, 20). Klonalni PCR
produkt je detekovén kapildrni elektroforézou nebo elek-
troforézou v polyakrylamidovém gelu. Sledované vzorky
jsou oznacené jako pozitivni, jestlize jsou detekovany
PCR produkty identickych délek ve srovnani se vzorky
pred zahdjenim 1écby (10). Tato metoda miiZe byt uplat-
néna pouze u 70— 80 % pacientil, protoZe pfitomnost mu-
taci v IgVy genu naruSuje vazbu konsensudlnich (konzer-
vativnich) primeri (16). Aubin a kol. (17) publikoval pra-
ci o detekci klonality u B-buné¢nych malignit zaloZenou
na PCR amplifikaci IgH a srovndni citlivosti metody pfi
pouZziti riznych kombinaci FR a Ji; primerd. Je také moz-
né pouzit dvoukolovou klonotypovou PCR s vnitfnimi pro
pacienta specifickymi primery a konsensudlnimi Jy; pri-
mery pro specifickou amplifikaci maligniho klonu (21).
Dals{ varianty dvoukolové PCR popsali Voena a kol. (22)
a Schulze a kol. (23).

Alelové specificka RQ-PCR

Kvantitativni detekce klondln{ pfestavby IgVy je za-
loZena na PCR v redlném case (RQ-PCR) za pouziti ale-
lové specifickych primerti a TagMan sondy. TagMan son-
da, ktera specificky hybridizuje se sekvenci mezi prime-
ry, je na 5” konci znacena kovalentné navazanym fluores-
cenénim barvivem (reporter, ,,R“), jehoZ emise svétla je
zhéasena druhym fluorescenénim barvivem (zhasedlo, qu-
encher, “Q”) navdzanym na 3" konec sondy. Sonda je rov-
néz na 3" konci modifikovéna fosfatem, ktery zabrarnuje
extenzi sondy béhem PCR. Technologie je zaloZena na
méfeni fluorescencniho signdlu reporteru. Pfi PCR docha-
z{ vlivem 5°exonukledzové aktivity DNA polymerdzy
k odstépeni reportérového barviva a jeho uvolnéni z bliz-
kosti zhasedla, coz vede k ndrdstu fluorescence. Cyklus,
ve kterém dojde k ndrtstu fluorescence na stanovenou
droven, se nazyvd Ct (treshold cycle) a je nepfimo Umér-
ny koncentraci vzorku DNA. Pfiprava alelové specifické
(ASO) RQ-PCR zahrnuje ndvrh pro pacienta specifickych
primera a sondy, a pfipravu plazmidu s IgVy; sekvenci da-
ného pacienta pro kalibraci. Standardn{ kfivku je mozné
také ziskat postupnym fedénim vzorku DNA odebrané-
ho v dobé diagnézy (odpovidajictho 100 % bunék CLL)
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do smési polyklondlni DNA v rozmezi 10°-1076 (24). Ja-
ko referen¢ni gen je moZné zvolit napf. gen pro albumin
nebo B-aktin. Pro kazdou reakci je nutné nejprve otesto-
vat limit senzitivity a na smési alespon 5 polyklondlnich
DNA ovéfit specifitu kazdé PCR. Senzitivita individudl-
ni ASO IgH RQ-PCR je definovana jako posledni fedén{
standardu poskytujici specificky fluorescencni signdl.
V piipadé nespecifické amplifikace, jako posledni fedé-
ni standardu s Ct hodnotou o vice nez jeden cyklus nizZsi
neZ Ct hodnota polyklondlni smé&si DNA. Specifitu a na-
sledné senzitivitu reakce ovliviiuje CDR3 oblast klonu
(délka vloZenych N, N nukleotidl).

Navrh klonové specifické TagMan sondy pro kazdého
pacienta je financn€ a ¢asové velmi ndkladny a v soucas-
nosti se obecné vyuziva modifikovana strategie RQ-PCR.
Metodika pouzivd pouze dvé Jy hybridizacni sondy
JgQ1/4/5 a Jy6) a Ctyfi reverzni J; primery homologni k z4-
rodecnym Ji genovym segmentim. Sondy jsou komple-
mentarni ke konzervativni oblasti Ji; genovych segmentt
Ctyf nejCastéji vyuzivanych Jy rodin v rdmci IgH pfestav-
by (obr. 3). Kombinaci ASO (N” - D - N) primerd, konsen-
sudlnich Jy; sond a primerti je mozné detekovat priblizné
90 % moZznych IgH klonalnich pfestaveb (24). Uvedeny pfi-
stup nelze pouZit pro klondlni piestavby IgVy s J42 a Ji;3
segmentem. DileZity je navrh pro pacienta specifického pri-
meru do klonotypové CDR3 oblasti a optimalizace reak¢-
nich teplot. Nicméné Jy; sondy mohou detekovat nepiibuz-
né prestavby IgH a specifita reakce nékterych analyz je niz-
ka. Maximalni dosazena senzitivita metody je 10-5 (1 leu-
kemicka buika mezi 100 000 zdravymi) (24, 25).

Dalsi modifikaci detekce MRD popsal Gribben (26).
NavrZend analyza vyuZivd omezenou sadu sond navrze-
nou do konzervativni FR3 oblasti Vi; genovych rodin
a aplikace je moznd u vétSiny pacientd.

primer F1

primer F3

Principidlné podobné metodé vyuZzivajici TagMan son-
dy je pouziti dvojic znacenych sond pro LightCycler (Ro-
che). Shodny pfistup se sadou Sesti sond umisténych do
FR3 oblati Vy; rodin popsal Pfitzner a kol. (27, 28).

Flexibilngjsi pfistup ke stanoveni MRD u pacientl
s diagnézou CLL umoziuji TagMan LNA (Locked Nuc-
leic Acid) sondy. LNA je novy typ analogu nukleovych
kyselin, ktery obsahuje 2°0O, 4°C metylenovy mustek.
Ten omezuje flexibilitu ribofuranosového kruhu a uza-
vird strukturu v rigidni konformaci. Tento systém za-
rucuje biologickou stabilitu LNA monomeru a zvySe-
nou stabilitu a specifitu hybridizace. Jde o krétké son-
dy s vysokou teplotou tani (Tm), zvySenou diskriminac-
ni schopnosti a vazebnou afinitou (29). TagMan sondy
mohou obsahovat azZ 6 LNA monomert a teplota tan{
(Tm) duplexu je o nékolik °C vyS§i na kazdy zarazeny
LNA nukleotid. To umoznuje navrh kratSich sond
pro problematické cilové sekvence, v pfipadé IgH krat-
§1 sondy dovoluji snadnéj$i ndvrh konsensudlnich oli-
gonukleotid a snizuji riziko poklesu hybridizace vy-
plyvajici z procesu hypermutace.

Ke sledovani MRD se ve vétSiné laboratofi pouZziva ja-
ko templdt DNA. Vyhodou je vétsi stabilita a pfimé pou-
ziti na rozdil od pfipravy cDNA reverzni transkripci
z RNA a také mens$i ndroky na rychlost transportu odbé-
ru a jeho zpracovani. Dosahovand senzitivita detekce
MRD pfi pouziti DNA a klasickych i LNA TagMan sond
je obecné 10-5. Pouzitim cDNA jako templatu 1ze doséah-
nout zvySeni senzitivity vySetfeni az o tfi fddy (30). Nic-
méné pocet transkriptl IgVy nemusi redlné odpovidat po-
¢tu bunék CLL.

Alternativni princip kvantitativni RQ-PCR je zaloZen
na vyuZiti fluorescenéniho barviva SYBRGreenlI inter-
kalujictho se do dvoufetézcové DNA a detekci vzniklé

ASO primer F2 Q
—_—) TagMan

\\

primer F1 + primer R1 RQ-PCR SYBR Green

ASO primer R1

— primer R2

ASO primer R3 Jul
Jud
Jub
Ju6

primer F2 + primer R2 RQ-PCR TagMan sonda (J,Q1/4/5, J,Q6)

primer F3 + primer R3 RQ-PCR LNA sonda (V1 ...

Obr. 3. Porovnani piistupti RQ-PCR pro IgH fetézec.

V,46)

Metoda SYBRGreen vyuZiva pro pacienta specificky reverzni primer R1 a forward primer F1; Metoda ASO RQ-PCR pouZzivd kombinaci jednoho
ze Ctyf reverznich primer R2, pro pacienta specifického primeru F2 a jedné ze dvou konsensudlnich TagMan sond; Metoda ASO RQ-PCR s LNA
TagMan sondami kombinuje primer F3, pro pacienta specificky reverzni primer R3 a jednu ze Sesti LNA TagMan sond.
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Obr. 4. Kinetika detekce MRD pomoci RQ-PCR.

a) Pacientka s dg. CLL 3/2005. Po polychemoterapii a biologické 1é¢bé (rituximab, alemtuzumab) dosazeno v 2/2006 parcidlni remise. Pro alergic-
kou reakci 1é¢ba prerusena. V 8/2007 provedena nepiibuzenskd alogenni transplantace PBSCT. U pacientky po transplantaci zistdvala na moleku-
larn{ drovni detekovatelna hladina MRD, 10/2008 doslo k nartstu MRD, ktery je nasledovan 11/2008 i hematologickym relapsem onemocnéni.
Nisledné podéni rituximabu ve 4 ddvkdch. Po krdtkodobém poklesu MRD niésleduje vyrazna progrese choroby, Richteriv syndrom.

b) Pacient s dg. CLL 3/2000. Po polychemoterapii, kortikoterapii a biologické 1é¢bé (rituximab, alemtuzumab) indikovdna piibuzenskd alogenni
transplantace PBSCT (8/2007). Engraftment §t€pu byl uspokojivy a rychly, ale nebylo dosazeno remise onemocnéni. Pretrvaval smiSeny chiméris-
mus, RQ-PCR pozitivita a pozitivni MRD dle FCM. Nartist bunék nddorového klonu CLL byl prokdzan metodou RQ-PCR i FCM. Pacient zemfel
v 3/2008, podle FCM na akutni prekurzorovou B-ALL.

¢) Pacient s dg. CLL 12/2000.V 11/2005 probéhla nepiibuzenska alogenni transplantace PBSCT. DosaZeno kompletni remise, kterd dlouhodobé
pietrvava. Pacient bez zndmek GVHD. 11/2007 pomoci RQ-PCR detekovan opétovny nértist poctu bunék nadorového klonu CLL. 6/2009 hema-
tologicky relaps onemocnéni.

d) Pacient s dg. CLL 4/1999. Po terapii B-CLL u pacienta doslo k rozvoji sekundarni AML (10/2006), vyvoj ze sek. MDS dg. 7/2006.

V 2/2007 probéhla nepfibuzenskd alogenni transplantace PBSCT. Molekuldrni monitoring specifického nddorového klonu umoznil detekci bunék
CLL po transplantaci, postupné dosazeno remise CLL na molekuldrn{ drovni.

Hodnoty jsou vyjadieny jako pocet bunék nadorového klonu CLL z jednoho milionu leukocyti. Pro pehlednost byla vybrana k prezentaci jen ¢ast
sledovanych hodnot, které kopiruji celkovy trend pribéhu MRD.

fluorescence. Tento pristup neodstranuje problémy spoje-
né s nespecifickou amplifikaci, protoZe je detekovana kaz-
dé dvouretézcova DNA (primerové dimery, nespecifické
produkty) a miZe dochdzet ke zkresleni vlastni kvantifi-
kace (falesné zvySeni méfené fluorescence). Specifita re-
akce je zajiSténa pro pacienta specifickymi primery
(ASO), jeden vzdy navrzen do hypervariabilni CDR3 ob-
lasti (30). Vyhodou aplikace SYBRGreenu je nizkd cena
ve srovnani s ndklady na syntézu znacenych sond a uni-
verzalni pouZziti.

RQ-PCR - nase zkuSenosti
Pro monitorovani MRD u pacienti s diagnézou CLL
jsme nejprve pouzivali kvantitativni metodu RQ-PCR se

SYBRGreenll fluorescencni znackou. Pri nizkych financ-
nich nakladech metoda umoziovala sledovani MRD
u vSech pacientl bez omezeni. Pro kazdého pacienta byl
navrzen specificky par primerd, jeden oligonukleotid
vzdy lokalizovan do CDR3 oblasti expandovaného ma-
ligniho klonu. Pro presnou kalibraci byl pfipraven plaz-
mid s IgVy; sekvenci daného pacienta. Jako referencni gen
standardné pouzivame fragment albuminového genu. Vy-
sledky jsou vyjadfeny jako pomér klondlniho IgVy; a re-
feren¢niho albuminového genu.

Vzhledem k problémtim s nedostate¢nou specifitou re-
akce jsme nejprve prevzali metodiku RQ-PCR zaloZenou
na kombinaci dvou J-genovée specifickych TagMan sond
(JHQ1/4/5, JHQO6) a Etyt Jiy primert homolognich k za-
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rodeénym Jy; genovym segmentiim (24). Pro dosazenf{ opti-
madlnich vysledkt bylo nutné modifikovat slozeni reakéni
smési — mnoZstvi templdtu a reagencii. Specifita tohoto ty-
pu RQ-PCR u konkrétniho pacienta vZdy zavisi na ndvrhu
ASO oligonukleotidu a optimalizaci reakénich teplot.

Niésledné jsme zvolili novy piistup ke stanoveni MRD
— RQ-PCR vyuzivajici LNA (Locked Nucleic Acid) son-
dy a TagMan technologii. Pro jednotlivé Vi rodiny byly
do FR3 oblasti navrzeny LNA modifikované TaqgMan
sondy (TIB MolBiol, Berlin) specifické pro v§echny klo-
ny dané V rodiny (obr. 3). Pro kazdého pacienta byly na-
vrzeny specifické oligonukleotidy, jeden vzdy lokalizo-
véan do klonotypové CDR3 oblasti. Pro konstrukei stan-
dardni kfivky byl pfipraven plazmid se sekvenci IgVy; pa-
cienta. Jako referen¢ni gen jsme zvolili gen pro albumin.
Senzitivita metody dosahuje 10-5 a u zadného ze sledo-
vanych pacientli nevznikl problém s nespecifickou ampli-
fikaci. Tato metoda pfindsi v porovnéni s pfedchozim pfi-
stupem fadu vyhod k nimz patfi predevsim vyssi specifi-
ta reakce. Z toho vyplyvd i podstatné kratsi doba optima-
lizace a testovani analyzy pro konkrétniho pacienta.

Dynamiku MRD jsme sledovali vylu¢né u pacientti po
alogenni transplantaci krvetvornych bunék (obr. 4a-d).
V transplantované skupiné byli pouze pacienti s nemuto-
vanym IgVy. V pfipadé pacientd s hypermutovanym
IgVy, unichZ by nebylo moZzné pouZit navrzenou Vy; spe-
cifickou LNA sondu, 1ze pro sledovéani navrhnout speci-
fickou LNA sondu pro daného pacienta.

Prezentujeme zde monitorovani MRD na piikladu Ctyf
vybranych pacientii. Dynamika MRD na molekuldrni trov-
ni byla soubézné srovndvdna s vysledky stanoveni MRD
metodou Ctyfbarevné priitokové cytometrie podle mezina-
rodné standardizovaného protokolu A. Rawstrona (2007).
Analyzou fenotypu CLL bunék je mozné urcit hladinu
MRD v periferni krvi a kostn{ dfeni s citlivosti az 0,01 %
z leukocytll, pricemz vzorek mtiZe byt analyzovan, pokud
je zastoupeni CD5+19+ populace mensi nez 5 % z leuko-
cytl. Srovnéni hladiny MRD ob&ma metodami spolehlivé
korelovalo, pficemz molekuldrni vysetieni je o fad citlivéj-
§i a dffve upozornilo na opétovny vyskyt nebo maly na-
rist bunék nddorového klonu CLL. Odbéry se u jednotli-
vych pacientll provadély v mésicnich intervalech a pfi pre-
svédcivém ndrtstu sledovaného klonu umoznily v¢asnou
lé¢ebnou intervenci (obr. 4a). Molekuldrni vysetfeni neni
ovlivnéno fenotypovymi zménami bunék CLL, naptiklad
disledkem IéCby, a jde v soucasné dob¢ o pristup s maxi-
mdln{ senzitivitou, kterym lze na zdklad¢ ¢astého sledovd-
ni dynamiky nddorového klonu CLL piedvidat hematolo-
gicky relaps. Sledovdni minimdlni rezidudlni nemoci vy-
soce citlivymi metodami u pacientl po terapii ma zdsadni
prognosticky vyznam a umoziiuje véasnou modifikaci te-
rapie pfi incipientnim relapsu nemoci.

Zavér

V roce 2008 byly vydany aktualizované smérnice me-
zindrodni pracovni skupiny pro CLL (International Works-

hop on CLL, IWCLL) (6), podle kterych je doporuceno
zatadit sledovani MRD do klinickych studii. I kdyzZ kli-
nicky vyznam stanoveni MRD bude mozné zhodnotit az
na zdklad€ probihajicich studii, d4 se predpokladat, Ze
predevsim u pacientll po transplantaci krvetvornych bu-
nék bude toto vySetfeni pfinosem. Molekuldrni remise tj.
dosazeni negativity MRD md nepochybné pozitivni do-
pad na dals$i vyvoj onemocnéni, zdchyt opétovného na-
ristu maligniho klonu mize byt impulsem pro véasnou
1écebnou intervenci. Podle naSich zkuSenosti ¢asté mo-
nitorovani bunék nadorového klonu CLL citlivéj$i meto-
dou RQ-PCR spolehlivé upozorni na budouci nastup he-
matologického relapsu onemocnéni.

ZKkratky

CLL - chronickd lymfocytarni leukemie

IgVy - variabilnf ¢4st tézkého fetézce
imunoglobulinového genu

CDRI-3 - complementarity determining
region 1-3

FR1-3 - framework region 1-3

Vy-D-Jy - variabiln{ (variable) — rozliSovaci
(diverzity) — spojovaci (joining)
segment genu tézkého imunoglo-
bulinového fetézce

PCR - polymerazova fetézova reakce

ASO RQ-PCR - alelové specifickd polymerazova
fetézovd reakce v redlném Case

MRD - minimalni zbytkovd nemoc
(minimal residual disease)

BCR - B bunécny receptor

FCM - pritokova cytometrie
(flow cytometry)

Literatura

1. Hamblin T, Davis Z, Gardiner A, Oscier D, Stevenson F. Unmu-
tated Ig V(H) genes are associated with a more aggressive form
of chronic lymphocytic leukemia. Blood 1999; 94: 848-854.

2. Byrd J, Stilgenbauer S, Flinn I. Chronic lymphocytic leukemia.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2004; 163-183.

3. Briiggemann M, Pott C, Ritgen M, Kneba M. Significance of mi-
nimal residual disease in lymphoid malignancies. Acta Haematol
2004; 112: 111-119.

4. Sayala H,Rawstron A, Hillmen P. Minimal residual disease assess-
ment in chronic lymphocytic leukaemia. Best Pract Res Clin Ha-
ematol 2007; 20: 499-512.

5. Rawstron A, Villamor N, Ritgen M, et al. International standardi-
zed approach for flow cytometric residual disease monitoring in
chronic lymphocytic leukaemia. Leukemia 2007; 21: 956-964.

6. Hallek M, Cheson B, Catovsky D, et al. Guidelines for the diagno-
sis and treatment of chronic lymphocytic leukemia: a report from
the International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
updating the National Cancer Institute-Working Group 1996 gui-
delines. Blood 2008; 111: 5446-5456.

7. Arnold A, Cossman J, Bakhshi A, Jaffe E, Waldmann T, Korsme-
yer S. Immunoglobulin-gene rearrangements as unique clonal mar-
kers in human lymphoid neoplasms. N Engl J Med 1983; 309:
1593-1599.

202

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009



Trans 4 zlom

11.1.2010

8:14 Str. 203

$

STANOVENI MRD U B-CLL

. Ritgen M, Lange A, Stilgenbauer S, et al. Unmutated immunog-

lobulin variable heavy-chain gene status remains an adverse pro-
gnostic factor after autologous stem cell transplantation for chro-
nic lymphocytic leukemia. Blood 2003; 101: 2049-2053.

22.

sults from a sequential treatment CLL protocol. Blood 2001; 97:
1929-1936.

Voena C, Ladetto M, Astolfi M, et al. A novel nested-PCR strate-
gy for the detection of rearranged immunoglobulin heavy-chain

9. Oscier DG, Gardiner AC, Mould SJ, et al. Blood 2002; 100: 1177- genes in B cell tumors. Leukemia 1997; 11: 1793-1798.
1184. 23. Schultze J, Donovan J, Gribben J. Minimal residual disease de-

10. Béttcher S, Ritgen M, Pott C, et al. Comparative analysis of mi- tection after myeloablative chemotherapy in chronic lymphatic le-
nimal residual disease detection using four-color flow cytometry, ukemia. J Mol Med 1999; 77: 259-265.
consensus IgH-PCR, and quantitative IgH PCR in CLL after allo- 24. Briiggemann M, Droese J, Bolz I, et al. Improved assessment of
geneic and autologous stem cell transplantation. Leukemia 2004; minimal residual disease in B cell malignancies using fluoroge-
18: 1637-1634. nic consensus probes for real-time quantitative PCR. Leukemia

11. Ritgen M, Stilgenbauer S, von Neuhoff N, et al. Graft-versus-le- 2000; 14: 1419-1425.
ukemia activity may overcome therapeutic resistance of chronic 25. Moreno C, Villamor N, Colomer D, et al. Clinical significance of
lymphocytic leukemia with unmutated immunoglobulin variable minimal residual disease, as assessed by different techniques, af-
heavy-chain gene status: implications of minimal residual disease ter stem cell transplantation for chronic lymphocytic leukemia.
measurement with quantitative PCR. Blood 2004; 104: 2600-2602. Blood 2006; 107: 4563-4569.

12. Itdld M, Huhtinen A, Juvonen V, et al. Stem Cell Transplantation 26. Gribben J. Monitoring disease in lymphoma and CLL patients
in Poor-Risk Chronic Lymphocytic Leukemia: Assessment of Post- using molecular techniques. Best Pract Res Clin Haematol 2002;
transplant Minimal Residual Disease Using Four-Color and Six- 15: 179-195.

Color Flow Cytometry and Allele-Specific RQ-PCR. Eur J Hae- 27. Pfitzner T, Engert A, Wittor H, et al. A real-time PCR assay for
matol 2008; 81: 100-106. the quantification of residual malignant cells in B cell chronic

13. Hillmen P. MRD in CLL. Clin Adv Hematol Oncol 2006; 4: 6-7. lymphatic leukemia. Leukemia 2000; 14: 754-766.

14. Hillmen P. Beyond detectable minimal residual disease in chronic 28. Pfitzner T, Reiser M, Barth S, et al. Quantitative molecular moni-
lymphocytic leukemia. Semin Oncol 2006; 33: S23-28. toring of residual tumor cells in chronic lymphocytic leukemia.

15. Provan D, Bartlett-Pandite L, Zwicky C, et al. Eradication of po- Ann Hematom 2002; 81: 258-266.
lymerase chain reaction-detectable chronic lymphocytic leukemia 29. Pekovd S, Bezdickova L, Smolej L, et al. Quantitation of mini-
cells is associated with improved outcome after bone marrow trans- mal residual disease in patients with chronic lymphocytic leuke-
plantation. Blood 1996; 88: 2228-2235. mia using locked nucleic acid-modified, fluorescently labeled hyb-

16. Rawstron A, Kennedy B, Evans P, et al. Quantitation of minimal ridization probes and real-time PCR technology. Mol Diagn Ther
disease levels in chronic lymphocytic leukemia using a sensitive 2007; 11: 325-335.
flow cytometric assay improves the prediction of outcome and can 30. Pekova S, Markova J, Pajer P, Dvordk M, Cetkovsky P, Schwarz
be used to optimize therapy. Blood 2001; 98: 29-35. J. Touch-down reverse transcriptase-PCR detection of IgV(H) re-

17. Aubin J, Davi F, Nguyen-Salomon F, et al. Description of a novel arrangement and Sybr-Green-based real-time RT-PCR quantitati-
FR1 IgH PCR strategy and its comparison with three other strate- on of minimal residual disease in patients with chronic lympho-
gies for the detection of clonality in B cell malignancies. Leuke- cytic leukemia. Mol Diagn 2005; 9: 23-34.
mia 1995; 9: 471-479.

18. Liang R, Chan V, Chan T, et al. Detection of immunoglobulin ge- Prdce byla podpoiena grantem IGA MZ CR No. NS10439-3/2009
ne rearrangement in lymphoid malignancies of B-cell lineage by a vyzkumnym zdmerem MSM 0021622430.
seminested polymerase chain reaction gene amplification. Am J
Hematom 1993; 43: 24-28.

19. Linke B, Bolz I, Fayyazi A, et al. Automated high resolution PCR Mgr. Hana Skuhrovd Francovd
fragment analysis for identification of clonally rearranged immu- Centrum molekuldrni biologie a genové terapie
noglobulin heavy chain genes. Leukemia 1997; 11: 1055-1062. Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN Brno

20. Maloum K, Pritsch O, Dighiero G. Minimal residual disease de- éernopolm’Q
tection in B-cell malignancies by assessing IgH rearrangement. He- 613 00 Brno
matol Cell Ther 1997; 39: 119-124.

21. Noy A, Verma R, Glenn M, et al. Clonotypic polymerase chain Do redakce doruceno: 1.6.2009
reaction confirms minimal residual disease in CLL nodular PR: re- Prijato: 14. 10. 2009

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009 203



