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Abstrakt

Tato bakalafska prace se V teoretické ¢asti zabyva onemocnénim chronicka
myeloidni leukémie (CML), kterd tvofi asi 25% leukémii dospélého véku,
s maximalnim vyskytem ve vékové skupiné mezi 50 - 70. rokem Zivota. S nizkou
frekvenci se vyskytuje i u déti a mladistvych. Chronickd myeloidni leukémie je
charakterizovana pfitomnosti hybridniho genu bcr/abl, ktery vznika v dasledku
reciproké translokace t(9;22)(q34;q11) karyotypicky detekovatelné jako Ph chromozém.
Gen ber/abl je typickym znakem CML slouzici k upfesnéni diagnozy a sledovani
uspésnosti 1écby. Kvantifikace je provadéna bud’ jako relativni (Castéji), kdy se
mnozstvi fluorescence testovaného vzorku porovnava s mnozstvim fluorescence jiného
genu, nebo absolutni, kdy mnozstvi DNA odecitame z kalibracni kiivky, kterd ndm

poskytne vysledek DNA o dané koncentraci.

Cilem této prace je srovnat ruzné zpusoby kvantifikace transkriptu bcr/abl. Snaha o
kvantifikaci tohoto transkriptu probiha jiz dlouhou dobu, zapojili se zde organizace z
celého svéta. Nejcitliveéjsi metodou pro zjisténi pfitomnosti této aberace je reverzni
transkriptazova polymerazova fetézova reakce (RT-PCR) detekujici transkript bcr/abl.
Druhym cilem této prace je podat ptehled problematiky a provést jeden ze zptsobil
relativni kvantifikace genu bcr/abl. Poslednim cilem je seznameni se s managementem

vzorku v laboratofi a verifikaci a validaci téchto metod.
Kli¢ova slova

Kvantifikace transkriptu bcr/abl, chronicka myeloidni leukémie, izolace RNA, RT-
PCR, verifikace



Abstract

This bachelor thesis in the theoretical part deals with the disease chronic
myelogenous leukemia (CML), which accounts for about 25% of the leukemia of the
adult age, with maximum incidence in the age group between 50.-70. year of life. With
low frequency occurs even in children and adolescents. Chronic myeloid leukemia is
characterized by the presence of the hybrid gene bcr/abl, that arises as a result of
reciprocal translocation t(9;22)(q34;q11) karyotypicaly detectable as a Ph chromosome.
The gene bcer/abl is the hallmark of CML used to refine the diagnosis and monitoring of
treatment success. Quantification is carried out either as a relative (often), when the
amount of fluorescence of the test gene is compared with the amount of fluorescence of
the reference gene, or absolute, when the amount of DNA we are going deduct from the

calibration curve, which will provide us with a DNA sample of a given concentration.

The aim of this work is to compare different ways of quantification of the transcript
ber/abl. The pursuit of quantification of this transcript has been going on for a long
time, involved here organization from around the world. The most sensitive method for
detection of the presence of this aberration is the reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) detecting the transcript bcr/abl. The second objective of this work is
to give an overview of this issue and perform one of the methods for the relative
quantification of the gene bcr/abl. The final objective is to get acquainted with the
management of samples in the laboratory, and verification and validation of these

methods.

Keywords: Quantification of the transcript bcr/abl, Chronic myeloid leukemia,
isolation of RNA, RT-PCR, verification
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1. Uvod

V teoretické ¢asti se zabyvam chronickou myeloidni leukémii, ktera se miize
vyskytnout v kazdém veku, 1 kdyz jeji vyskyt u déti do 16 let je velmi fidky. CML se
nejcastéji vyskytuje ve véku 50-55 let. Toto onemocnéni se o néco Castéji vyskytuje u
muzl, pomér vyskytu mezi muzi a Zenami se udava 1,3 : 1,0. V historii vyzkumu
nadorovych onemocnéni byla CML prvni chorobou, u které byla nalezena typicka
chromozomalni porucha, nazvana dle mista svého objevu tzv. Filadelfsky chromozom
(1960). Chronicka myeloidni leukémie je myeloproliferativni onemocnéni zptisobena
poruchou pluripotentni kmenové bunky. Pfi onemocnéni je postizena jak myeloidni,
(kdy ptevazuje postizeni granulopoezy), tak lymfoidni krvetvorné fada. Onemocnéni
vznika v dasledku ziskané genetické zmény, ktera postihuje kmenovou krvetvornou
buiku. Zména je zpisobena reciprokou translokaci mezi ¢astmi chromozémi 9 (ABL) a
22(BCR). Pti vzajemné vyméne se vedle sebe dostanou geny ABL1 (ABL1 = Abelson
murine leukemia) z chromozomu 9 a gen BCR (BCR= breakpoint cluster region)

z chromozoému 22, tyto geny spolu dohromady splynou v novy gen tzv. fazni BCR-
ABLI1. Tento fizni gen koduje vznik bilkoviny, kterd se nazyva Ber- Abl tyrozinkinaza.
Patologick4 tiloha toho to proteinu spociva v neustalé aktivaci bunéénych reakcei. Tato
translokace se vyskytuje téméf u vSech pacientii s CML a 30% az 40% u akutniho
lymfoblastické leukémie. Ph chromozom a gen bcr/abl slouzi zaroven jako marker pfi
upfesiiovani diagndzy a pii sledovani uspesnosti 1éCby. Nejcitlivéj$i metodou detekujici
tuto aberaci je reverzné transktiptazova polymerazova fetézova reakce, ktera ve své
kvalitativni (RT-PCR) a kvantitativni (Q-RT-PCR) podrobné¢ zjist'uje pfitomnost a
mnozstvi transkriptt ber/abl. Kvantifikace mnozstvi transkriptu ber/abl je dalezitym
terapeutickym ukazatelem pro pacienty s chronickou myeloidni leukémii. Diive kazda
laboratot méla své postupy a jednotky. Z toho vyplyvala nemoznost srovnat namétené
hodnoty s jinymi laboratofemi a to ptisobilo zmatek i mezi hematologickymi
pracovniky. Hlavni klinicka vyzva byla vypracovat metodiku, ktera by v€as odhalila
nastup recidivy. S vyvojem metody RT-PCR tento problém ziskal feSeni. Diky této
metod¢ je mozné v¢as odhalit relaps onemocnéni a monitorovat minimalni reziduélni

chorobu u pacientu, ktefi podstupuji 1é¢bu. Soucasti této prace je zhodnoceni stavu



standardizace a kvantifikace v Ceské republice a ve svété. Nékteré laboratofe se spise
zam¢iuji na zptsob absolutni kvantifikace, kdy se zjistuje pocet molekul transkriptu
pomoci kalibra¢ni kiivky, ktera se vytvorti z nékolika standardii o zndmé koncentraci a
nasledné se se zm¢éti vzorek pacienta a vynese se do grafu a odecte se jeho hodnota.
Druhy zptisob je relativni kvantifikace, timto zpisobem zjistime relativni ¢islo, které se

vyjadii jako pomér mefeného genu a referenc¢niho genu.

Vsechny metody pouzivané v bézné klinické praxi museji byt validovany a
verifikovany, stejné tomu je tak i u analyzy lidského genomu metodami molekularni
genetiky. Ta se dnes stala nedilnou soucasti diagnostiky mnoha onemocnéni. Vzhledem
k tomu, Ze v soucasnosti se da ocekavat zvyseny pohyb pacientti mezi jednotlivymi
pracovisti — at’ uz v rdmci republiky, nebo i do zahrani¢i — je i u téchto metod zvysena
potfeba moznosti vzajemné kompatibility vysledkli provedenych na riznych
pracovistich. Jejich dostatecna validace by se proto méla stat samoziejmou soucasti
provadénych metod. Pozadavek validace metod je soucasné jednim z pozadavkd norem
ISO 17025 a ISO 15189. Podle normy je validace potvrzeni piezkousenim a
poskytnutim objektivniho dikazu, Ze jsou jednotlivé poZadavky na specifické cile

pouziti splnény.



2. Teoreticka Cast

2.1 Historie

V roce 1845 byl poprvé publikovan védecky popis onemocnéni, které se dnes
nazyva chronicka myeloidni leukémie. Toto onemocnéni popsali dva I¢kati nezavisle na
sob¢ Dr. J.H. Bennett a Dr. R. Virchow. Vsimli si enormniho zvySeni leukocytt,

zménou konsistence krve a zvétSeni sleziny (24).

Od roku 1940 probihali experimenti S chromozémalni analyzou. Teprve velky
rozmach technologii v padesatych letec 20. stoleti ptinesl dalsi pokrok v poznani tohoto

onemocnéni (1).

Roku 1960 Novell a Hungerford ve Philadelphii popsali nejprve u dvou muzi a
V témze roce u dalSich sedmi nemocnych s CML ztratu genetickému materialu na
raménku chromozému skupiny G. Piestavény chromozom 22 byl pozdé&ji nazvan
chromozém Philadelphia (PhY). Ph proto, Ze se objevitelé domnivali, Ze je prvni ze
série charakteristickych abnormalit karyotypu, které bude mozné nalézt u riznych typi
leukémii, pozd&ji se od oznageni Ph' upustilo a oznacuje se pouze Ph (24). U CML byla
prokdzana asociace mezi genetickou abnormalitou a malignim onemocnénim. Plivodné
se myslelo, Ze se jedna o aberaci mezi chromozémem 21 a chromozémem 22. Az v roce

1973 zjistila J. Rowleyova, Ze se jedna o reciprokou translokaci t(9;22) (q34; q11) (31).



2.2 Definice CML

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativni choroba vychazejici
Z pluripotentni kmenové buiiky, u niz dominuje proliferace myeloidni fady a to zvIaste
V jeji granulocytarni linii. V pribehu nemoci dochézi k postupné diferenciaci malignich
bunék. Prohlubuje se jejich autonomie. Pii této nemoci dochazi ke znacné proliferaci a
soucasn¢ i k poruse déleni myeloidnich bun€k. Porucha z¢asti postihuje 1 cervenou a
megakaryocytovou fadu (37). CML ma typicky progresivni pribéh, ktery je
charakterizovan prechodem z chronické, 1écebné dobie kontrolovatelné faze, do faze
akcelerované a nasledné faze terminalni — blastické krize. Blasticka krize ma klinické
ptiznaky jiz rozvinuté akutni leukémie, je vSak velmi odolna k 1écbé a vétSinou po

kratké dob¢ konc¢i smrti pacienta (23).

2.3 Patogeneze

Pticina, kterd vyvolava zménu na urovni kmenové buiiky a tvorbu Ph chromozomu,
neni znama. Za transformaci kmenové buriky je zodpovédny gen bcr/abl a jeho produkt,
onkoprotein p210. U Ph chromozému jde o ptestavbu, ktera je vysledkem reciproké
translokace mezi chromozomy 9 a 22 [t(9;22)(q34q11)], pti které dochazi k fuzi
protoonkogenu abl (Abelsenova mysi leukémie) z chromozomu 9 a genu ber
(Breakpoint Cluster Region) z chromozomu 22 (12). Vysledkem této fuze je novy fizni
gen ber/abl. Chromozom 22 se touto translokaci zkrati a chromozoém 9 se naopak

prodlouzi. Vi se, ze vznik tohoto genu je pticina CML (28).

Produktem fyziologického genu je tyrozinkinaza. Tyrozinkinaza p145 genu abl
predstavuje jeden ze signélnich proteint regulace bunééné populace. Fizni onkogen
ber/abl v oblasti exonu ber 12-16 determinuje tvorbu fosfoproteinu s tyrozinkinazovou
aktivitou, oznacovaného jako protein p210 (27).

Abnormalni protein p210 vyvola chaotickou fosforylaci zbytkli cytoplazmatickych
proteint, které hraji dalezitou roli v regulaci adheze, motility, proliferace, diferenciace a
apoptdzy. To postupné vede k abnormélni aktivaci fady signalnich drah a v konecném

disledku ke vzniku nadorového klonu s charakteristickym fenotypem (31).
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Pfi uvedené patologické translokaci se také pienasi c-Sis gen z chromozomu 22 na
chromozom 9. Tento gen koduje rustovy faktor nazyvany platelet derived growht

factor. Zatim neni jasné, zda gen c-sis ma néjaky vyznam pro vznik nemoci (1).

Chromozomalni zmény Ph chromozému je mozno nalézt v buiikach myeloidni
fady, ale i v bunikach fady erytroidni, megakaryocytarni, monocytarni a v n¢kterych
lymfocytech. Pro¢ dochazi k proliferaci zejména v myeloidni fad¢, neni znamo (29).
Onemocnéni s podobnym krevnim obrazem jako chronicka myeloidni leukémie, avSak
bez cytogenetického pritkazu Ph chromozému, mizZe mit piitomnu translokaci bcr/abl
prokazatelnou pomoci PCR a je tedy také nazyvano chronickou myeloidni leukémii.
Onemocnéni bez prikazu Ph chromozoému a bez prikazu ber/abl genu jsou fazeny

k myelodysplaziim. Maji horsi prognézu nez CML (1).
2.4 Priznaky onemocnéni a pribéh

Pocatecni chronicka faze nemoci mtze probihat dlouho nepozorovang, bez
vyraznych klinickych ptiznakd. Chronicka faze trva primérné 3 az 4 roky. Vzhledem
k vyrazné variabilité nemoci jsou, ale nemocni, u nichz trva chronicka faze jen nékolik
mésicd, nebo na druhou stranu i 10 let (23). U mnoha nemocnych se chronicka faze
choroby zjisti pti nahodném vysetfeni krevniho obrazu, nebo je k 1ékafi ptivadi vahovy
ubytek, no¢ni poceni, inava a nevykonnost ¢i tlak v levém podzebii. Na rozdil od
akutnich leukémii zpravidla k obrazu choroby nepatii nachylnost k infekci a krvaceni,
nebot’ pocéty neutrofilnich segmentti i trombocytl nejsou zpocatku snizené. S postupem
Casu se agresivita choroby stupiiuje. ZvySuje se rychlost proliferace bun¢k a mizi
citlivosti leukemickych bunék k 1écbé. Pacient se postupné dostane do akcelerované
faze. Ve fazi akcelerace se zvySuje unavnost a nevykonnost, mohou se objevit
neinfekéni teploty. Progresivné se zvétSujici slezina miize utlacovat bfisni organy,
zpusobuje dyspepsii a objevuji se v ni bolestivé infarkty (36). Ve fazi akcelerace si
nemocni mohou stézovat na bolestivé subperiostalni infiltraty. Bolesti jsou zptisobené
osteolyzou ¢i extramedularni infiltraci. Pacienti trpi ibytkem hmotnosti ¢asto vétSim
nez 2kg za mésic, progresi trombocytopenie, anémie, v periferni krvi ptibyva blasti,

nebo je patrné eozinofilie ¢i bazofilie, pfi cytogenetickém vysetieni jsou navic
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zjistovany nové chromozomalni aberace mimo Ph chromozom. Histologicky se ve
dreni objevuje kolagenni fibréza. Klesa zdvojovaci ¢as poctl leukocytii v periferni krvi.
Nemoc vrcholi blastickym zvratem, ktery se podoba akutni leukémii (23). V piipadé
blastického zvratu predstavuji blasty a promyelocyty v kostni dfeni vice nez 50 % vSech
krevnich elementtli, nebo samotné blasty tvoti nad 30 % krevnich bunék kostni diené ¢i
periferni krve. V blastické krizi se dale zhorsuje celkovy stav, neinfek¢éni teploty jsou

V této fazi téméft pravidlem. Piiznaky zvratu plynou z trombocytopenie (hemoragicka
diatéza), nedostatku funkénich granulocytli a z anémie. V blastické fazi se miize objevit
leukemicka infiltrace kize a jinych organt, ktera v chronické fazi nebyva (36). Zvrat
muze byt myeloblasticky (60 % blastickych zvrati), lymfoblasticky (30 %) nebo myelo-
lymboblasticky (10 %). Velmi vzacny je blasticky zvrat s megakaryoblasty nebo
erytroblasty. Rozlisit blasty je mozné morfologicky, cytochemicky nebo imunofixacné.

Asiu 10 az 15 % pacientti choroba piejde v terminalni myelofibrozu (1).

2.5 Lécba CML

Jako jeden z mala je tento druh leukémie dobie 1éCitelny. Nejrozsitengjsim Iékem je
Glivec (Gleevec) s t¢innou latkou imatinib. Tento specialné navrzeny 1ék pracuje na
principu inhibitoru tyrozin-kinaz v kombinaci s cytosinarabinosidem. Dalsim
peroralnim G¢innym inhibitorem tyrosinkindzy, ktery je imatinibu strukturdlné podobny,
ale ma vyssi vazebnou afinitu k ATP kapse bcr/abl onkoproteinu, je nilotinib (Tasigna,
Novartis). Dasatinib (Sprycel, Brystol-Myers-Squibb) je dal$im peroralné G¢innym
tyrosinkinazovym inhibitorem. Lisi se od imatinibu schopnosti vazat se jak na aktivni

vvvvvv

transplantace krvetvornych bun¢k (TKB) (37).

2.5.1 Sledovani mnoZstvi transkriptu bcr/abl pri 1é¢bé

Diky Gispé€sné 1é¢beé se mnozstvi transkriptu dostava na velmi nizkou a tedy huie
detekovatelnou hladinu. Tuto nizkou hladinu Ize stanovit metodou RT-PCR. Aby bylo
mozné pln¢ vyuzit RT-PCR s ohledem na jeji prognosticky vyznam, je nutné provadeét
vySetieni v pravidelnych kratkych ¢asovych intervalech (20). Harmonogram vySetieni

po TKB byl doporucen skupinou EICML (European Investigators of Chronic Myeloid
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Leukemia). Je zapotiebi provést predtransplantacni vySetfeni pomoci kvalitativni,
nejlépe multiplex RT-PCR, ta umozni zjistit vSechny doposud znamé formy piestavby
genu bcr/abl. To pii dalich vySetienich u pacientd s méné ¢astym typem piestavby

zabrani faleSn¢ negativnimu monitorovani po TKB (18).

K prvnimu vysetieni bcr/abl po transplantaci dochazi v prvnim az druhém mésici.
Toto vySetieni probihd pomoci kvalitativni RT-PCR, ktera rozdéli pacienty do
rizikovych skupin 1) pacient negativni s nizkym rizikem relapsu 2) pacient pozitivni
s vysokym rizikem relapsu. Stupei rizika u jednotlivych pozitivnich pacientl vSak
kvalitativni metoda jiz neni schopna urcit. Teprve kinetika hladiny bcr/abl (nartst,
setrvaly stav, pokles) naznaci dalsi vyvoj onemocnéni a tedy i aktualni riziko relapsu
(25).

U skupiny pacientli z negativni skupiny se béhem prvniho roku provadéji vySetieni
v intervalech 2-3 mésicu. Ve druhém roce po transplantaci je kontrola po $esti mésicich
z periferni krve (21). Pacienti, u kterych byla v prib&hu vysetfovani zjisténa pozitivita,
stejné jako pacienti s pozitivitou zjisténou ihned po TKB, jsou vySetfovani kvantitativni
metodou Vv pravidelnych mésic¢nich intervalech, aby bylo mozno nastupujici relaps v¢as
zjistit a zah4jit 1éCbu. Relapsy po TKB byvaji velmi rychlé. Kvantitativni testy i po

zahajeni 1é¢by probihaji v mési¢nich intervalech az do vymizeni pozitivity (23).
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2.6 Stanoveni diagnozy

2.6.1 VySetieni krevniho obrazu

Typickym znakem nemoci je vyrazna leukocytoza v periferni krvi, kterd maze
dosahovat hodnot az 400.10%1. pro chorobu je diagnosticky posun doleva, k nevyzralym
formam granulocytti. V diferencidlnim krevnim obraze jsou zastoupeny vsechny stupné
vyvoje granulocytu, tedy myelocyty, metamyelocyty a ty¢ky. Velmi ¢asto nebyvaji
zmnozené jen krvinky neutrofilni fady, ale jsou zmnozené také bazofilni a eozinofilni
granulocyty. Mén¢ ¢asto muze byt i anémie. Uvedené zmény v diferencidlnim krevnim
obraze jsou zfeteln&jsi pti pohledu na absolutni pocty nez pti pohledu na procentualni
zastoupeni krvinek (1).
Snizeny byva v 80% ptipadll index alkalické fosfatdzy (ALP) v leukocytech, ktery se
normalizuje v remisi onemocnéni nebo pii infekénich komplikacich ¢i pti akceleraci
CML. Na rozdil od CML byva tento index zvySen u myelofibrozy.
U chronické neutrofilni (granulocytarni) leukémie, ktera je uvaddéna v rdmci navrhu

WHO klasifikace, dochazi jen ke zmnozeni neutrofilni fady, nikoliv fad ostatnich (37).
2.6.2 Krevni natér

V krevnim néatéru je zietelné hojné vyplavovani nezralych prekurzori

(metamyelocyty, myelocyty), dale byva pfitomno eozinofilie a bazofilie (29).
2.6.3 Vysetieni kostni diené

V kostni dfeni je evidentni zmnozeni granulopoézy a neziidka také
megakaryocytarni fady. Pii histologickém vySetfeni kostni dien¢ je patrny posun
doleva, zmnozeni myelocytti v myelogramu a zmnozeni retikulinovych vlaken a

ptipadné i pseudo-Gau-cherovy bunky (1).
2.6.4 Dalsi laboratorni vySetieni

Pacienti s CML mivaji v séru zvysené koncentrace vitaminu By, dale

laktatdehydro-genazy a kyseliny mocové (37).
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2.7 Genetické metody pro stanoveni diagnozy

2.7.1 Cytogenetika a molekularni genetika

Pfi stanoveni diagndzy mame primarné za ukol zjistit, zda se jedna o gen bcr/abl,
proto se vyuziva metod, které nam pievazné urci majoritni klon.
Transloka¢ni zmény Ize prokazat metodami klasické cytogenetiky (pfitomnost
Philadelphia chromoz6ém, Ph chromozom (1). Metodou polymerazové fetézové reakce
lze prokazat gen bcr/abl s citlivosti 1:100 000 az 1:1 000 000. Velmi dileZitou metodou
pro stanoveni diagnozy je metoda FISH, ktera objevi i jiné translokace genu bcr/abl.
Citlivost metody FISH je 1x10°. Metoda RT-PCR detekuje nejen pfitomnost aberace
jako cytogenetické metody, ale sleduje expresi genu bcr/abl, tedy jeho aktivitu, a tim i
aktivitu maligniho klonu (16). Citlivost RT-PCR je az 10 000x vyssi nez citlivost
ostatnich metod v¢etné cytogenetickych (23).

2.7.1.1 Metoda FISH

Metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace) je standardni cytogenetické
vySetieni, které se pouziva k uptesnéni a doplnéni chromozémalniho vySetieni,
eventualné k ovéfeni nalezu zjisténého béznym cytogenetickym rozborem. Metoda
vyuziva procesu denaturace a reasociace DNA (33). Metoda fluorescenéni in situ
hybridizace spoc¢iva v navazani specifického fetézce DNA, ktery na sob¢ nese
flourescenéni barvivo (DNA sonda), komplementarné k vySettovanému tseku DNA.
K hybridizaci dochazi pifimo ve vySetfovaném biologickém materidlu, tedy v misté (in
situ), nikoliv na izolované DNA (5). Pfi zvySené teploté 72-75 °C dojde k rozvolnéni
vlaken DNA sondy i vySetfovaného vzorku, pfi nasledném ochlazeni vétSinou na 37 °C
se sonda specificky navaze do vysetfovaného mista - dochazi k hybridizaci. Diky

fluorescenénimu znaceni sondy se pak ve fluorescencni mikroskopii vyvine barevny

signal (33).

2.7.1.2 Metoda PCR
Polymerazova tetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je
metoda rychlého zmnoZzeni (amplifikace) vybraného iseku DNA. Amplifikovany usek

DNA je ohranic¢en primery (oligonukleotidy), coz jsou fragmenty DNA o 17 — 28
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nukleotidech, které si diky své komplementarité prisedaji pravé ke koncim vybraného
useku. Od prisedlych primert probiha syntéza DNA (7). Samotnou syntézu provadi
termostabilni DNA polymeraza, izolovana nej¢astéji z bakterie Thermus aquaticus,
odtud oznaceni Taq polymeraza. Jelikoz je tento enzym termostabilni, uchovava si svou
aktivitu i pfes né€kolikeré piisobeni teploty blizici se teploté varu pti probihajici reakci.
Pti reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoziuji denaturaci DNA (jeji

rozvolnéni na jednofetézce), piisedani primeri a syntézu DNA (5).

2.7.1.2.1 Princip PCR

Pti PCR je vyuzivano podobného principu, na jakém dochézi k syntéze DNA
béhem replikace DNA v buiice. Zékladnim principem PCR je opakovana
fizena denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna renaturace osamocenych fetézcl se
specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni smési v nadbytku. Tyto
oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu nového fetézce DNA.

Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tii kroky (17).

Prvni krok je denaturace, pfi ni se dvouietézcova molekula DNA po dobu 20-30
sekund zahtiva na teplotu 94-98 °C. Pii této teploté dochdzi k rozruSeni vodikovych
mustkil v dvoufetézcové molekule DNA a k rozvolnéni této dvousroubovice. Vzniknou

tak dvé jednofetézcové molekuly DNA (19).

Druhym krokem je nasedani primert (hybridizace), kdy se teplota sniZuje na 50 az
60 °C. To umozni nasednuti primerti na specificka mista DNA. Na dvouvladknové useky

DNA/primer se vaze DNA polymeraza (16).

Ttetim krokem je syntéza DNA (elongace), pii niz je teplota zvolena dle pouzité
DNA polymerazy. NejbéZnéji to byva Tag polymeraza ta méa optimalni aktivitu pii 72 —
80 °C. v tomto kroku dochézi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5 konce k 3’konci

prirasta vlakno DNA komplementarni k piivodni molekule DNA (17).
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2.7.1.2.3 Komponenty tvorici reakci

Templat

Ptili§ velké mnozstvi templatové DNA zptisobuje pii reakci problémy a to
nespecifické nasedani primerti. Pro PCR reakci Casto sta¢i i velmi malé mnozstvi
nukleové kyseliny, avSak je nutné, aby vzorek nebyl kontaminovan zddnou jinou DNA,
ktera by se do vzorku mohla dostat z rukou pracovnika ¢i nedostatecné Cistych
pomticek. I nepatrnd ptimés kontaminujici DNA by se mohla natolik namnozit a tim
Zkreslit pravdivost vysledi. Kromé toho vzorek s templatovou DNA nesmi obsahovat

latky, které by mohli inhibovat polymerazu (fenol, ethanol, heparin) (5).
Primery

Jako primery se zpravidla pouzivaji oligonukleootidy o délce 17 az 28 nukleotidd.
Pro spravny priibéh reakce musi primery spliiovat nékolik pozadavkl. Primery museji
byt specifické pro amplifikovanou sekvenci a méli by byt pokud mozno zcela
komplementarni k tseku, na ktery maji dosedat. Dal$im kritériem je, aby primery
Kk sob& navzajem nebyly komplementarni, protoze jinak by se mohly chovat jako
templat (béhem PCR se budou tvofit jejich dimery). Déale by nemél obsahovat vnitiné
komplementarni sekvence, aby nedochazelo k vnitini hybridizaci (tvofeni smycek) (16).
Teplota tani primeru by méla byt alespont 50°C. V PCR je zapotiebi dvou primert, proto
je nutné, aby teplota nesedani byla optimalni pro oba primery. Teplota nasedani se
odviji od délky primeru a po¢tu GC parti (¢im vétsi je délka a obsah GC parti tim je
Vys§i teplota nasedani). Dale musi byt teplota dostatecné vysokd, aby se zabranilo
nespecifickému nasedani primera k templatové DNA. Jeden primer naseda na 5 'konec
fetézce genu a v pribéhu PCR se elonguje ve sméru replikace. Tyto primery se oznacuji
jako kodujici (forward primer, upstream primer). Druhy primer se oznacuje jako

antikodujici (reverse nebo downstream primer) (22).
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Polymeraza

Cisté teoreticky by §lo v reakci pouzit jakoukoliv polymeréazu, ale kviili vysokym
teplotam pti denaturacni fazi, pfi niz by doslo i k denaturaci enzymu, musela by se
polymeraza ptidavat v kazdém cyklu. Proto je vyhodné pouzivat termostabilni DNA
polymerazu. Nejvyznamnéj$im zastupcem je tzv. Taq polymeraza, kterd se izoluje
z bakterie Thermus aquaticus zijici v horkych pramenech. Jeji teplotni optimum se
pohybuje kolem 75°C, kdy dokaze k primeru pfidat asi 150 bazi za sekundu. Pti teploté

nad 90°C neni aktivni, a-vSak odola denaturaci (25).
Zakladni reak¢ni roztok

Zakladni reakéni roztok obsahuje i dalsi soucasti. Kromé vsech ctyt
deoxynukleosidtrifostati ( dATP, dTTP, dCTP, dGTP) se do né&j ptidava pufrujici
sloZka a soli, jimiz se navodi vhodna iontova sila prostfedi a pH prostiedi. Pro spravny
priibéh reakce je zapotiebi hofecnatych ionti Mg?* ty ptisobi jako kofaktor polymerazy.
Pfi nizké koncentraci Mg2+ muze byt nizky vytézek reakce a naopak pii vysoké

koncentrace Mg?* mize dojit k tvorb& nespecifickych produkti (17).

2.7.1.3 Metoda RT-PCR

Metodou reverzni transkripce (RT) je izolovana RNA piepsana do komplementarni
DNA (cDNA) a ta se pak pouZije jako templat pro PCR reakci. I kdyz vlastni ptepis
samotnd amplifikace DNA. RNA se rychle degraduje u¢inkem RN-4z, které jsou
obecnymi kontaminanty vzorki, pomtcek i chemikalii. RN-azy jsou navic
termostabilni, neposkodi je ani sterilizace autoklavovanim a aktivitu si zachovavaji i po
¢isténi materidlu nékterymi denatura¢nimi €inidly. Aby se zabréanilo degradaci RNA,

osetfuji se pomicky a roztoky inhibitory RN-az (19).

2.7.1.3.1 Historie metody RT-PCR
Od doby svého uvedeni na trh v roce 1977 byl Northern blot zna¢né pouZzivan pro
RNA kvantifikaci navzdory svym nedostatkiim. Slo o ¢asové naroénou techniku, ktera

vyzadovala pro detekci velké mnoZstvi RNA, proto byla kvantitativné neptesna pii

18



nizkém obsahu RNA. Objev reverzni transkriptazy pii studii replikace viru
v genetickém materialu vedla k vyvoji RT-PCR, ktera je na rozdil od vytlacené metody

Northern blot dodnes vyuzivana pro detekci a kvantifikaci RNA (10).

Metoda RT-PCR se ukazala jako dobrym métitkem pro detekci a srovnavani
hladiny RNA z n¢kolika dtivodi. Ma Sirokou $kalu méfeni mnozstvi RNA
(>10n4sobng&) a poskytuje piehled o kvalitativnich a kvantitativnich datech. Diky své
jednoduchosti, senzitivité a specifit¢ se RT-PCR pouziva v Siroké skale experimentt
(22). Bézné¢ se vyuziva k diagnostice infek¢énich onemocnéni, dale k zjisténi nadorovych
bunck na zéklad€ genetické abnormality. Zavedeni kvantitativni RT- PCR v klinické
mikrobiologii vyrazné ptispelo ke zlepSeni diagnostiky infekénich chorob a
k odhalovani nové¢ vznikajicich onemocnéni, jako jsou napi. nové kmeny chiipky (19).
Metoda ma své uplatnéni nejen v 1ékafskych oborech, ale i v potravinaistvi a pramyslu,
kde se zkoumé mikrobidlni zatéz v potravinach a detekci geneticky modifikovanych

organismu (3).

2.7.1.3.2 Vyhody RT-PCR
Vyhodou této metody je vyuzivani mRNA, ktera odrazi vysokou miru transkripéni
aktivity malignich bunék a poskytuje tak vyssi senzitivitu. Dale nevyzaduje délici se

bunky, takze vySetieni mize byt provedeno i tam, kde selZe klasicka cytogenetika (23).

I ptes veskeré vyhody by vSak vySetieni pomoci RT-PCR m¢lo byt v pravidelnych
intervalech doprovazeno klasickym cytogenetickym vySetfenim, které umoziuje zjistit

nové¢ vznikajici aberace (10).

2.8 Metody pro monitorovani lécby

Pti sledovani Gispésnosti 1é¢by je sledovano hned nékolik hledisek. Z klinického
hlediska se sleduje stav pacienta, zda nema n¢jaké problémy a ptiznaky rozvijejiciho se
relapsu. Dale je pacient sledovan hematology, kdy se sleduje krevni obraz (zastoupeni
krevnich buné¢k). Pouhé sledovani stavu pacienta a zastoupeni krevnich elementt je
nedostacujici, protoze odhaleni relapsu v tomto piipadé by bylo piilis pozdé. Nemoc by

mohla znovu propuknout, proto se diive vyuzivalo metod cytogenetickych, které¢ vice
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vypovidajici o stavu nemoci (16). U pacientd podstupujici 1écbu je sledovana kostni
dren fluorescen¢ni hybridizaci in situ. Tato kontrola poskytuje 1€kariim ptesné
posouzeni choroby na chromozomalni trovni. Nicméné u lécenych pacienti dochazi

k snizeni detekovatelnosti leukemickych bun¢k (Ph+) cytogeneticka analyza FISH ma
omezenou mez citlivosti a takze pro poskytnuti spravnych vysledki se nehodi. Tudiz je
zapotiebi sledovat stav nemoci na molekularni arovni (33). Vyuziva se vice citliva
metoda RT-PCR, ktera je schopna detekovat jednu leukemickou butiku v pfiblizné 10°
az 10° normalnich burikach. V soucasnosti je doporucovano pravidelné monitorovat

hladinu transkripti BCR-ABL pomoci real-time RT-PCR (12).

2.8.1 Metoda Real-Time RT-PCR

Cilem je detekovat hledany znak nadorovych bunék na trovni RNA sekvence
(informa¢ni RNA — mRNA). K tomu ucelu se vyuziva metoda reverzni transkripce
(RT). Pomoci ni je izolovana RNA pfepsana do komplementarni DNA (cDNA) a ta se
pak pouzije jako templat pro PCR reakci. Real-Time RT-PCR je metoda umoziujici
presnou kvantifikaci hledané cDNA sekvence ve vzorku (36). Vyuziva se zde nékolika
moznosti detekce nartstajiciho mnoZstvi amplikontl. VSechny jsou zaloZeny na narlstu
fluorescence reakéni smési. Principialné nejjednodussi je metoda vyuzivajici
fluorescencnich barviv, ktera se interkaluji mezi baze DNA (napt. Sybr Green),

naristajici fluorescence pak odpovida vzristajicimu mnozstvi DNA ve vzorku (5).

2.8.1.1. Fluorescen¢ni sondy metody Real-Time PCR
V soucasné dobé¢ existuje nékolik riznych typi fluorescenénich DNA sond pro
detekci v Real-Time PCR. Nejcastéjsi fluorescencni systémy jsou SyberGreen,

Molecular Beacon sonda, TagMan sonda, Scorpion sonda a FRET (5).

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) neboli fluorescen¢ni rezonanéni
pfenos energie je princip, na kterém pracuji FRET sondy. FRET sondy nebo-li sousedici
sondy jsou specialnim podtypem sond, které jSou navrzeny tak, aby dvé sondy
hybridizovaly vedle sebe na sousedici nukleotidové sekvence, nejcastéji oddélené
dvoubazovou mezerou. Prvni sonda se nachazi na 3° konci a je znac¢ena fluoresceinem

nebo fluoroforem s excitaénim maximem okolo 480 nm, nazyvanym donor. Druha
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sonda byva oznac¢ovana nékterym z mnoha barviv s vys$s§im excitaénim a emisnim
maximem, jako jsou kyaninova barviva Cy3 nebo TAMRA (34). Této sondé¢ se fika
akceptor. Ten musi byt na 3¢ konci blokovan, aby nedochazelo k prodluzovani sondy
DNA polymerazou béhem PCR reakce. Po uskute¢néni hybridizace obou sond s DNA
fetézcem donor prenasi energii na akceptor, ktery emituje fluorescencni zateni o vyssi

vilnové délce (17).

TagMan sondy jsou oligonukleotidy, které maji zhaSe¢ na 3° konci a reportér na 5°¢
konci. Vyuzivaji 5°—3° exonukleazové aktivity Taq DNA polymerazy. Sonda se vaze
na sekvenci mezi obéma primery (5). Zhase¢ v bezprostiedni blizkosti reportéru
zpusobuje téméf uplnou redukuci jeho fluorescence. TagMan sondy jsou sondami
hydrolyza¢nimi, kdy béhem amplifikace Taq DNA polymeraza ptitazuje volné dNTP
od primeru smérem k navézané sondég, kterou od 5° konce $tépi, ¢imz dojde k pteruseni

vlivu zhasece na reportér, ktery nasledné emituje fluorescenci (11).

Molecular beacons, neboli molekularni majaky, jsou sondy, které vytvari vlasenku
se smyckou. Vlasenka je tvofena vzajemné komplementarnimi fetézci, smycka je
komplementarni s cilovymi sekvencemi. Oznaceni koncti sond je stejné jako u ostatnich
sond na 5 konci je reportér a na 3 'konci je zhase¢ (17). Po navazani sond na DNA
prodélavaji sondy strukturni zmény. V ptvodni konformaci je reportér v bezprostredni
blizkosti zhaSece a ten absorbuje jeho emitovanou energii a tim k emisi fluorescence
nedochazi. V annealing kroku PCR reakce, se reportér dostava z dosahu zhasece a
emituje fluorescenci. Molekularni majaky se mohou stejné jako TagMan sondy vyuZzivat
v metod¢ multiplex PCR (33).

Scorpion sondy jsou podobné molecular beacons. Také tvoii smycku a vliasenku s
reportérem na 5° konci a zhase¢em na 3° konci, na rozdil do molecular beacons jsou
spojeny s primerem. K 5¢ konci primeru je smycka 3¢ koncem piipojena nejcastéji tzv.
HEG (hexethylene glycol) blokatorem, ktery zabrafnuje extenzi fetézce od tohoto mista
k 5¢ konci smycky (5). Po prvnim cyklu béhem extenze primeru DNA polymerazou

smycka hybridizuje s komplementarni sekvenci fetézce, na kterém se nachazi, dochézi k
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uvolnéni vlivu zhasece na reportér a k emisi fluorescence. Pfipadné primer-dimery tak

netvoii fluorescenéni signal (36).

2.8.2 Kompetitivni RT-PCR

Kompetitivni RT- PCR je kvantitativni metoda, ve které se amplifikuje testovana
DNA spolu s kompetitivni DNA V jedné reakéni zkumavce. Kompetitivni templat
obsahuje stejné sekvence pro vazbu primert jako cilova DNA s tim rozdilem, ze ma
jinou velikost. Mnozstvi se stanovi pomoci ekvivalentni intenzity PCR- produktti

odvozenych z cilové DNA a kompetitivni DNA. Touto metodou se diive provadéla

kvantifikace bcr/abl (7).

2.9 Izolace RNA

Izolace RNA. Pro ucely reverzni transkripce je nutné nejdiive izolovat RNA z
ptislusného biologického vzorku. V buiikach se nachdzi celkem tfi druhy RNA (t-RNA,
rRNA a mRNA). Vétsinou je pro ucely reverzni transkripce zadouci pouze mRNA,
ktera koduje dané geny (6). Pro selektivni izolaci mRNA se vyuZziva zejména jeji
polyadenylace (sekvence An, n ~ 10 — 200, ozn. polyA) na jejim 3" konci.
Nejjednodussi zpiisob je pouziti pevného nosice, na ktery je kovalentné navazan
oligonukleotid polyT, jehoz délka se pohybuje v rozmezi 10 — 20 nukleotidt. Pfidanim
takového nosice ke smési riznych typtt RNA dojde k hybridizaci mRNA k polyT na
nosi¢i pomoci sekvence polyA. Po odmyti nenavazanych RNA jsou hybridizacné
navazané molekuly mRNA eluovany pomoci zvySeni teploty nebo iontové sily (7).
pouzivanych reagencii. RNA je oproti DNA zna¢né labilni v diisledku snadné
degradace RN-azy (enzymy specificky stépici RNA). Tyto enzymy jsou ve znacném
mnozstvi pfitomné ve vSech biologickych systémech. Proto je potieba dbat na sterilitu
pouzivanych chemikalii (15). Tyto enzymy vSak diky své vysoké stabilité¢ odolavaji i
nékterym sterilaénim krokiim a je proto nutné je v ptislusnych reagenciich chemicky
inaktivovat pomoci latky DEPC (diethylpyrokarbonat), ktery je potom odstranén

zahtatim. Samoziejmosti pii praci s RNA je pouZzivani pipet a dalSich pomiicek, které
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jsou urceny pouze pro tyto ucely. Vyjimkou neni ani vymezeni specialniho pracovniho

stolu nebo laboratofe pro tyto ucely (14).
2.9.1 Zpisoby kvantifikace mRNA

2.9.1.2 Absolutni kvantifikace

Pti absolutni kvantifikaci se pfimo stanovuje vychozi pocet molekul DNA templatu
v porovnani se standardy o znamé koncentraci. Standardni kiivku ziskame tak, ze
ptipravime fedici fadu templatové DNA (napfiklad desitkovym fedénim).
S jednotlivymi vzorky provedeme Real-Time RT-PCR a pro kazdé fedéni dostaneme
urcitou hodnotu (25). Z téchto ziskanych hodnot se pfipravi standardni kalibra¢ni
kiivka. Zkoumany vzorek se zpracuje stejné jako fada standardi. Po vyneseni vzorku
na kalibra¢ni kiivku se odecte hodnota vzorku. Absolutni kvantifikace ma jisté
nevyhody a to snadné ovlivnéni kvality vzorku at’ uz samotnym odbérem ¢i
skladovanim vzorku a néslednym transportem materidlu do laboratote. Dale rychla

degradace RNA pomoci RN-4z, diky tomu se mohou vysledky znaéné lisit (4).

2.9.1.3 Relativni zpisob kvantifikace

Pro urceni miry genové exprese se zpravidla pouZziva relativni kvantifikace. Timto
zpusobem se zjist'uji zmény v mnozstvi mRNA testovaného genu v porovnani s
kontrolou (kalibrator). Pti kvantifikaci je nezbytné vyhodnotit vnitini referen¢ni gen,
ktery nam urci, do jaké miry bylo u testovanych vzorkil pouZito srovnatelné mnozstvi
vstupniho materidlu (8). Jako vnitini kontrola jsou pouZivany tzv. housekeeping geny,
jejichz transkripce €1 pocet jejich kopii v genomu ¢i testované mRNA by mély byt
stejné u vsech testovanych vzorkd. Timto zptisobem dojde k zamezeni rozdilt, které by
mohli byt zptisobeny nanesenim vzorki v nestejné koncentraci, anebo rychlou
degradaci pomoci RN-az. Nejcastéji pouzivanymi referencnimi geny jsou napt. geny

aktinu, tubulinu a geny pro ribosomalni proteiny (4).
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2.10 Detekce transkripti fuzniho genu bcr/abl kvalitativné

Molekularni potvrzeni diagndézy CML je zalozeno na detekci pritomnosti
transkriptt fizniho genu ber/abl ve vzorku krve ¢i kostni dien€ a na uréeni typu
ptrestavby. Znalost typu piestavby je dulezita pro nasledujici kvantifikaci hladiny
transkriptt ber/abl a zamezeni fale$né negativnich vysledki (13). Pro diagnostické
ucely je nejvice rozsifena multiplex reverzné transkriptazova PCR (RT-PCR), jez
zachycuje expresi ber/abl s riznymi typy piestaveb (major, minor a mikro). V jednom
kroku je soucasn¢ amplifikovana oblast cDNA specificka pro jednotlivé piestavby
fuzniho genu bcr/abl a netranslokovana oblast kontrolniho genu BCR, jejiz pozitivni
amplifikace slouzi ke kontrole kvality vzorku (3). Pfestoze je toto vySetieni
Vv laboratofich velice rozsifené, existuji ojedin€lé pripady pacientti nesoucich jedine¢né
piestavby a jejich spravné urceni mtize byt problematické. Proto je nutné ptistoupit
K alternativnim postuptim umoznujicim jednozna¢né ovéfeni typu piestavby. Napf. pfi
diagnostickém vysSetfeni fizniho genu bcr/abl metodou dle Crosse et al je v piipadé
potvrzeni prouzku o délce ~ 1 000 bp v ¢cDNA vzorku pacienta nutné rozlisit, zda se
jedna o prestavbu e19a2 (926 bp), ¢i e6a2 (1 123 bp). Po klasické elektroforetické
separaci PCR produktu je ur¢eni délky malo pfesné a nedostacuje k jasné identifikaci
typu piestavby. Pro potvrzeni/vyvraceni piestavby el9a2 Ize provést PCR reakci
S pouzitim specifickych primert, které mnozi usek nesouci prestavbu mikro (135 bp).

Pfi této PCR je znemoznéna amplifikace Giseku e6a2 (25).

Kromé& multiplex RT-PCR (senzitivita ~ 10*) je mozné zjistovat typ prestavby
genu bcr/abl citlivéjsi metodou specifické dvoukolové nested RT-PCR (senzitivita ~ 10~
®). Inzerce & aberace kratkych sekvenci v misté nasedani primerd, ojedinélé vzacné
zlomy ¢i vzacné splicingové varianty vSak predstavuji riziko nespravné interpretace
behem rutinniho vySetfovani. U netypickych piestaveb genu ber/abl, na které mohou
poukazat neoCekavané vysledky screeningovych metod, proto hraje vyznamnou roli
metoda pfimého sekvenovani, ktera odhali atypické misto zlomu v RT-PCR

amplifikovaném transkriptu bcr/abl (21).
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2.11 Monitorovani mnoZstvi bcr/abl transkripti v Ceské republice

Pocatky kvantifikace mnozstvi mRNA bcr/abl sahaji stejné jako jinde ve svété do
90. let 20. stoleti. Metoda byla zaloZena na principu kompetitivni reverzné
transkriptazové (RT) PCR. UHKT byl prvnim pracovistém v Ceské republice, které
Vv roce 1994 tuto metodu jesté ve vylepsené formé zavedlo. Kvantifikace bcr/abl
transkripti méla v té dob¢ své misto predevsim v oblasti monitorovani minimalni
rezidualni nemoci u pacientl po transplantaci kostni diené (21). V roce 2001 ziskalo
molekularni monitorovani hladiny bcr/abl zcela novy rozmér a zasadni misto pro
uspéSny management 1é€by diky vyvoji nové instrumentace v oblasti molekularni
biologie, ktery pfinesl kvantitativni PCR v redlném Case. Tato technologie je ¢asové a
laboratorné¢ mén¢ naro¢na nez puvodni kompetitivni PCR brzy se rozsifila pro potieby
kvantifikace transkriptd bcr/abl celosvétoveé. V soucasnosti je doporucovano pravidelné
monitorovat hladinu transkript bcr/abl pomoci Real-Time RT-PCR v periferni krvi
(23).

2.12 Validace a verifikace metod

Validace metod je v klinickych laboratotich vyzadovana normami fizeni kvality
(ISO 17025, ISO 15189). Validace je potvrzeni ziskané prostiednictvim poskytnuti
objektivnich dikazi, ze poZzadavky na specifické zamyslené pouZiti nebo specifickou
aplikaci byly splnény. Validace potvrzuje, ze méftici postup/méfici systém/vyrobek IVD
MD (In vitro diagnostic — medical device) je schopen plnit pozadavky na né kladené.
Jinak feceno, ze troveil méfeni je dostatecnd, postupy meéteni korektni a s fadné
provedenou kalibraci (32). Rozsah a hloubka validace musi vzdy odpovidat potiebé
ziskat dostatek idajii k rozhodnuti, zda metoda je skutecné vhodné pro zamysleny ucel
(ISO 17025, ISO 15189). Valida¢ni plany jsou dany charakterem validované metody.
Validace kvalitativni metody vyzaduje vyznamné mensi Usili, neZ validace metody
kvantitativni. Metody validované vyrobcem — vyrobky IVD MD disponujici zna¢enim
CE vyzaduji niz$i rozsah validace nez metody typu in-house vyvinuté samotnou

laboratofi nebo laboratoti modifikované, ¢i z jiné laboratofe piejaté (8).
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Verifikaci lze chapat jako potvrzeni ziskané prostfednictvim objektivnich dikazd,
ze data o analytickych znacich poskytnuta vyrobcem, jinou laboratofi, nebo referencni
instituci jsou v dané laboratofi s pouzitim konkrétniho méticiho systému dosazena.
Verifikaci pak rozumime, ze méfici postup/systém/vyrobek IVD MD je pln¢ funkéni v
konkrétni laboratofi. V tomto doporuceni budeme operovat s pojmem verifikace pouze
v souvislosti s vyrobky uvedenymi a trh v souladu se zasadami Direktivy IVD 98/79

EC. V ostatnich pfipadech pouZijeme terminu validace (25).

2.12.1 Pro¢ je nutné provadét validaci a verifikaci

Vysledky analytickych méteni maji mimoradné silny dopad v praxi. V klinické
laboratofi mohou rozhodnym a né¢kdy i fatdlnim zpisobem ovlivnit zdravi, kvalitu
zivota a n€kdy 1 samotny Zivot pacienta. Provadét méteni o dostatené kvalité je
profesiondlni povinnosti analytika. Validace poskytuje naprosto nezbytné potiebna data

o nejistoté (respektive intervalu spolehlivosti) vysledktt méteni (30).
2.12.2 Kdo provadi verifikace

2.12.2.1 Vyrobce diagnostik

Podle direktivy IVD 98/79 EC musi vyrobce uvadét na trh Evropské unie pouze
validované méfici systémy. Postup a rozsah validace IVD MD je dan normou (EN
13612: 2002). Pro vyrobce uvadgjici své produkty na trh v USA rovnéz plati, ze tyto
jsou validované v rozsahu daném dokumentem Guidance for Industry: Bioanalytical
Method Validation, vytvoifeném nasledujicimi institucemi:US department of Health and

Human Services,Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation (4).

2.12.2.2 Laboratoie

Kone¢nou odpovédnost za adekvatni validaci méfeni vSak nese samotna laboratof.
JestliZze data validace pochazeji z dokumentace vyrobct a jsou podloZena experimenty v
laboratotich vyrobct, profesionalnich organizaci a v kalibracnich/referencnich
laboratofich, pak laboratotf musi tato data neustale dopliovat a verifikovat. Hlavnimi
nastroji, kterymi toho lze docilit jsou: priitbéznéa edukace pracovnikii, provadéni

pravidelné kontroly kvality (vnitini i mezilaboratorniho porovnavani), vypracovani a
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revize SOP a jejich validace, pfi které se rozhodujici diraz klade na hodnoceni vysledki
mezilaboratornich porovnavani a studii, prubézné sledovani dokumentii a informaci
poskytovanych referen¢nimi institucemi a organizacemi typu JCTML (Join Committee
for Traceability in Laboratory Medicine), LGC, AOAC, dodrzovani standardnich
opera¢nich postupt vyrobku spliujicich pozadavky Direktivy IVD 98/79 EC (4).

2.12.3 Kdy se provadi validace/verifikace

Stavli kdy by se méla provadét v laboratofi validace a verifikace je hned nékolik
napiiklad pfi zavedeni nové metody, pii pofizeni a pted aplikaci nového analytického
m¢éficiho systému do laboratofe, pokud se rozsifi pouziti stavajicich metod o dalsi acel
(napiiklad rozsifi se méfeni o dalsi druh biologického materialu) a ukazuje-li kontrola

kvality pfetrvavajici problém (32).
2.12.4 Validace metod molekularni genetiky

2.12.4.1 Validace kvalitativnich metod

Pozadovanymi parametry validace jsou stanoveni specifi¢nosti a citlivosti tj. urceni
vSech variant (mutaci/polymorfismi) testovaného znaku (genu/nukleotidové sekvence),
které jsou touto metodou stanoveny, a testovani negativni kontroly, tedy DNA/RNA,

ktera neobsahuje prokazovany znak pro vylouceni falesné pozitivity.

Specificnost je pravdépodobnost negativniho vysledku testu v ptipade
nepfitomnosti hledané varianty testovaného znaku (8). Je vyjadfovana jako pomér mezi
spravnou negativitou (True Negativity TN) a souctem spravné negativity a faleSné
pozitivity (False Positivity FP) podle vzorce: TN/(TN+FP) Vysledna hodnota je
vyjadfena jako relativni ¢islo, jehoz hodnota se pohybuje v rozmezi 0—1 (v idealnim

ptipad¢ se blizi jedné).

Citlivost je pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v pfipadé ptitomnosti
hledané varianty testovaného znaku. Je vyjadfovana jako pomér mezi spravnou
positivitou (True Positivity TP) a souctem spravné pozitivity a faleSné negativity (False
Negativity FN) podle vzorce: TP/(TP+FN) (24). Vysledna hodnota je vyjadiena jako

relativni €islo, jehoz hodnota se pohybuje v rozmezi 0—1 (v idedlnim piipadé se blizi
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jedné). Stanoveni specifi¢nosti a citlivosti provadime s pouzitim certifikovaného
referen¢niho materidlu (CRM), pokud je dostupny. Neni-li dostupny CRM, je nutno mit
k dispozici vlastni referen¢ni material, jehoz pozitivita/ negativita byla ovéfena jinou
nezéavislou metodou. Jako referen¢ni material lze pouzit také vzorky z externi kontroly

kvality, kde jsou jiz potvrzené vysledky (8).

Dalsi pozadavky na validaci téchto metod je testovani opakovatelnosti (opakovat
m¢éfeni jednoho vzorku nejméné 10krat v jednom dni), testovani reprodukovatelnosti
(porovnani mezi sérii v riznych dnech opét 10krat 1 vzorek), stanoveni meze detekce
(tj. minimalni mnozstvi testovaného znaku/DNA/RNA/bunék) a stanoveni robustnosti,
kterou ovétujeme vnimavost metody na ptipadné odchylky od optimalnich podminek

jejiho provadéni (4).

2.12.4.2 Validace kvantitativnich metod

Stanoveni specifi¢nosti a citlivosti je stejné jako u validace kvalitativni metody.
Zmény jsou V nasledujicich parametrech. Testovani opakovatelnosti, tj. vzdjemné
porovnani vysledka v jedné sérii, soucasn€ v jednom dni, jednim pracovnikem
(minimalné Skrat 1 vzorek ve tiech koncentracich na okrajich a ve stiedu detekéniho
rozmezi). Testovani reprodukovatelnosti, tj. vzajemné porovnani mezi sériemi, v
ruznych dnech, riznymi pracovniky minimalné 5krat 1 vzorek ve tfech koncentracich
na okrajich a ve stfedu detekéniho rozmezi (30). Z hodnot dosazenych pfi testovani
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti stanovit piesnost vyjadienou hodnotou nejistoty
méfeni pomoci vhodného parametru, napt. stanovenim smeérodatné odchylky nebo
variacniho koeficientu. Do hodnoty nejistoty méteni je tfeba zohlednit i v§echny ostatni
slozky, které ji mohou podstatnym zptsobem ovlivnit (napf. nejistoty pouzitych

méfidel, systematické odchylky stanovenych hodnot, ect) (32).
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2.13 Pokusy standardizace ve svété

Prvni studie ve svété byly spise kvalitativni, pouzivali nested RT-PCR a standardni
elektroforézu s agar6zovym gelem. Tato metoda poukazala, zda ve vzorku bcr/abl
mRNA byla detekovana nebo nebyla pfitomna. Vyuziti této metody nebylo piilis
vhodné pro rozpoznani relapsu nemoci. Prvni pokusy o standardizaci byly zaméteny
predev§im na potiebu odstranit faleSné pozitivni vysledky vyplyvajici z kontaminace.
Pocatecni kvantitativni postupy byly zalozeny na pouziti kompetitivni PCR. Po roce
1990 byla ve vyvoji kvantitativni metoda Real-Time- PCR, u které se s ur¢itymi

zménami zastava do dnes (25).

Ackoliv pokracujici usili smérem k provadéni mezindrodni standardizace, existuje
mnoho riznych forem testovani kvantitativni PCR. Kvantitativni PCR ma technicky
naro¢ny vicestupnovy postup, a proto mohou byt rozdily v odbéru vzorku, v ptiprave
bungk, izolaci RNA, RT, vybéru vnitini kontroly a tvorby standartni kiivky (19).

V roce 2006 prob¢hl prvni prizkum, do kterého se zapojilo 34 laboratofi, které testovali
dva stejné vzorky s ber/abl. Prizkum ziskal 34 riznych ¢iselnych hodnot v riznych
jednotkach. V roce 2012 byl znovu pokus srovnani dvou vzorki (jednoho s nizkou
koncentraci a druhého s vysokou koncentraci transkriptu bcr/abl) ve vice laboratofich,

tentokrat se problém a napadné rozdily objevili ve vzorku s vysokou koncentraci bcr/abl

).

Tato roz§ifena variabilita zpisobuje obrovsky zmatek mezi pacienty a hematology

vvvvvv

pacienty. Hlavni klinicka vyzva je vypracovat metodiku pro v¢asnou detekci recidivy
(13).

Nékolik ptednich akademickych organizaci navrhlo doporuceni k zlepSeni ptesnosti
a harmonizaci RT- PCR metodé€. Bylo navrzeno nékolik krokii v postupu RT-PCR a)
fadny odbér vzorkd, b) ptiprava bunék, c) volba enzymi a primert pro krok RT, d)

vybér genu pro vnitini kontrolu PCR, ) spravné postaveni standartni kiivky PCR (22).
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V pre-analytické ¢asti je dilezita kontrola mnozstvi odebrané krve, pocet
leukemickych bunék ve vzorku a doba transportu vzorku do laboratofe. Tyto téZko
kontrolovatelné pre-analytické faktory vyznamné piispivaji ke zméndm v integrité a
mnozstvi RNA (16). Analyticka ¢ast ma za tikol ur€it geny, které jsou vhodné pro
vnitini kontrolu v RT-PCR. Pii vybéru vhodnosti genti bylo dbano na tyto kritéria I)
vykonost pii sériovém testovani vzorkd, II) moznost vyuziti u rezidualni nemoci, I11)
stabilit¢ ménicich se podminek v bunkach. Tyto kritéria poskytla informace o

vlastnostech kontrolnich gent (20).

Diky letitym studiim se dospélo k zavéru, Ze standardizaci 1ze uskute¢nit dvéma
zptisoby. Prvni moznosti je vyména vzorki prostfednictvim referencni laboratoie, coz
vede Kk tvorbé ptevodnich faktort specifickych pro laboratof. Druhou moznosti je

prostfednictvim referen¢nich materialt s pfeddefinovanymi IS hodnotami (20).

Mezinarodni randomizovana studie 1é€by pomoci interferonu a ST1571 (IRIS)
ukdzala vysokou Gc€innost inhibitoru tyrozinkindzy imatinibu v 1é¢bé CML. Tato velka
mezinarodni studie zahrnula porovnavani i€innosti n€kolika druht 1é¢iv na velkém
poctu pacienti (9). Také zde byla hodnocena klinicka uzite¢nost monitorovani hladiny
BCR-ABL mRNA pomoci RT-PCR, kdy byly vysledky pacienti normalizované podle
standardnich procest. Néasledné bylo navrZeno vyjadiovani vysledkd u monitorovani
hladiny transkriptu bcr/abl v souladu s mezinarodni stupnici (1S). Navrhovany vzorec

pro individudlni piepocet ber/abl na procenta v mezindrodnim méftitku, je

BCR—-ABL
ABL

% IS = Epce x 100 x CF  kde EACt je lot specificka ucinnost a CF je

prepoctovy koefeicient (27).

Metoda GeneXpert BCR/ABL Monitor Assay vydava vysledky v mezindrodni
stupnici (IS). K tomu vyuziva piepoétovy koeficient (CF), ktery byl stanoven na
zaklade¢ studie IRIS (9). Hodnota CF u metody je 0,47 ta byla vypoctena z praimérnych
hodnot méteni. K ovéfeni prepoctového faktoru bylo zméteno > 70 pacientd metodou

GeneXpert BCR/ABL monitor (38).
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Graf ¢. 1 : Méfeni pfesnosti s pouzitim klinickych vzorkl od pacientt s CML (38).

Test byl provadén z plné krve odebrané do EDTA.

2.14 Standardizace v Ceské republice

Nérodni referenéni laboratot (NRL) Ustavu hematologie a krevni transfuze
(UHKT) organizuje kazdoro&ni mezilaboratorni porovnavani zkousek pro oblast
kvantitativniho stanoveni hladiny transkripta ber/abl v CR od roku 2007. UHKT
vystavuje certifikat laboratofim, které uspésné absolvuji MPZ. Platnost certifikatu je 1
rok od data vystaveni. V poslednich 5 letech se podafilo vytvorit sit’ ¢eskych laboratofi,
které poskytuji tento typ vysSetfeni, a navodit uzkou spolupraci mezi laboratoiemi
a NRL UHKT, ktera poskytuje technickou podporu a konzultace véetn& praktického
Skoleni (23).
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V ramci Evropské leukemické sité¢ (European Leukemia Net — ELN) vznikl projekt
EUTOS for CML (European Treatment Outcome Study), ktery si vytycil
ukol harmonizovat molekularni monitorovani hladin bcr/abl transkriptti mezi

laboratofemi/centry v Evropé (23). Primarnimi cili tohoto projektu byly:
1. standardizace metodik pro kvantifikaci bcr/abl,

2. vytvoreni sit¢ narodnich referenc¢nich laboratoii, ovéieni jejich metodik,

certifikace, vypocet a validace piepoc¢tovych koeficientt

NRL pro DNA diagnostiku v UHKT byla v ramci EUTOS pro CML jmenovana
panelem expertit ELN referen¢ni laboratoti (RL) pro CR v roce 2008. Piepoétovy
koeficient (CF), ktery je pocitan a validovan na zédkladé¢ vymény 25-30 vzorkit CML
pacientli mezi RL a testovanou laboratofi, slouzi ke zvySeni srovnatelnosti vysledkl
mezi laboratofemi/centry tak, aby bylo mozné mezi sebou porovnavat a vyhodnocovat
1é¢ebné vysledky (napf. v ramci narodnich a mezinarodnich registrit). K validaci CF
mohou pfistoupit laboratofe, které uspély v MPZ, tj. prokazaly technickou zpisobilost
K provadéni kvantitativni Real-Time RT-PCR transkripta ber/abl (20). Pouze laboratote
s validovanym CF mohou vydavat vysledky mnozstvi bcr/abl v jednotkach IS platnych
v rozmezi 0,01-10 %. Bylo prokézano, ze piepoctoveé koeficienty umoziiuji upravovat
vysledky tak, Zze dochézi k vyraznému sjednoceni hodnot mezi laboratofemi. Pfepoctové
koeficienty je vSak nutné kazdoro¢né validovat, pticemz u laboratofi s nestabilnim CF
je validace nutna alespon 2krat do roka. Ukazalo se, ze harmonizace bcr/abl mMRNA
kvantifikace zalozena na vySe popsaném zpusobu vypoctu a validace CF neni optimalni;
(I) proces je zdlouhavy a finan¢né naroény; (II) vyzaduje ucast referen¢nich laboratofi,
pfi¢emz cely proces je otevieny pro limitovany pocet laboratoii; (III) mnoho center celi
problému se ziskavanim patiicného mnozstvi vzorkt pacientt pro validaci CF (n = 25—
30); (IV) neni zcela jasné, jak ¢asto by mély byt CF revalidovany; (V) neni zcela jasné,
jak postupovat v piipadé laboratofi, které nedosahuji definovanych kritérii pro
provadéni kvantitativni Real-Time RT-PCR . Proto bylo nutné vyvinout referen¢ni
materialy, jez jsou kalibrovany k primarnim WHO (World Health Organization) bcr/abl

standardim, které proces validace zefektivni, vice unifikuji a urychli (23).
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Dalsi moznosti, jak vyrazn¢ snizit problémy s odchylkami méfeni a jak eliminovat
nutnost validace pfepoctovych koeficient, je pouzivani pln¢ automatizovaného
uzavieného systému, jako je napi. CE-IVD Xpert bcr/abl Monitor test (GX systém),
jenz je kompatibilni s automatickym analyzatorem. NRL UHKT je jednou ze
4 evropskych EUTOS laboratofi, které participuji na mezinarodnim projektu, jehoz

I'> GX systémem a metodou Real-Time RT-PCR pro

cilem je porovnani méteni ber/ab
ber/abl standardizovanou v EUTOS laboratofich (23). Vyhoda tohoto automatizovaného
systému spociva ve velké Casové Gspote analyzy a nizkych narocich na objem
primarniho vzorku krve. Inicialné se ptipravi vzorek z 200 ul krve a spolu s dal§imi
reagenciemi je preveden do cartridge, ktera se vklada do pristroje. Cely proces
zakonceny vydanim vysledku v hodnotach IS trvd méné neZ 2 hod. Tento systém bude
mit své misto pfedevsim v laboratofich ¢i klinickych pracovistich s niz§im prichodem

vzorkd (21).

33



3. Prakticka cast

3.1 Cile prace

Tato prace se zabyva srovnanim riznych zpusobt kvantifikace transkriptu bcr/abl u
chronické myeloidni leukémie. Cilem prace je podat prehled dané problematiky,
podrobné zvladnout a provést jeden ze zpusobu relativni kvantifikace genu bcr/abl.
Seznamit se s managementem vzorkil v laboratofi, seznamit se s verifikaci / validaci

téchto metod. Provést verifikaci pouzité metody a stanovit jednotlivé parametry testu.

3.2 Hypotéza
Kvantifikace transkriptu ber/abl pomoci systému GeneXpert ber/abl Monitor je

pouzitelnd metoda pro in vitro diagnostiku — metoda je verifikovatelna.
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3.3 Metodika

3.3.1 Odbér a transport vzorku

Odbér krve se provadi v odbérovych mistnostech anebo v hematologické
ambulanci. Krev musi byt odebrana do protisrazlivého roztoku. Nejlepsim
antikoagulans je citrat sodny anebo EDTA. Neosvédcil se odbér do heparinu a
v zadném ptipad¢ nelze provést vySetieni ze zmrazeného vzorku (28). Pied provedenim
odbéru musi byt kazda odbérova nddobka nalezité¢ oznacena datumem odbéru a
identifikacnimi tidaji osoby, od které byl vzorek odebran. VVzorek spolu s nalezité
vyplnénou zadankou by m¢l byt do laboratote doruc¢en optimalné do 24 hod a

zpracovani by mélo byt do 48 hodin po odbéru. Teplota béhem transportu by méla byt

2-80 C.
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3.3.2 Metoda GeneXpert bcr/abl Monitor

Pouziti metody

Metoda je zalozena na principu Real-Time RT-PCR. Test slouzi pro monitorovani

ber/abl translokace v periferni krvi u pacientti s chronickou myeloidni leukémie (CML).

3.3.2.1 Princip testu

Metoda Xpert bcr/abl Monitor pracuje na principu Real-Time RT-PCR. Provadi se
v systému Cepheid GeneXpert Dx. Systém automatizuje a integruje ¢isténi vzorku,
amplifikaci nukleovych kyselin a detekci cilové sekvence ve vzorku. Systém se sklada z
ptistroje, pocitace a ptedinstalovaného softwaru, ktery provadi kontrolu prabéhu testu v
odebranych vzorcich a dale na zobrazeni vysledkil. Tento systém vyZzaduje na jedno

pouziti jednorazovou kazetu GeneXpert (38).

Souprava obsahuje reak¢ni ¢inidla pro detekci ber/abl major translokace P210
(b2a2 a b3a2) a ABL transkript jako endogenni kontrolu ve vzorku periferni krve.
Mnozstvi transkriptu ber/abl je vyjadieno jako pomér ber/abl / abl (38).

Poznamky:

* Bezpecnostni listy (BL) pro vSechna ¢inidla uvedené v tomto testu jsou k

dispozici na vyzadani u technické podpory Cepheid (38).

3.3.2.2 Skladovani a manipulace
* Obsah Xpert ber/abl Monitor kit se skladuje pii teploté 2-8 ° C.
» Kazeta se nesmi otvirat, dokud vSe neni pfipraveno k provedeni testu.
» Kazeta a chemikalie se musi pouzit do 30 minut po otevieni obalu.
* Vyjimkou je lyza¢ni roztok, ktery se nesmi pouzit, pokud jsou reagencie zakalené,

anebo vykazuji barevné zmény (38).
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3.3.2.3 Poti'ebny material a pristroje (které nejsou soucasti kitu)
- GeneXpert analyzator, pocitac¢, ¢tecku ¢arovych kodu
- navod k obsluze
- izola¢ni box S laminarnim proudénim vzduchu
- vortex
- mikrocentrifuga (1000 g minimum)
- pipety a pipetovaci $picky s filtrem (navrhovany objem:200 ml, 1000 ul) -
- 100% ethanol

- Jednorazové rukavice a sterilni pipety

3.3.2.4 Priprava vzorku a pInéni kazety

1)  Napracovni plochu v izola¢nim boxu si pfipravime lahvicky
s proteindzou K a lyzaénim ¢inidlem. Cinidla pfed pouzitim musime fadng
promichat.

2) Do prazdné lahvicky (ta je soucasti sady s pfesnym oznacenim
pismenem S. tedy vzorek) o objemu 5 ml dame 40 ul proteinazy K.

3)  Dale ptidame 200 pl promichané krve pacienta a obsah lahvicky
zvortexujeme po dobu 5 sekund.

4) Takto to inkubujeme pii pokojové teploté po dobu 1 minuty.

5) K vzorku v lahvi¢ce pfidame 1 ml lyza¢niho ¢inidla. Nyni budeme
vortexovat po dobu 10 sekund.

6) Inkubujeme pii pokojové teploté po dobu 10 minut.

7) K vzorku v lahvi¢ce pridame 1 ml 100% etanolu. Zvortexujeme po dobu
10 sekund a dame stranou.

8) Vyjmeme kazetu z obalu a pfipravime si lahvicky s vymyvacim ¢inidlem
a promyvacim ¢inidlem, které je tfeba také promichat.

9) Po otevieni vicka kazety ptidavame obsah z lahvi¢ek do kazety podle
oznaceni komrek.

10) Napipetujeme cely obsah z lahvicky se vzorkem do komtrky oznacené

().
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11)  Napipetujeme 2,1 ml z lahvi¢ky promyvaciho ¢inidla do komurky
oznacené Cislo (1).

12)  Napipetujeme 1 ml z lahvi¢ky proplachovaciho ¢inidla do komurky s
¢islem (2).

13) Napipetujeme 1,4 ml z lahvicky vymyvaciho ¢inidla do komirky
s ¢islem (3).

14)  Zavieme viko kazety a ujistime se, ze vi¢ko zapadlo pevné na své misto.

Obr (1). Oteviena kazeta S oznacenim jamek

Zdroj: Piirucka GeneXpert Dx Systém (38)

3.3.2.5 Spusténi testu.

1. Zapneme pocita¢ a pristroj GeneXpert DX.

2. Na pracovni ploSe pocitace spustime ikonu GeneXpert Dx zastupce.

3. Prihlasime se k softwaru GeneXpert Dx systém pomoci svého uzivatelského
jména a hesla.

4. 'V okné GeneXpert Dx systému poklepeme na tla¢itko ,,vytvofit test®. Zobrazi
se nam dialogové okno pro naskenovani ¢arového kodu.

5. Naskenujeme ¢arovy kod z kazety. Dale se nam zobrazi okno ,,vytvofit test®.
Diky ¢arovému kodu se automaticky vyplni poli¢ka pro nasledujici pole:

Vybrat ID $arze testu a kazety.
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6. Do pole identifikace vzorku naskenujeme nebo zadame ¢islo vzorku. Ujistime
se, ze zadané identifikacni Cislo vzorku je spravné, protoze vzorek je
s identifikacnim ¢islem spojen i pro vysledky testu.

7. Dalsim krokem je spusténi testu poklepanim na tlacitko Start Test. V
dialogovém okné, které se nam objevi, zadame heslo.

8. Otevieme si dviika piistrojového modulu a vlozime kazetu. Po zavieni dvefi se
rozsviti zelena kontrolka.

9. Po dokonceni testu musime pockat, az systém uvolni zdmek dvefi.

10. Pouzité kazety jsou zlikvidovany podle postupti pro nakladani s infekénim

odpadem.
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3.3.2.6 Vysledné hodnoceni

Analyzator automaticky detekuje relativni hodnoty fizniho transkriptu bcr/abl a

provadi kontrolu Ct (¢islo cyklu kdy se hodnota métené flourescence dostane nad

prahovou hodnotu) ABL i bcr/abl a test kvality sond a vnitini kontroly. Hodnoty

ABL Ct musi byt v intervalu 12-18 a hodnoty bcr/abl Ct musi byt v intervalu 12-32.

V piipadé chyby vy zpracovani vyda pocita¢ nasledujici chybova hlaseni (38).

Tab. 1 : Chybova hlaseni

Vysledek testu

MozZné priciny

Doporuceni

bcr/abl invalid

-Vzorek obsahuje piilis ber/abl
nebo ABL transkriptu

-Selhani endogeni kontroly ABL:
pokud je ABL Ct hodnota< 12 a
nebo endpoint < 200

-ABL Ct je v normg, ale ABL
endpoint < 200 je zpiisobeno
nestandardni amplifika¢ni kiivkou
-ber/abl Ct <12

-opakujte test s 20 ul
puvodniho vzorku v nové
cartridgi

-Spatna kvalita vzorku
-RT-PCR inhibice jestlize je ABL
Ct > 20 a nebo endpoint < 12

-zkontrolujte kvalitu
vzorku

-opakujte test se stejnym
mnoZstvim pivodniho
vzorku v nové cartridgi

Error (code 2008) Tlak prekracujici limit -opakujte test s 20l
ptvodniho vzorku v nové
cartridgi

Error (code 5006, Selhani v testu sond -opakujte test se stejnym

5007, 5008, 5009)

mnoZstvim piivodniho
vzorku v nové cartridgi

No result

-Selhani analyzy dat

-Ptistroj GeneXpert selhal
(zkontrolujte podle operacniho
protokolu fistroje) napfi.teplotni
senzor, pracovni polohu pfistroje
nebo test integrity cartridge

-opakujte test se stejnym
mnozstvim ptivodniho
vzorku v nové cartridgi

bcr/abl nebyl
detekovan

V detek¢énim limitu
>0,003% IS pro krev
SEDTA

Pravdépodobné nedostatecna
kvalita vzorku

-opakujte test se stejnym
mnozstvim ptivodniho
vzorku v nové cartridgi
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4. Vysledky

4.1

V praktické Casti této prace jsem pod vedenim Skolitele Mgr. Ondieje Scheinosta

provedla méfeni v ramci verifikace popsané metody.

Obr. ¢. 2 - vysledky Real-Time RT-PCR u pacienta
vySetiovaného na pfitomnost transkriptu ber/abl - negativni vysledek. Osa X: pocet
cykld PCR reakce, osa Y: normalizovana fluorescence. Tmaveé modra kiivka:
Amplifikace transkriptu ber/abl. Svétle modra kiivka: amplifikace transkriptu abl.
Zelenéné je zvyraznéno zobrazeni konkrétniho detek¢éniho limitu pfi negativnim

vysledku (zde detekeni limit = 0,00016%)

BCR-ABL was not detecled at a delection limil of 0.00016% (15)
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Obr. €. 3 - vysledky Real-Time RT-PCR u pacienta vySetfovaného na ptitomnost
transkriptu ber/abl. Osa X: pocet cykli PCR reakce, osa Y: normalizovana fluorescence.
Tmaveé modra kiivka: Amplifikace transkriptu ber/abl. Svétle modra kiivka: amplifikace

transkriptu abl. Cervené zvyraznéno je zavéreéné vyéisledni kvantity ber/abl/abl (zde

0,67%) (IS).
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4.2 Sledovani hladiny transkriptu bcr/abl béhem lécby

Pacient 1: Zena narozena 1940

Pacientka je sledovana od 25. 11. 2011, kdy bylo provedeno vysSetifeni metodou
FISH pro stanoveni diagn6zy. Naméfena pozitivita klonu byla 95%. Pacientka se zacala
1é¢it a hladina transkriptu od té doby byla sledovana metodou Real-Time RT-PCR.
Pacientka je stale sledovana, ma stale méfitelnou hladinu transkriptu. Pacientka byla
sledovana v letech 2012 az 2015 v intervalech 2 az 4 mésict. Od roku konce roku 2015

je pacientka sledovana kazdy mésic z divodu naristu mnozstvi transkriptu ber/abl.

Graf 2 : Sledovani hladiny transkriptu bcr/abl béhem 1écby

Sledovani hladiny transkriptu bcr/abl
béhem lécby u pacienta 1

= = N N w w
o w o v o (¥,
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w
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4.7.2012
17.10.2012
20.2.2013
29.5.2013
18.9.2013
27.11.2013
5.2.2014
2.4.2014
2.7.2014
22.10.2014
21.1.2015
6.5.2015
22.7.2015
30.9.2015
6.1.2016
24.2.2016
23.3.2016
20.4.2016

o
25.11.201]‘

Datum vysetieni

Poznamka: hladina vySetieni ze dne 25. 11. 2011 (méfeni pii stanoveni diagnozy)

neni v grafu uvedena z diivodu rozdilnych metod méteni.
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Pacient 2: muz narozen 1953

U pacienta byla nemoc zjisténa 25. 11. 2011, kdy stejné jako u pacientky 1 byla
pouzita metoda FISH pro stanoveni diagnézy. Naméiend pozitivita klonu byla 64%.
Pacient 2 byl sledovan diky nizkym hodnotam kazdého pul roku. Pti vySetieni 7. 10.

2015 byl zjistén negativni vysledek (hladina transkriptu byla nizsi nez detek¢ni limit

0,0013%), ale na kvalitativnim testu byla viditelna velmi slabé pozitivita. Pfesto pacient

musi byt sledovan dale v pul ro¢nich intervalech. Pti posledni kontrole 30. 3. 2016 byla

opét zjisténa detekeni hladina transkriptu.

Graf 3 : Sledovani hladiny transkriptu ber/abl béhem 1écby

Sledovani hladiny transkriptu bcr/abl
béhem lécby u pacienta 2

= N
R N SR

o
&)

; |

Hladina transkriptu [%]

datum vysetieni

Poznamka: Poznamka: hladina vySetieni ze dne 25. 11. 2011 (méfeni pii stanoveni

diagndzy) neni v grafu uvedena z dtivodu rozdilnych metod méteni.
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4. 3Praktické provedeni verifikace

Pouzita technologie: GeneXpert bcr/abl Monitor
Verifikac¢ni charakteristiky:

A. Opakovatelnost

B. Reprodukovatelnost
C. Nejistota

D. Detekéni limit

Vysledky

A. Opakovatelnost

Cislo méfeni | Naméfena hodnota

(%)

1 14

2 10

3 10

4 15
Prumeér 12,25
Smérodatna odchylka 2,27
CV% (varia¢ni koeficient) 18159

Vyhodnoceni: Opakovatelnost metody je vyhovujici.
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B. Reprodukovatelnost

Byla métena v rozmezi 48 hodin (vyrobcem stanovena stabilita vzorku). Pfi méfeni
VvV ramci jednoho dne byl analyzator mezi méfenimi restartovan. Stanoveni
reprodukovatelnosti a dalSich parametrii bylo provedeno pouze na vysoké hlading

transkriptu bcr/abl.

Den méteni Namétena

hodnota (%)
Prvni den dopoledne 14
Prvni den odpoledne 14
Druhy den dopoledne 19
Druhy den odpoledne 13
Primeér 15
Smérodatna odchylka 2,34
CV% 15,63
CV% vyrobce 41,1

Vyhodnoceni: reprodukovatelnost metody je hodnocena jako vyhovujici. Variacni
koeficient je niz$i nez stanoveny vyrobcem- tam se vSak jedna o parametr stanoveny na

velkém poctu vzorkl v riznych centrech.
C. Nejistota

Vzhledem k tomu, ze v ramci verifikace nebyl vyuzit material s referen¢ni
hodnotou s deklarovanou nejistotou, je kombinovana nejistota vyjadiena jako Nejistota
reprodukovatelnosti a z ni je vypo¢tena rozsifena nejistota pomoci koeficientu rozsifeni

k=2, coZ odpovida 95% hladiné spolehlivosti.

Uc=2xCv reprodukovatelnost
Uc =31,26 %
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D. Detekéni limit

Pro kazdou $arzi kitu GeneXpert bcr/abl Monitor je vyrobcem stanovena kalibracni
ktivka a hodnota uc¢innosti PCR pro stanovené parametry. Tyto hodnoty jsou obsazeny
Vv identifika¢nim ¢arovém kodu kazdé cartridge. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
stanoveni mRNA, pocita se s moznou variabilni degradaci mRNA a ke kazdému

stanoveni je vypocten konkrétni a jedine¢ny detekéni limit, ktery je uvadén ve vysledku.

Celkovy zavér: namétené hodnoty byly schvaleny jako pouzitelné pro stanoveni

fazniho genu bcr/abl v klinickych vzorcich.
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5. Diskuse

Cilem mé prace bylo srovnanim rtznych zpisobu kvantifikace transkriptu becr/abl u
chronické myeloidni leukémie a provést jeden ze zplsobii relativni kvantifikace genu
ber/abl a pokusit se jej srovnat s dal$im zpisobem. Pti praktickém provedeni jsem se
seznamila se s managementem vzorki v laboratofi a provedla jsem verifikaci pouzité
metody a stanovila jsem jeji jednotlivé parametry testu. Méfeni pro mou bakalafskou

préaci jsem provadéla pod odbornym dohledem v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s.

Moje hypotéza ovéteni kvality verifikace vyuZzité metody GeneXpert ber/abl
Monitor pro sledovani hladiny transkripru ber/abl byla uspésna. Potvrdila jsem, ze
naméfené hodnoty byly schvaleny jako pouzitelné pro stanoveni fizniho genu ber/abl

Vv klinickych vzorcich.

Chronicka myeloidni leukémie je nadorovym onemocnénim krvetvorné tkang,
jehoz vyjimecné postaveni mezi ostatnimi nejen krevnimi, ale i nddorovymi chorobami
ma hned nékolik divodu. V historii vyzkumu nadorovych onemocnéni byla CML prvni
chorobou, u které byla nalezena typickd chromozomalni porucha, nazvana dle mista
objevu tzv. Filadelfsky chromozom (37). CML je charakterizovana pfitomnosti
hybridniho genu bcr/abl, ktery vznika v disledku reciproké transokace t (9;22)
(q34;q11). Gen bcer/abl kdduje hybridni protein s tyrozinkinazovou aktivitou.

Jakeé jsou rozdily v narocich na metody pro stanoveni diagndzy a pro sledovani
uspéesnosti 1écby. Hlavnim rozdilem je, Ze pro stanoveni diagnézy vyuzivame metod
cytogenetickych a ty jsou pro detekci piitomnosti transkript fizniho genu ber/abl
dostacujici, ale pro sledovani 1é€by jsou naprosto nevhodné. Nevhodnost téchto metod
je z divodu nizké citlivosti. Pro detekci transkriptu ber/abl pouzivame metody PCR
s citlivosti 10%-10°. Tuto metodu vyuZivaji k zjisténi transkriptu ber/abl DNA. Metoda
RT-PCR vychazi z RNA, ktera je pfepsana na komplementarni cDNA jeji citlivost je az
10 000 vyssi nez citlivost cytogenetickych metod. Jednou z hlavnich vyhod metody RT-
PCR je vyuziti mRNA, kterd odrazi vysokou miru transkrip¢ni aktivity malignich

bunék.
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Na metody pro sledovani uspésnosti 1é¢by klademe vétsi naroky na citlivost,
potiebujeme piesné znat hladinu transkriptu ber/abl a kK tomu je zapotiebi vyuzivat
metody kvantitativni. Diive se vyuZzivala kompetitivni PCR, ale ta vychazela z DNA,
hodnoceni bylo nepiesné — na zaklad¢ porovnani intenzity prouzkt. Kompetitivni PCR
je pracna metoda, ale oproti RealTime RT-PCR mén¢ ndkladna (23). V soucasnosti je
doporucovano pravidelné monitorovat hladinu transkripti BCR-ABL pomoci RealTime
RT-PCR je to nejcitlivéjsi metoda pro detekci nizké hladiny transkriptu ber/abl. Metoda
RealTime RT-PCR je plné automatizovatelna (systém GeneXpert) a tedy méné pracna, i

kdyz pomérné draha (21).

Podle dostupnych literarnich pramenti, prvni pokusy kvantifikace byly na zaklad¢
vytvareni standardni kalibra¢ni kiivky, kterd ptimo stanovuje vychozi pocet molekul
DNA templatu v porovnanim se znamymi standardy (4). Diky mozZnosti ovlivnéni
kvality vzorku u absolutni kvantifikace se pteslo k relativnimu zpusobu kvantifikace, ta
urcuje relativni pomér poc¢tu molekul vici kontrole. U relativni kvantifikace je velmi

dulezité spravné zvolit ,,housekeeping geny (8).

Dftive se validace piepoctového koeficientu se provadéla v pravidelnych ro¢nich
intervalech na zakladé vymény 25-30 vzorkut. Validaci pfepoctového koeficientu mohli
provadét pouze laboratote, které uspély v MPZ, tj. prokazaly technickou zpusobilost
Kk provadéni kvantitativni Real-Time RT-PCR transkript ber/abl. Ukézalo se, ze takto
provadéna validace CF neni optimalni; (I) proces byl zdlouhavy a finan¢né naroény; (I1)
vyzadoval ucast referencnich laboratofi, pficemz cely proces byl otevieny pro
limitovany pocet laboratofi; (III) mnoho center ¢elilo problému se ziskavanim
patfi¢éného mnozstvi vzorki pacientt pro validaci CF (n = 25-30). Proto bylo nutné
vyvinout referen¢ni material, ktery je pfesné kalibrovan. Dalsi moznosti validace CF
vyuzivané V soucasné dob¢ je pouzivani pln¢ automatizovaného uzavieného systému,
jako je napt. GeneXpert BCR/ABL Monitor test. Ten umi vyrazn¢ snizit
problémy odchylky méfeni a eliminuje nutnost validace pfepoctovych koeficientt.
Vyuzivani automatizovanych kazet vede k zlepSeni mezilaboratorni

reprodukovatelnosti. Mnoho studii potvrdilo, Ze tato automatizovana bcr/abl detekce ma
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metodami napt. kompetitivni PCR.

Metoda GeneXpert BCR/ABL Monitor Assay vydava vysledky v mezindrodni
stupnici (IS). K tomu vyuziva piepoétovy koeficient (CF), ktery byl stanoven na
zakladé studie IRIS (9). Hodnota CF u nasi metody je 0,47 ta byla vypoctena
Z primérnych hodnot méteni. K ovéfeni prepoctového faktoru bylo zméteno > 70

pacientid metodou GeneXpert BCR/ABL monitor.
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6. Zavér

Vice nez 95% pacienti s CML ma vyrazny chromozom, ktery je vysledkem
reciproké translokace mezi chromozémy 9 a 22. Gen bcr/abl je typickym znakem CML,
slouzi v upfesnéni diagnozy a sledovani uspésnosti 1écby. K diagnostice nemoci se
vyuzivaji klasické cytogenetické metody, které kromé zjisténi piitomnosti t(9;22)
translokace odkryji 1 dalsi chromozomalni abnormality. Nartast a vysoka hladina
transkriptu ber/abl jednozna¢né signalizuji $patnou odpovéd’ na 1é¢bu a Spatnou
prognodzu, naproti tomu pokles a nizka hladina bcr/abl dobrou odpovéd na 1é¢bu a
dobrou prognézu. V soucasné dob¢ je vyuzivana pro kvantifikaci bcr/abl metoda Real-
Time RT-PCR. Je povaZzovana za nejcitlivéjsi metodu pro detekcei nizkych hladin
transktiptu bcr/abl, ¢ehoz je nejvice vyuzivano pii sledovani minimalni rezidualni
nemoci (ta je definovana jako pretrvavani nizkého poc¢tu nadorovych bunék i pres
absenci histologického dikazu a klinickych ptiznakii). Test GeneXpert identifikuje
ber/abl ve vzorku plné krve. Diky tomu je mozné pacienta pravidelné sledovat
v kratkych €asovych intervalech, které vykazuji vysokou prognostickou hodnotu.

S predstihem i nékolika mésict v porovnani s ostatnimi metoda je mozné odhalit

nastupujici relaps onemocnéni.
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