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Minimal restsygdom ved maligne blodsygdomme I

Baggrund og preklinisk validering
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Leukemi opdeles traditionelt i akut eller kronisk, samt i lym-
fatisk eller myeloid. Mens den genetiske baggrund for den
kronisk lymfatiske (CLL) heenger sammen med og til en vis
grad udgér fra den leukeemiske celles B- celle-tilknytning,
gzelder for de tre andre, akut myeloid (AML), akut lymfatisk
(ALL) og kronisk myeloid (CML), at der ofte er balancerede
translokationer bag deres oprindelse. Ved balanceret trans-
lokation forstds en ombytning af kromosommateriale, der er
uden samtidigt tab, og som gar igen i alle den immortaliserede
celles datterceller [1]. Et klassisk eksempel pa en balanceret
translokation er Philadelphiakromosomet. Her giver det fu-
sionerede DNA pé kromosom 22 anledning til et ribonuklein-
syre (RNA)-fusionstranskript, der medferer dannelse af en
abnormt fungerende tyrosinkinase, der giver cellerne en
vekstfordel (se oversigt i [2]). Mens nzsten alle CML- patien-
ter baerer denne forandring i deres celler, geelder for ALL og
AML, at de er betydeligt mere komplicerede i deres genetiske
konstitution, og at kun en del af patienterne har paviselige
translokationer (Tabel 1). Til gengzld findes ved bdide AML
og ALL en raekke andre forandringer, som kan anvendes til
diagnostik af den maligne klon [3]. Som det ogsd fremgéar af
Tabel 1, er der tale om savel genduplikationer som punktmu-
tationer, og nar dertil lzegges, at en raekke gener, der ikke er
e2ndrede, overudtrykkes i de maligne celler i forhold til de
benigne, kan det uddrages, at langt de fleste patienter med
akut og kronisk leukzemi har en anvendelig genetisk markeor.

Minimal restsygdom — koncept og konsekvens

Traditionelt har man inden for hzzmatologien anvendt be-
grebet komplet remission om den tilstand, hvor en patient
med erkendt malignitet med cytoreduktion er bragt ind i en
fase, hvor det med traditionelle metoder ikke lngere er mu-
ligt at pavise sygdom. Denne graense har de seneste artier be-

vaget sig gradvist nedefter fra de 5% umodne celler (»blaster«),
som en trenet heematopatolog kan erkende som abnorme.
Dette er sket ved udvikling af en raekke nye metoder, heri-
blandt flowcytometri, G-bands karyotypering, fluorescens in
situ- hybridisering (FISH) samt pa det seneste molekylarbio-
logi, hovedsageligt polymerasekadereaktions (PCR)-analy-
ser. Dette kan eksemplificeres ved CML, hvor FISH og stan-
dardkaryotypering (1-2% folsomhed) anvendes diagnostisk,
men hvor PCR-analysen har taget over ved opfelgning af
patienterne, og med meget stor folsomhed (0,001%) kan af-
gore, om der er sygdom til stede eller ;.

Det begreb, at det er muligt at detektere sygdom pa trods af,
at standardmetoder ikke har kunne pévise den, er blevet kaldt
minimal restsygdom (pa engelsk minimal residual disease; MRD)
[4]. Det anvendes i stigende grad bade pa protokol- og pa en-
keltpatientniveau, og dets udbredelse skyldes den kvantifice-
ring af PCR-produkter, som blev mulig for godt ti ar siden.

Tabel 1. Markarer for minimal restsygdom ved akutte leukaemier, der
undersgges rutinemaessigt p& Immunhzmatologisk Laboratorium, Heemato-
logisk Afdeling R, Arhus Sygehus.

Trans- Hyppig-
Involverede gener lokation hed, %  Fglsomhed
Akut myeloid leukeemi
Fusiontranskripter
PML-RARA . .. ....... t(15;17) 12 1:5.000-1:200.0002
AML1-ETO .......... 1(8;21) 8 1:3.000-1:500.0002
CBFB-MYH1 ........ inv(16) 4 1:5.000-1:100.0002
DEK-CAN . .......... 1(6;9) 1 1:400-1:4.0002
Overudtrykte gener
WTL ... ... NA 80 1:1.000-1:20.0002 b
Muterede gener
NPM1 ............ NA 20 1:1.000
dupMLL .. .......... NA 6 1:100-1:2.0002 ©

Akut lymfatisk leukaemi
Fusiontranskripter

TEL-AMLL . ......... t(12;21) 20° 1:3.000-1:250.0002
BCR-ABL ........... t(9;22) 15d 1:15.000-1:200.0002
EA2-PBX1 .......... 1(1;19) 5 1:50.000-1:1.000.0002
MLL-AF4 ... ....... t(4;11) 5 1:80.0002

SIL-TALL . ... ... ... Heterogen 10 1:50-1:5.0002
MLL-ELL ........... t(11;19) Fa 1:10.0002

MLL-ELN . .......... t(11;19) Fa 1:10.0002

Muterede gener

dupMLL ............ NA 6 1:100-1:2.0002 »

NA: not applicable.

a) Felsomhedsspeaend hos patienter undersggt pd Immunheematologisk La-
boratorium, Arhus Sygehus.

b) Udtryk i normal h&ematopoiese medregnet. c) Flest barn.

d) Flest voksne.
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Figur 1. Den dynamiske spaendvidde i kvantitativ polymerasekaedereaktion.

| A ses, hvordan tifolds fortyndinger af en cellelinje (Kasumi), der er positiv for
fusionstranskriptet AML1-ETO, kan ses (amplifikation pa y-aksen), fra 1:1 (ven-
stre kurve) til 1:1.000.000 (hgjre kurve). Det kan ses, at der er en direkte rela-
tion mellem mangde af tilblandet Kasumi, og hvor tidligt amplifikationen sker
(den vandrette bl linje angiver den teerskel, som fluorescensniveauet skal op
over, for det anses for signifikant forskelligt fra baggrundsfluorescensen).

1 B ses, at sammenhengen mellem starttranskriptniveau, og hvornar der ses en
signifikant maengde fluorescens er linezr over seks dekader.

Kvantitativ polymerasekadereaktion

— en metode til at bestemme minimal restsygdom

Ved PCR opnér man en eksponentiel tilvaekst af kopier af en
konkret nukleinsyresekvens. Mens resultatet af en standard-
PCR er et positivt eller negativt svar, blev det i 1990’erne med
en ny fluorescensbaseret metode muligt lobende at kvantifi-
cere PCR-produkterne for hver enkelt cyklus i amplifika-
tionsforlebet [5]. I apparatur, der er udviklet specielt til meto-
den, males tilvaeksten af produktet for hver enkelt PCR-cy-
klus som en tilvaekst af fluorescens, og det kvantitative aspekt
indgér derved, at jo for et bestemt produkt giver anledning til
et fastsat teerskelniveau af fluorescens, jo flere kopier var der af
nukleotidsekvensen fra starten (Figur 1A). P4 denne mide
kan tzerskelvardier for opformering af produkter (f.eks. fu-
sionstranskripter, dvs. sammensmeltningen pd RNA-niveau
af produkter fra to forskellige gener) anvendes som grundlag
for beregning af MRD. Et kendetegn for teknikken er, at der
for hver biologisk preve tages hensyn til opformering af en
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raekke gener, der er ensartet til stede i alle humane celler (sa-
kaldte »husholdningsgener«). Sidstnaevnte fungerer ogs som
intern kvalitetskontrol for analysen, idet sen opformering er
ensbetydende med darligt provemateriale og dermed ogsa
nedsat felsomhed af MRD-bestemmelsen i den pigzldende
prove [6]. P4 denne mdde vil hver patientprove siledes have
sin egen interne kontrol, hvilket er af stor betydning ved for-
tolkningen af den enkelte prove.

En anden styrke ved kvantitativ polymerasekzdereaktion
(RQ-PCR) er dens dynamiske speendvidde. Som det sdledes
vil fremga af Figur 1B, er opformeringen linezr over 5-6
logaritmedekader, hvilket gor den let at aflzese og fortolke.
Vigtigst er dog, at analysen pa denne made bliver helt usad-
vanlig felsom, da signaler fra en enkelt celle kan spores imel-
lem 100.000 andre celler.

Praeklinisk validering af kvantitativ
polymerasekaedereaktion for fusionstranskripter

Efter at tidlige rapporter havde godtgjort, at RQ-PCR indebar
en folsomhed for sygdomsdetektion helt ned til de naevnte
1:100.000, og efter at anekdotiske fund havde antydet, at mo-
lekyleere tilbagefald kunne forudga de kliniske med adskillige
maneder, iveerksattes multicenterinitiativer, der havde til for-
mal at standardisere anvendelsen af analysen.

Ud over at afklare mere tekniske detaljer i fremstilling af
kopi-DNA (cDNA) fra nativt RNA og opformering af PCR-
produkter herfra, havde det sikaldte Enrope Against Cancer
(EAC) Concerted Action til formal at definere de optimale
RQ-PCR-assays mod de hyppigst forekommende balance-
rede translokationer. Ved rundsending af provemateriale
mellem 25 europeaiske laboratorier kunne de udvalgte assays’
validitet godtgeres, og disse har efterfolgende vundet generelt
indpas internationalt [7]. I tilleeg til dette indebar EAC- samar-

Faktaboks

Ved leukeemi er den molekyleerbiologiske baggrund for
manges vedkommende kendt. Balancerede translokationer
er en vigtig forandring.

Ved kvantitativ polymerasekadereaktion (RQ-PCR) kan de
molekyleerbiologiske forandringer bestemmes ngjagtigt.

Ved samtidig bestemmelse af maengden af husholdnings-
gener, som i princippet er ngjagtig ens udtrykt i alle celler,
kan en prgves kvalitet bestemmes.

Polymerasekeaedereaktionsanalysens spaendvidde ger, at en
celle med en genforandring kan spores i en prgve med
100.000 celler.

RQ-PCR har kunnet valideres preeklinisk, séledes at den
kan anvendes reproducerbart ved opfglgning af patienter,




UGESKR LAGER 171/4 | 19. JANUAR 2009

VIDENSKAB OG PRAKSIS | STATUSARTIKEL

Forkortelser

CLL = kronisk lymfatisk leukeemi

AML = akut myeloid leukeemi

ALL = akut lymfatisk leukeemi

CML = kronisk myeloid leukeemi

RNA = ribonukleinsyre

FISH = fluorescens in situ-hybridisering
PCR = polymerasekeedereaktion

MRD = minimal residual disease
RQ-PCR = kvantitativ polymerasekadereaktion
cDNA = kopi-DNA

EAC = Europe Against Cancer

bejdet ogsa en udvzlgelse af de gener, der fungerede bedst
som husholdningsgener.

Samlet set betod dette og andre mindre initiativer, at
RQ-PCR i 2005 kunne betragtes som praeklinisk valideret.
Anvendelsen af EAC- fremgangsmaden har ydermere med-
fort, at der for andre (mindre hyppige) translokationer har
kunnet udvikles lignende validerede assays [8].

Translation af teknikken til kvantitativ
polymerasekaedereaktion fra laboratorium

til individualiseret klinisk anvendelse

Udbredelsen af en ny metodologi henger i hoj grad sammen
med standardisering af zssay og dataprasentation, sa klinisk
arbejdende laeger far entydige svar. For si vidt angar assay- va-
riation fra laboratorium til laboratorium er det for RQ-PCR’s
vedkommende szerdeles vigtigt at kunne fastlegge et regelsat
for sammenligninger, eftersom metoden pé grund af ovensta-
ende ensartethed kan anvendes lobende i et lzengere opfolg-
ningsforleb ogsa i multicenterregi. Ofte anvendes en prove
der er udtaget pa diagnosetidspunktet som grundlag for efter-
folgende analyser.

Ved CML, hvor man i adskillige multicenterprotokoller
har segt at afklare effektiviteten af imatinibbehandling (se
efterfolgende statusartikel) har man anvendt en positiv celle-
linje - K562 - som sammenligningsgrundlag og anvendt
»K562- zekvivalenter« i et forseg pa at udligne forskellen i gen-
ekspression mellem de enkelte centre. Ydermere er kommer-
cielt fremstillede frysetorrede praeparationer af K562 for nylig
blevet introduceret som en kilde til monitorering af dag-til-
dag-variation af testen [9].

Datapraesentation har vist sig at veere en vigtig faktor i ud-
bredelsen af RQ-PCR-teknikken. Dette skyldes, at teknikken
trods sin standardiserbarhed kun vanskeligt lader sig omsztte
til en form, hvor det longitudinelle forleb fremstilles pa en
intuitiv made. P tabelform vil det positive element i meto-
dens ekstraordinare folsomhed blive tabt ved angivelse af
restsygdom som broker eller decimaler, mens det har vist sig,
at grafik, der tager udgangspunkt i ovennaevnte form for
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diagnoseprove, kan give relativt let forstaelig visuel fornem-
melse af et sygdomsforleb. Vort laboratorium har i regi af en
arbejdsgruppe i det EU-sponserede LeukemiaNet stdet for
udviklingen af en softwarepakke [10], der pa tvers af appara-
tur og databehandling seger at harmonisere praesentationen
af kliniske resultater og dermed oge forstielsen for metodolo-
gien. Anvendelse af denne pakke bidrager siledes til, at
sammenligning af data bliver mulig pa tveers af centre, der
deltager i kliniske gennemprevninger.

Konklusion

Med en folsomhed pa ofte 1:100.000 er RQ-PCR et meget
steerkt veerktoj til at male MRD. Teknikken er saledes nu
preklinisk valideret og standardiseret og er pa vej ind i stadig
flere protokollerede behandlingsforseg. Det forudses, at RQ-
PCR vil vinde stadig mere indpas ved opfelgning af de fleste
patienter med maligne hazzmatologiske lidelser, hos hvem en
MRD-marker kan identificeres.

Korrespondance: Peter Hokland, Immunhaematologisk Laboratorium, Hematolo-
gisk Afdeling R, Arhus Universitetshospital, Arhus Sygehus DK-8000 Arhus C.
E-mail: phokland@ki.au.dk

Antaget: 31. august
Interessekonflikter: Ingen

Litteratur

1. Rowley JD. The role of chromosome translocations in leukemogenesis. Semin
Hematol 1999;36:59-72.

2. Faderl S, Talpaz M, Estrov Z et al. The biology of chronic myeloid leukemia.

N Engl J Med 1999;341:164-72.

. Estey E, Dohner H. Acute myeloid leukaemia. Lancet 2006;368:1894-
1907.

4. Pallisgaard N, Clausen N, Schroder H et al. Rapid and sensitive minimal resi-
dual disease detection in acute leukemia by quantitative real-time RT-PCR
exemplified by t(12;21) TEL-AML1 fusion transcript. Genes Chromosomes
Cancer 1999;26:355-65.

. Heid CA, Stevens J, Livak KJ et al. Real time quantitative PCR. Genome Res

1996;6:986-94.

Beillard EPN, van der Velden VH, Bi W et al. Evaluation of candidate control

genes for diagnosis and residual disease detection in leukemic patients using

‘real-time’ quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RQ-

PCR) — a Europe against cancer program. Leukemia 2003;17:2474-86.

. Gabert J, Beillard E, van der Velden VH et al. Standardization and quality
control studies of 'real-time’ quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease detection in leu-
kemia — a Europe Against Cancer program. Leukemia 2003;17:2318-57.

. Ostergaard M, Stentoft J, Hokland P. A real-time quantitative RT-PCR assay
for monitoring DEK-CAN fusion transcripts arising from translocation t(6;9)
in acute myeloid leukemia. Leuk Res. 2004;28:1213-5.

. Saldanha, J, Silvy M, Beaufils N, et al. Characterization of a reference mate-
rial for BCR-ABL (M-BCR) mRNA quantitation by real-time amplification as-
says: towards new standards for gene expression measurements. Leukemia
2007;21:1481-7.

10. www.leukemianet.eu/ (14 okt 2008).

w

[&)]

o

~

o]

©



