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I Spotkanie Zespotéw Laboratoriéw Molekularnych
prowadzacych diagnostyke molekularna na rzecz Pol-
skich O§rodkéw Hematologicznych odbyto si¢ w Lubli-
nie 16 wrze$nia 2011 r.

Gorace podzickowania nalezg si¢ firmie Novartis
Poland za wsparcie i umozliwienie wzigcia w nim
udzialu osobom odpowiedzialnym za hematologiczna
diagnostyke molekularng w Polsce. Celem tego i kolej-
nych planowanych spotkan jest bezpoSrednia wymiana
dosSwiadczen stuzaca osiagnigciu jak najwyzszego
poziomu jakoSci oznaczenh wykonywanych w labora-
toriach. Dlatego bardzo cenny byl czynny udzial tak
wielu 0s6b zaangazowanych w dziedzing diagnostyki
molekularnej. Wszystkim uczestnikom spotkania na-
leza si¢ podzigkowania.

W pierwszej czesci spotkania wystapit dr Tomasz
Szczudto, Dyrektor Medyczny w centrali firmy Novar-
tis, odpowiedzialny mi¢dzy innymi za wprowadzanie
innowacji w ramach protokoléw klinicznych oraz
diagnostyki laboratoryjnej. Przedstawil on strategi¢
rozwoju badan molekularnych w przewleklej biataczce
szpikowej realizowana przez firm¢ Novartis, ktorej ce-
lem jest upowszechnienie diagnostyki molekularne;j tej
choroby takze w krajach nieposiadajacych odpowiednio
rozwini¢tej bazy laboratoryjnej. Ma temu stuzy¢ migdzy
innymi opracowanie i wdrozenie aparatury wykonu-
jacej iloSciowe oznaczenia genu BCR-ABL w spos6b
w pelni zautomatyzowany, pozwalajacy na okreSlenie
liczby transkryptu odpowiadajacej wigkszej odpowiedzi
molekularnej przy czuto$ci 104, Wynik uzyskiwany jest
w ciagu okoto dwdch godzin od pobrania materiatu.

Dr med. inz. Michal Gniot z Laboratorium Biologii
Molekularnej w Poznaniu zaprezentowat wyniki okresle-
nia ekspresji genu BCR-ABL za pomocg zaprojektowa-
nej przez siebie dodatkowej pary starteréw, umozliwia-
jacej prowadzenie reakcji multipleks w jednej probéwcee
(oszczednos¢ oraz minimalizacja ryzyka kontaminacji).
Startery rozrdzniaja transkrypty typu b3a2 i b2a2. Starte-
1y te testowano, uzywajac aparatu Light Cycler. Dr med.
inz. Michal Gniot zaproponowat opracowanie starteréw,
ktore bedzie mozna uzyéw aparatach wykorzystujacych
chemi¢ TagMan. Zespoty kilku laboratoriéw wyrazily
ched ich przetestowania.

Niniejszy raport stanowi udokumentowanie przebie-
gu spotkania wraz z wyborem tabel i rycin prezentowa-
nych podczas prelekcji.

Protokot iloSciowej oceny genu
BCR-ABL u chorych na przewlekia
biataczke szpikowq. Podsumowanie
ankiet nadestanych przez

11 laboratoriéw biorgcych udziat

w procesie standaryzacji w Polsce
Magdalena Zawada

Obecnie w Polsce w proces standaryzacji zaanga-
zowanych jest 12 laboratoriéw: jedno laboratorium
referencyjne, 6 laboratoridow ma wyznaczony czynnik
korygujacy (CE conversion factor), 5 kolejnych labora-
toriéw w najblizszym czasie otrzyma probki standary-
zostanie wyznaczonych dla nich CF (ryc. 1).

W tabeli 1 zestawiono wyniki ankiet rozestanych do
laboratoriéw wykonujacych ilo§ciowy pomiar ekspresji
genu BCR-ABL u chorych na przewleklq biataczke szpi-
kowa (CML, chronic myelogenous leukemia).

Wszystkie laboratoria pracuja na podstawie proto-
kohu opublikowanego przez Gaberta i wsp. [1]. Zapis,
ktory pojawil si¢ w tabeli Second derivative maximum,
wynika z nieporozumienia — laboratorium réwniez
pracuje wedlug protokotu Gabert i wsp. Metodyka
wlasna stworzona na bazie protokotu EAC zostata
zaprezentowana przez dr. Michata Gniota z osrodka
poznanskiego. Polega ona na multipleksowej analizie
ekspresji genu BCR-ABL oraz ABL w jednej probéwce
przy uzyciu zaprojektowanych do tego celu primeréw
— sondy pozostaly te same co w protokole EAC.

Kazdy z aparatéw uzywanych w polskich labora-
toriach do iloSciowej reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR, polymerase chain reaction) posiada rekomendacje
panelu ekspertéw European LeukemiaNet (ELN).

Dyskutowano na temat obecnie najpowszechniej
stosowanego genu kontrolnego — ABL. Od dawna
wiadomo, ze u pacjentéw diagnostycznych moze po-
wodowa¢ niedoszacowanie pomiaru liczby kopii genu
BCR-ABL.

Doktor Tomasz Stoklosa, opierajac si¢ na wlasnych
doswiadczeniach, sugerowal, ze bardziej wiarygodny
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Rycina 1. Laboratoria zaangazowane w proces standaryzacji

pomiar liczby kopii genu BCR-ABL umozliwia zasto-
sowanie genu referencyjnego GUS.

W poszczegdlnych laboratoriach izolacje kwasu
rybonukleinowego (RNA, rybonucleide acid) prowadzi
si¢ wedlug dwoch metod: zmodyfikowanej metody
Chomczynskiego (tzw. metoda TRIzolowa) lub metody
kolumienkowej, ktérej zaleta jest szybkoS¢ przeprowa-
dzania izolacji (ok. 1 godz.), jednak ilos¢ uzyskiwanego
RNA w poréwnaniu z metoda TRIzolowa jest duzo
mniejsza. Izolacja metoda TRIzolowa zajmuje duzo
wigcej czasu (ok. 2 dni). Otrzymuje si¢ jednak w sposéb
powtarzalny wigksze iloSci RNA. Z tego powodu metode
te rekomenduje panel ekspertéw ELN.

Wiele laboratoriéw stosuje rézne zestawy do
przeprowadzania odwrotnej transkrypcji. Wiaze si¢ to
z doswiadczeniami wlasnymi laboratoriéw oraz wynika
z zamawiania odczynnikéw zgodnie z procedurami
zamoéwien publicznych.

Zastosowanie roznych polimeraz moze prowadzi¢ do
bardzo réznych wynikéw w pézniejszej reakeji RQ-PCR
(real-time quantitative PCR). Ct (numer cyklu, w ktérym
po raz pierwszy dochodzi do logarytmicznego przyrostu
produktu) moga si¢ rozni¢ nawet o dwa cykle.

Wedlug oceny ELN najprawdopodobniej najlepsza
odwrotna transkryptaza jest Superscript III (Invitrogen).

Definicje i sposéb wyrazania
wynikéw/remisji molekularnej

u chorych na przewlekig biataczke
szpikowg wedtug wytycznych
European LeukemiaNet i EUTOS for CML
Magdalena Zawada

Do rutynowych analiz laboratoria musza uzywaé
opracowanych i wystandaryzowanych protokotéw. Wyni-
ki nalezy korygowac przy uzyciu czynnika korygujacego
(CF, conversion factor) i wyraza¢ w skali migdzynarodo-
wej [15] (tab. 21 3).

Krzywa standardowa jest wymagana do obliczenia
liczby kopii BCR-ABL wzgledem genu kontrolnego
(CG, control gene). Do wyznaczenia krzywej nalezy sto-
sowa¢ DNA plazmidowe. Nie jest zalecane stosowanie
rozcienczen linii komérkowej lub materiatu pacjenta
w momencie diagnozy do tworzenia krzywej standar-
dowej (tab. 4, 5).
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Tabela 1. Wyniki ankiet rozestanych do laboratoriow
wykonujacych ilosciowy pomiar ekspresji genu BCR-ABL
u chorych na przewlekta biataczke szpikowa (CML)

Liczba
laboratoriéw (12)

Zrédta
Gabert i wsp. [1] 9
Metodyka wtasna, stworzona z grubsza 1

na bazie protokotu ELN (multiplex)???

Second derivative maximum 1
(druga pochodna, wg programu
LightCycler 480, Roche)

Aparat do ilosciowej PCR

Ogromny problem stanowi dla laboratoriow sposob
interpretacji wynikow BCR-ABL przy bardzo niskim
poziomie ekspresji tego genu (tab. 6). Mimo wytycznych
zawierajacych sugestie, ktore z elementéw nalezy braé
pod uwage, wciaz pojawiaja si¢ watpliwosci, czy wynik
powyzej warto$ci Y + 1 nalezy uznac za pozytywny,
lub jak postapi¢ w przypadku, gdy reakcja przebiegata
w dubletach — w jednej probce wykrywamy obecno$é
BCR-ABL, w drugiej nie.

Istnieje kilka sposobow okreslania czutosci reakeji
RQ-PCR. Istotne jest, aby ta czutos¢ byla jak najwigksza
— od tego zalezy wiarygodno$¢ wyniku reakcji.

Dyskutowano na temat granicy czutosci, jaka stanowi
warto$¢ intercept + 1 — niektorzy autorzy wartosci
uzyskane powyzej tej wartosci uznaja za niepoliczalne.

7500 Fast Real-Time PCR System 5 Wytyczne panelu ekspertéw ELN stanowia, ze wynik
7300 Real-time PCR System 1 BCR-ABL powinien by¢ wyrazony jako konkretna wartos¢
Corbett Research Rotor Gene 3 liczbowa przedstawiona w skali migdzynarodowe;j (tab. 7):
Light Cycler Roche 2 [Srednia I. kopii BCR-ABL)/
€1000 z gtowicq optyczng 1 [[Srednia . kopii CG| x CF x 100
CFX384 (Bio-Rad)
Geny kontrolne
ABL 10 Tabela 3. Wytyczne European LeukemiaNet (ELN)
dotyczace protokotéw laboratoryjnych
GUS 1
Procedury
ABL/GUS? 1
- - Krzywa standardowa
I1zolacja/ekstrakcja RNA
Wartosci Ct
Chomczynski-Sacchi 9 ; "
C S¢ ji RQ-PCR
(TRIzoI™/TRIPURE™/TRI Reagent™) 2utosc reakal RQ
Metoda kolumienkowa 3 Sposob przedstawiania wynikéw
Primery do RT
Random heksamery 8 Tabela 4. Odczyt liczby kopii BCR-ABL oraz ABL z krzywej
Oligo dT 1 standardowej
Z zestawu Superscript VILO 1 Slope (wspodtczynnik nachylenia krzywej): 3,3
Z zestawu RvertAid Atrand cDNA 1 Intercept (punkt przeciecia z osig Y): 40
sythesis Kit Wspotczynnik korelacji R = 0,999
Random heksamery i oligo dT 1 Wedtug EUTOS for CML
Krzywa standardowa Co najmniej 3 rozcienczenia, rekomendowane sg 4
Plazmid DNA (np. IPSOGEN) 11 ABL: 10° lub 10> - 103
RNA lub DNA plazmidowe: RNA 1 BCR-ABL: 10° lub 10° - 10"

izolowane z linii K562

Tabela 2. Wytyczne European LeukemiaNet (ELN) i EUTOS
for CML (EAC) dotyczace przeprowadzania analiz

Wedtug ELN oraz EAC (2003)
BCR-ABL/ABL lub BCR-ABL/GUS lub BCR-ABL/ABL

Slope: -3,20 —-3,60
R? > 0,980

Tabela 5. Prég odciecia (threshold)

Automatyczne ustawienia niezalecane (z wyjatkiem aparatow
Light Cycler — Roche)

Wedtug ELN (2006) i EAC (2009)

Dla ABI 7900/7500: 0,05-0,1;

BCR-ABL/ABL x CF x 100%

Dla Corbet Rotor-Gene: 0,02-0,2

Na podstawie: Muller MCi wsp. [2], Branford S. i wsp. [3], Gabertiwsp. [1]

Powyzsze wartosci muszg pozostac state dla wszystkich analiz!!!
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Tabela 6. Niewykrywalny/niepoliczalny poziom BCR-ABL

Poziom ,,odciecia”, stanowiacy granice wykrywalnosci BCR-ABL
to wartosc intercept +1 (zwykle ok. 41-42)

W kontroli negatywnej (NTC) poziom BCR-ABL nie moze
przekroczy¢ linii odciecia (threshold) w zadnym miejscu. Wartos¢
Ct w tej probce powinna by¢ co najmniej o 2 Ct wieksza od

wartosci intercept

Tabela 7. Sposoby okreslania niskiego poziomu BCR-ABL

Ct wyzsze niz intercept +1: BCR-ABL wykrywalny, ale niepoliczalny

BCR-ABL wykryto na poziomie nizszym niz najmniejsze
zastosowane rozcienczenie standardu, np. < 10 BCR-ABL,
< 4 BCR-ABL, < 2 BCR-ABL

Dazy sie jednak do okreslania BCR-ABL jako konkretnej
wartosci liczbowej w skali IS:
[$rednia BCR-ABL]/[$rednia ABL] x CF x 100

Tabela 8. Okreslenie MolR, gdy BCR-ABL jest niewykrywalne

W laboratoriach rutynowo stosuje sie przeprowadzanie analiz
w powtdrzeniach (duplikaty, tryplikaty) w celu zwigkszenia

precyzji pomiaru

Powtorzenia zwiekszajg zasadniczo czutos¢ reakcji RQ-PCR
w przypadku, gdy gen BCR-ABL jest niewykrywalny (pod

warunkiem, ze reakcje wykonuije sie, wykorzystujgc ten sam cDNA)

Celem jest ABL > 32 000 w jednym powtdrzeniu z danej prébki
cDNA

W przypadku niewykrycia BCR-ABL wbadanych préb-
kach bardzowazne jest okreslenie czutosci testu RQ-PCR.
Dazy si¢ do osiagnigcia minimum 32 000 kopii CG w jed-
nym powtorzeniu. Taki wynik pozwala na okreslenie
odpowiedzi molekularnej na poziomie MolR*? (tab. 8).

W zadnym wypadku liczba kopii CG nie moze by¢
mniejsza niz 10 000. W takiej sytuacji reakcje nalezy
powtorzyé — czulto$¢ testu jest zbyt mata, aby wydac
wiarygodny wynik (tab. 9).

Wynik negatywny wyrazamy jako NIE WYKRYTO,
a nie jako NEGATYWNY, gdyz nie wiadomo, jaki jest
w danym momencie poziom choroby resztkowej i czy
mozemy méwic o wyleczeniu. Przyktady przedstawiono
w tabeli 10.

Celem laboratoriéw bioracych udziat w spotkaniu
jest dazenie do poprawy jakoSci wykonywanych analiz.
Zalecenia przedstawione w tabeli 11 pozwalaja zwigk-
szy¢ czuto$¢ wykonywanych reakgcji.

Proces standaryzacji oceny ilosciowej ekspresji genu
BCR-ABL nie koficzy si¢ w momencie uzyskania CF
i certyfikatu. Jest to proces ciagly, kosztowny, wymaga-
jacy ciaglego nadzoru i usprawniania protokotéw. Jego

Tabela 9. Okreslenie MolR, gdy BCR-ABL jest niewykrywalne,
a wartos¢ probki z ABL

Jesli BCR-ABL nie zostat wykryty w zadnym z powtdrzen, wynik
uznaje sie za negatywny w catkowitej liczbie kopii genu ABL:

[negatywny BCR-ABL]/[suma kopii ABL z wszystkich powtorzen]
Probki z ABL < 10 000 (w sumie kopii ABL, jezeli analize

prowadzono w powtodrzeniach) nie nadaja sie do analizy

i okreslenia poziomu MolR!

Prébki z ABL 10 000-32 000: MolR4©
Prébki z ABL > 32 000: MolR*>
Prébki z ABL > 100 000: MolR>0

Tabela 10. Przyktady przedstawienia wyniku negatywnego

PCR 1: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 18 000 kopii
w 5 ul cDNA

PCR 1: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 16 500 kopii
w 5 ul cDNA

Wynik: nie wykryto w 34 000 kopii ABL = MolR*>

PCR 1: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 45 000 kopii
w 5 ul cDNA

Wynik: nie wykryto w 45 000 kopii ABL = MolR*>

PCR 1: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 3000 kopii
w 5 ul cDNA

PCR 2: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 3500 kopii
w 5 ul cDNA

PCR 3: BCR-ABL niewykrywalny w 5 ul cDNA ABL = 3000 kopii
w 5 ul cDNA

Wynik: nie mozna okresli¢ MolR (catkowita liczba kopii
ABL < 10 000)

celem jest uzyskiwanie rzetelnych, w pelni wiarygodnych
i poréwnywalnych w r6znych laboratoriach wynikow.

Omoéwienie metodyki procedur
stosowanych w ilosciowej ocenie
ekspresji genu BCR-ABL

Sylwia Czekalska

W tej czeSci raportu przedstawiono najnowsze zmia-
ny wprowadzone do metodyki procedur stosowanych
w ocenie poziomu ekspresji genu BCR-ABL oraz zalece-
nia dotyczace podstawowych zasad pracy w laboratorium
biologii molekularne;j.

Pierwszym krokiem na drodze do uzyskania poprawne-
go wyniku jest prawidtowe pozyskanie komoérek (tab. 12).
Materialem biologicznym polecanym do oznaczania po-
ziomu ekspresji genu BCR-ABL jest krew obwodowa ze
wzgledu na: tatwos¢ pozyskania, maly stopiefi inwazyjnosci
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Tabela 11. Zwigkszenie czutosci wykrywania liczby kopii
genu kontrolnego

Dopracowad protokot izolacji RNA — kluczowy krok!!!

Zwiekszy¢ ilos¢ RNA do przetozenia na cDNA (nie 1 ug, ale
2-5ug)
Zwigkszy¢ objetos¢ odwrotnej transkryptazy lub zmienic rodzaj

enzymu (wedtug EUTOS for CML najlepszy Superscript 111?)

Nie rozciencza¢ cDNA

Tabela 12. Pozyskiwanie komoérek do badan

Krew obwodowa z EDTA jako antykoagulant
Objetos¢ 10-20 ml krwi

Izolacja wykonywana z 20 min komérek — wymagang objetosc
krwi zawierajacg podang liczbe komérek obliczono na podstawie
wyniku morfologii pacjenta — parametr WBC lub pomiar

w komorze Burkera

Izolacja komorek — wytgcznie metoda lizy erytrocytow

Maksymalna objetos¢ krwi do izolacji — 12 ml

Izolacja w gradiencie gestosci (np. Ficoll™ Histopaque 1077™,

Lymfoprep™) — znaczny spadek czutosci oznaczen!

dla pacjenta, przy réwnoczesnym zapewnieniu dobrego
poziomu czutosci i wiarygodnosci badania.

Metode lizy erytrocytéw przeprowadza si¢ za po-
mocg chlorku amonu (NH,CI) — roztwor dostepny
komercyjnie lub sporzadzany w laboratorium. Przy
samodzielnym sporzadzaniu roztworu nalezy zwrdci¢
uwagg na to, ze nie wolno poddawac go procesowi stery-
lizacji przy uzyciu autoklawu, a wytacznie saczeniu przy
uzyciu saczkéw miliporowych 0,2 uM. Tylko metoda lizy
gwarantuje izolacje RNA z komoérek jednojadrzastych
i wielojadrzastych (tab. 13).

Kilka sposrdd osrodkéw bioracych udzial w polskiej
rundzie standaryzacyjnej EUTOS for CML stosuje
metode kolumienkowa. Dotychczasowe rundy stan-
daryzacyjne przeprowadzano na podstawie metody
Chomczyniskiego/Sacchi. Tylko ta metoda umozliwia
przeprowadzenie izolacji RNA z 20 mln komérek WBC
(w przypadku kolumienek 10 mln). W dyskusji wyrazono
watpliwosci co do zasadnoSci izolacji RNA z tak duzej
puli komoérek i uzyskiwania, np. 15 ug RNA, podczas
gdy do reakcji odwrotnej transkrypcji pobiera si¢ tylko
2 ug. Nalezy podkresli¢, ze nie jest celem samym w sobie

Tabela 13. Metody izolacji RNA

Metoda Chomczynskiego/Sacchi a metoda kolumienkowa

EUTOS for CML — wskazanie na metode Chomczynskiego/Sacchi
(TriPur™, TRIzol™, TRIREAGENT™)

uzyskanie jak najwigkszej iloSci RNA, ale zwigkszenie
czuloSci reakeji poprzez zwigkszenie szansy na znalezie-
nie 1 komorki zawierajacej gen BCR-ABL poSréd komo-
rek negatywnych. W przypadku monitorowania choroby
resztkowej czuloSci reakcji ma znaczenie kluczowe.
W kazdej izolacji RNA wsréd puli probek, z zatozenia
cechujacych si¢ obecnoscia genu BCR-ABL, musi zna-
lez¢ si¢ probka bez tego genu, np. komdrki zdrowego
dawcy, pacjenta z inna choroba, linia komérkowa,
czysty odczynnik. Probe negatywna wykonuje si¢ w celu
sprawdzenia czystoSci izolacji RNA i przeprowadzonej
reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, reverse transcription).

Uzyskane cDNA poddaje si¢ amplifikacji jako
tzw. non-amplified control (NAC).

Wazna modyfikacjag w procedurze izolacji RNA jest
zastosowanie do precypitacji absolutnego alkoholu ety-
lowego zamiast stosowanego dotychczas 2-propylowego
(izopropanolu). Ta zmiana ma swoje przetozenie na czuto$¢
reakcji RQ-PCR i jest wyrazona wicksza niz w przypadku
zastosowania EtOH liczba kopii genu kontrolnego ABL.

Etap poprzedzajacy izolacj¢ RNA oraz gtéwne zasa-
dy izolacji przedstawiono w tabelach 14 i 15. Modyfikacje
protokotu komercyjnego zawarto w tabeli 16, a stezenie
i czystos¢ izolacji RNA w tabeli 17.

Bardzo istotne jest podkreslenie odrebnosci reakeji
odwrotnej transkrypcji. Niedopuszczalne jest stosowa-
nie protokotéw, w ktérych RT jest tylko elementem
poprzedzajacym reakcje iloSciowa, ktérego nie mozna
podda¢ procesowi standaryzacji. Zaleca si¢ stosowanie
odczynnika SUPERCSRITP™, lecz nie jest to wskazanie
jednoznaczne (tab. 18). Nie nalezy stosowac oligo dT ze
wzgledu na obnizenie wydajnosci reakcji. Stosowanie
inhibitora RN-az jest zalecane, lecz opcjonalne.

Zastosowanie do reakcji odwrotnej transkrypcji
2 ug RNA ma kluczowe znaczenie dla zwigkszenia

Tabela 14. Etap poprzedzajacy izolacje RNA

Zawieszenie 20 mIn komoérek w 1 ml odczynnika (np. TriPur™,
TRIzol™, TRIREAGENT™), ktory umozliwia wykonanie izolacji RNA

wg zmodyfikowanego protokotu Chomczynskiego

Solubilizacja — igta strzykawkowa

Przechowywanie: —20°C do okoto tygodnia, -80°C — jezeli dtuzej

Po rozmrozeniu izolacja RNA! Nie wolno ponownie zamrazac!

Tabela 15. Gtéwne zasady izolacji RNA

Wyciag — odczynniki organiczne, mikroaerozole

W czasie izolacji probki muszg znajdowac sie w lodzie, wirowanie

w temperaturze 2-8°C — ryzyko degradacji

Praca w rekawiczkach — RNA-zy

Izolacja kontroli negatywnej

www.opk.viamedica.pl

347



ONKOLOGIA W PRAKTYCE KLINICZNEJ 2011, tom 7, nr 6

Tabela 16. Modyfikacje protokotu komercyjnego
w przypadku izolacji RNA

Po rozmrozeniu inkubacja z wytrzasaniem (37°C, 10 min.,

1400 rpm) — schtodzenie na lodzie

Dwukrotna ekstrakcja chloroformem (pierwsza poprzedzona

15-minutowym wytrzgsaniem)

Stracanie — schifodzony absolutny EtOH, —20°C, przez noc

Ptukanie w 75-procentowym EtOH o temp. —20°C

Suszenie 37°C, 2-5 min.

Zawieszenie w 24 ul lub 21 ul wody wolnej od RNA-z

Tabela 19. Etapy odwrotnej transkrypcji (RT)

2 ug RNA w 5 ul wody wolnej od RNA-az

Wstepna denaturacja ewentualnych struktur II° w 70°C

Inkubacja w lodzie

15 ul mieszaniny reakcyjnej

Rozcienczenie 2:3 (20 ul cDNA/ 30 ul wody wolnej od RN-az)

Przechowywanie: —20°C

Tabela 20. Odczynniki stosowane w reakcji RQ-PCR

Inkubacja 65°C, 3 min.

Master Mix z UNG

Tabela 17. Metody izolacji RNA — stezenie i czystos¢

Pomiar spektrofotometryczny
R = Agsonm/Pag0nm ~1,7-2,0
Jezeli na podstawie A260nm stezenie RNA > 2 ug/ul

— sugerowane rozcienczenie

Tabela 18. Odczynniki stosowane w odwrotnej
transkrypcji (RT)

Zalecane odczynniki

SUPERSCRIPT II™ lub SUPERSCRIPT III™
Mieszanina pdN6 — random hexamery
Inhibitor RN-az

Startery 30 uM
Sonda FAM — TAMRA 20 uM

Kontrola pozytywna — wystandaryzowany plazmid
(np. Ipsogen™)

Tabela 21. Zasady przeprowadzania reakcji RQ-PCR

Reakcja wykonywana w dubletach lub trypletach — zaréwno
fuzyjny gen badany (BCR-ABL), jak i gen kontrolny (ABL)
NTC

Objetos¢ 5 ul cDNa do 20 ul mieszaniny reakcyjnej

Reakcja wykonywana w systemie FAST nie jest w pefni

wystandaryzowana

Szereg rozcienczen linii komorkowej lub pacjenta jako kontrola
pozytywna — NIE!

EUTOS for CML: RT jest oddzielng reakcja

uzyskiwanej liczby kopii ABL, a tym samym czutoSci
reakcji RQ-PCR.

Etapy odwrotnej transkrypcji przedstawiono w ta-
beli 19. W tabeli 20 wymieniono odczynniki stosowa-
ne w reakcji RQ-PCR, a zasady reakcji wymieniono
w tabeli 21.

W czasie spotkania przeprowadzono dyskusje na te-
mat zasadnos$ci stosowania ABL jako genu kontrolnego
i zastgpienia go genem GUS. Powodem takiej zmiany
ma by¢ utrata u niektérych pacjentéw dzikiej formy
allelu, co utrudnia lub nawet uniemozliwia wykonanie
wiarygodnego oznaczenia poziomu ekspresji genu
BCR-ABL. Ustalono, ze temat ten nalezy przedstawic¢
na forum ELN/EUTOS.

Oddzielenie przestrzenne poszczegdlnych etapéw
ma na celu ochrone przed mozliwymi kontaminacjami.
Jezeli warunki lokalowe w laboratorium nie pozwalaja
na zapewnienie odrgbnych pomieszczen, nalezy wy-
odrebnic stoly, zestawy pipet, fartuchy przeznaczone
wylacznie do danego etapu badania, ma to szczegdl-
nie istotne znaczenie na etapie dodawania kontroli

pozytywnej.

Podsumowujac najwazniejsze wytyczne:

— pierwszy etap — izolacj¢ komérek z krwi nalezy
wykona¢ do 24 godzin od pobrania;

— zachowac szczeg6lng ostrozno$¢ przy izolacji RNA;

— oddzieli¢ przestrzennie (stoly, zestawy pipet)
wszystkie etapy analizy (izolacja komorek, izolacja
RNA, sktadanie mieszaniny reakcyjnej, reakcja RT,
dodawanie cDNA i kontrola pozytywna).

Zasady pobierania i przesytania
materiatu diagnostycznego

do badan w kierunku przewlekiej
biataczki szpikowej

|zabela Florek

Na jakos¢ wyniku badania w kierunku przewlektej
biataczki szpikowej moze wptywaé sposéb pobierania
i przesylania materiatu diagnostycznego. Wedhug wytycz-
nych Ministerstwa Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 roku
dotyczacych rozporzadzenia w sprawie standardow
jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych
i mikrobiologicznych (Dz.U. z dnia 11 lutego 2009 r;
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Tabela 22. Elementy, ktére powinien zawierac formularz
zlecenia badania laboratoryjnego

Dane pacjenta:

— imie i nazwisko;

— data urodzenia;

— miejsce zamieszkania/oddziat szpitalny;

— pte¢;

— PESEL;

— nr identyfikacyjny pacjenta (podawany przy braku innych
danych)

Dane lekarza zlecajacego badanie

Dane jednostki zlecajgcej badanie

Miejsce przestania wyniku badania lub dane osoby upowaznionej
do odbioru

Rodzaj materiatu i jego pochodzenie

Zlecone badania

Tryb wykonywania badania

Data i godzina pobrania materiatu do badania

Dane osoby pobierajacej materiat do badania

Data i godzina przyjecia materiatu do laboratorium

Istotne dane kliniczne pacjenta

zalacznik nr 3) formularz skierowania na badanie mo-

lekularne powinien zawiera¢ elementy przedstawione

w tabeli 22.

Biorac pod uwagg specyfike badan, warto wymagac
dodatkowych danych, takich jak:

— zgoda pacjenta na przeprowadzenie badan genetycz-
nych — samo pobranie krwi nie Swiadczy o tym, ze
pacjent ma swiadomos$¢ znaczenia analizy;

— zgoda pacjenta na przechowywanie materiatu — jesli
nie ma takiej zgody po zakonczeniu analizy moleku-
larnej, nalezy zniszczy¢, zgodnie z zasadami utylizacji
odpadéw medycznych caly materiat genetyczny
uzyskany od pacjenta. Pamigtajac o tym, ze badania
medyczne ciagle si¢ rozwijaja, nalezy wytlumaczy¢
pacjentowi potencjalne korzysci z przechowywania
jego materiatu z réznych punktéw czasowych trwania
choroby, pozwalajace naswietli¢ przebieg choroby
ileczenia;

— leukocyty (WBC, white blood cells) — ze wzgledu
na to, ze na podstawie wartosci catkowitej liczby
leukocytow wylicza si¢ objetos¢ krwi, jakiej nalezy
uzy¢ do izolacji komoérek jadrzastych, ten punkt jest
szczegOlnie istotny, poniewaz do izolacji jednej prob-
ki RNA potrzebne jest 20 mln komoérek jadrzastych.
Elementy, ktére powinien zawiera¢ formularz zlece-

nia badania laboratoryjnego, przedstawiono w tabeli 22.
Podczas pobierania i przesytania materialu diagno-

stycznego moga wystapic bledy. Mozna je podzieli¢ na:

— przedlaboratoryjne;

— laboratoryjne.

Rodzaje btedow szerzej omdwiono w dalszej czesci
raportu.

Przygotowanie materialu do badan obejmuje naste-
pujace elementy:
— pobieranie probek do badan;
— transport i konserwacja;
— opracowanie materiatu.

Blad przedlaboratoryjny
W laboratorium nalezy mie¢ §wiadomos¢, ze uzy-

skany do analizy material moze by¢ obarczony btedem.

Wedhug Amerykanskiego Towarzystwa Medycznego

okoto 15% praébek jest obciazonych btedem przedlabo-

ratoryjnym. Moga to by¢:

— praca personelu medycznego bez rekawiczek;

— uzywanie podczas pobierania krwi obwodowej od
kilku pacjentéw jednej pary rekawic;

— proébki krwi nieopisane bezposrednio przy pacjencie;

— niewymieszanie krwi z antykoagulantem lub pobra-
nie krwi do ztego antykoagulantu;

— przelewanie krwi pobranej na heparyne do probéwki
zawierajacej EDTA;

— niezachowanie warunkéw gwarantujacych jalowosé
materiatu (systemy prézniowe skutecznie eliminuja
ten btad);

— niewlasciwe pobranie materialu, czego przyktadem
moze by¢ zaréwno zbyt dlugi ucisk stazy mogacy
prowadzi¢ do hemolizy, jak réwniez stosowanie
lekéw przeciwkrzepliwych.

Pobranie krwi tuz po wlewie heparyny moze spowo-
dowac inhibicje reakcji PCR. U takich pacjentéw krew
moze by¢ pobrana dopiero po uplywie 4-5 godziny od
infuzji — a najlepiej tuz przed kolejng. Nalezy réwniez
przypomnied, ze w sytuacji, gdy krew obwodowa jest po-
bierana z wenflonu, pierwsze 5 ml powinno si¢ odrzucic.

Biad laboratoryjny
Do btedéw laboratoryjnych zalicza sig:

— pracg bez rekawic badz w rekawicach pudrowych;

— nieprawidlowe opisanie materialu, pomylenie prébek;

— nieodpowiednie przechowywanie (RNA powinno
by¢ przechowywane na lodzie).

Material do analizy molekularnej przewlektej
biataczki szpikowej stanowig pobrane w warunkach
jatowych:

— krew obwodowa 10-20 ml;

— szpik kostny 2-4 ml.

Dobor odpowiedniego antykoagulantu moze istotnie
wplynaé na jakos¢ otrzymywanych wynikow:

— cytrynian tréjsodowy jest najlepszym antykoagulan-
tem dla prébek szpiku kostnego (jednak w przypadku
omawianych analiz w ramach I Spotkania krew ob-
wodowa jest wystarczajagcym materialem do badan
nieobcigzajacym tak jak aspiracja szpiku kostnego);
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— heparyna jest antykoagulantem z wyboru w bada-
niach cytogenetycznych, jednak ze wzgledu na jej
mozliwo$¢ inhibicji reakcji PCR nie zaleca si¢ jej do
badan molekularnych;

— do analiz molekularnych uzywa si¢ EDTA w sto-
sunku 1:9;

— wsytuacji, gdy czas przestania materiatu od momentu
pobrania do dostarczenia do laboratorium docelo-
wego jest dluzszy niz 24 godziny, material nalezy
zabezpieczy¢ przy uzyciu zestawow pozwalajacych
na stabilizacj¢ RNA, na przyktad kitu PaxGene.
Czas, w jakim materiat jest dostarczony do labora-

torium, istotnie wplywa na jako$¢ otrzymanego RNA.
Jesli materiat jest zabezpieczony w TRIzolu w ciagu
24 godzin od momentu pobrania, czas transportu nie ma
wplywu na wynik analizy. Po tym czasie drastycznie spada
jako$¢ RNA. Drugim czynnikiem w trakcie transportu
jest temperatura otoczenia. Idealem bytoby przesytanie
materialu w specjalnych opakowaniach utrzymujacych
stala temperature w przedziale okoto 8°C do tempera-
tury pokojowe;.

Jesli warunki zewnetrzne sg zblizone do temperatury
pokojowej, jako$¢ materiatu nie ulega pogorszeniu. Jesli
jednak temperatura otoczenia jest wysoka, najlepszym
rozwigzaniem sa opakowania styropianowe z wkltadem
chtodzacym o temperaturze okoto 8°C.

W odwrotnej sytuacji— w okresie zimowym — préob-
ki krwi nalezy chroni¢ przed zamrozeniem. Materiat
powinien dotrze¢ do laboratorium i ulec ,,obrébce” do
24 godzin od chwili pobrania — wéwczas niepotrzebna
jest stabilizacja RNA.

Jesli wiadomo, ze materiat nie ulegnie ,,obrébce”
w ciagu 24 godzin od pobrania, wskazana jest stabiliza-
cja RNA, na przyktad za pomoca zestawu PaxGeneTM
Blood RNA System (PreAnalytiX). Probéwki PaxGene
zawieraja odczynniki stabilizujace wewnatrzkomérkowe
RNA na kilka dni w temperaturze pokojowej lub kilka
tygodni w temperaturze 4°C lub zamrozonych. Sa ideal-
ne w sytuacji, gdy nie ma mozliwosci natychmiastowego
dostarczenia materiatu do laboratorium. Nalezy jednak
dazy¢ do dostarczenia go w ciagu doby.

Standaryzacja badan molekularnych
w przewlekiej biataczce szpikowej
Tomasz Sacha

Te czeS¢ raportu poSwigcono genezie standaryzacji
badan molekularnych w przewlektej bialaczce szpiko-
wej w Polsce. Ponadto omdwiono obserwacje dotyczace
braku mozliwoSci poréwnania wynikow uzyskiwanych
przez trzy referencyjne laboratoria wykonujace ozna-
czenia dla pacjentdow leczonych w ramach badania
International Randomized Study of Interferon and
STI571 (IRIS) poréwnujacego skuteczno$¢ imatynibu

z interferonem «a stosowanym w skojarzeniu z ara-

binozydem cytozyny. Realizacje procesu rozpoczgto

w trzech laboratoriach w Polsce, stopniowo przylaczaty

si¢ do niego kolejne.

Laboratoria realizujace projekt dziataja przy:

— Klinice Hematologii AM w Gdansku: Kierownik Kli-
niki — prof. dr hab. med. Andrzej Hellmann, gtéwny
wykonawca — dr med. Witold Prejzner z zespotem
laboratoryjnym;

— Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w War-
szawie: Dyrektor Instytutu — prof. dr hab. med.
Krzysztof Warzocha, kierownik — dr Katarzyna
Borg, wykonawca — dr Iwona Solarska z zespotem
laboratoryjnym;

— Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ w Krakowie:
Kierownik Kliniki — prof. dr hab. med Aleksander
B. Skotnicki, gtéwny wykonawca — dr med. Tomasz
Sacha z zespolem laboratoryjnym.

Najwazniejsze zalecenia dotyczace metodyki wyko-
nywania PCR zaczerpnig¢to z materiatéw ze spotkania
ekspertéw w Bethesda skupionych w European Leuke-
miaNet (ELN) (tab. 23 124).

W celu zmniejszenia réznic w uzyskiwanych wyni-
kach wprowadzono tak zwana referencyjna wartos¢
Srednia, do ktérej odnoszono kolejne uzyskiwane w toku
leczenia wyniki i wyrazano jako ,,redukcja logarytmicz-
na”. Trzykrotna redukcja (w stosunku do poczatkowego

Tabela 23. Standaryzacja wykrywania genu BCR/ABL (IRIS)

W kazdym z laboratoriéw obliczono referencyjng wartos¢
srednig, uzywajgc tych samych 30 probek pobranych od

pacjentéw w chwili diagnozy

Wyniki wyrazano w odniesieniu do tej wartosci jako ,redukcja

logarytmiczna”

Na podstawie Hughes i wsp. [4]

Tabela 24. Zalecenia rozestane do wspoétpracujacych
laboratoriéw w 2006 r.

Odpowiednia jakos¢ RNA uzywanego do dalszych analiz
Metodyka PCR

Wydajnosc¢ etapu odwrotnej transkrypcji i amplifikacji

Wybér odpowiednich genow referencyjnych

Minimalna czutos¢ badania

Sposob wyrazania wynikéw negatywnych

Okreslenie jakosci wykonywanych oznaczen

Wymagania dla miedzynarodowego materiatu referencyjnego

uzywanego jako pozytywnej kontroli

Wyrazanie wynikoéw przy uzyciu skali miedzynarodowej

Rozestane do wspotpracujacych laboratoriéw w 2006 .
Na podstawie Hughes i wsp. [4]
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Rycina 2. Standaryzowana redukcja logarytmiczna — rézne laboratoria

poziomu 100%) odpowiada wigkszej odpowiedzi mole-
kularnej (0,1%) (ryc. 2).

Po wprowadzeniu referencyjnej wartosci Sredniej
poprawita si¢ nieco spojnos¢ uzyskiwanych wynikow.

Po przeanalizowaniu prébek referencyjnych przygo-
towanych przez Centralne Laboratorium Referencyjne
kazda z bioracych udziatl pracowni miala mozliwos¢
wyznaczania wskaznika korygujacego (CF, correction
factor), co umozliwiato wyrazanie wynikéw badania
w skali migdzynarodowej oraz poprawito zgodnos$¢
wynikow z réznych laboratoriow (ryc. 31 4).

W tabeli 25 przedstawiono sposdb wyrazania
wyniku po uwzglednieniu indywidualnego czynnika
korygujacego.

Laboratoria w Polsce wykorzystuja rézne platformy
diagnostyczne. Wszystkie aparaty sa zalecane przez
ekspertéw ELN.

Wraz z poprawa wynikow leczenia przewlektej biatacz-
ki szpikowej zmieniaja si¢ zaktadane cele pierwotne w ba-
daniach klinicznych nad skutecznoscia leczenia. W §lad
za tym musza nastapi¢ modyfikacje metody RQ-PCR
(real time quantitative polymerase chain reaction) zwigk-
szajace jej czulo§¢ oraz zmiany definicji catkowitej
odpowiedzi molekularnej (CMR, complete molecular
response) (tab. 26). Proponuje si¢, aby okreslenie CMR
zastapi¢ pojeciem odpowiedz molekularna z redukcja
liczby transkryptu o 4 log (MoIR%) i odpowiednio
04,5 log (MoIR*). Planuje sie kolejne rundy standary-
zacyjne poswigcone opracowaniu definicji molekularnej
4 14,5 log oraz mozliwo$ci wykonywania miarodajnych

Centralnie przygotowano i rozestano

probki referencyjne zawierajace ilosci

genu rowne 10%, 1%, 0,1%, 0,01%
transkryptu BCR/ABL

Y Y \ 4
Laboratorium Laboratorium Laboratorium
A B C

Kazde z laboratoriéw obliczyto swdj
wskaznik korygujacy (CF),
co umozliwia wyrazanie wynikéw w skali
miedzynarodowej BCR/ABL (%)

Rycina 3. Wyznaczenie wskaznika korygujacego (CF)
przez kazde z laboratoriow

oznaczeh przez rézne laboratoria minimalnej choroby
resztkowej na tym poziomie.
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Tabela 25. Sposéb wyrazania wyniku po uwzglednieniu
indywidualnego czynnika korygujacego

Tabela 26. Definicja i ocena catkowitej odpowiedzi
molekularnej (CMR)*

Obliczy¢ srednig wartos¢ referencyjna dla kazdego laboratorium,
uzywajac tych samych 30 prébek pobranych od pacjentéw
przed leczeniem

Wyrazi¢ wyniki w odniesieniu do tej wartosci referencyjnej jako
Lredukcja logarytmiczna”
3-krotna redukcja logarytmiczna = 0,44% BCR/ABL/ABL

w Krakowie

Definicja CMR

CMR*0-MolIR*? = wykrywana choroba < 0,01% BCR-ABLIS
lub niewykrywana choroba w c¢DNA z liczbg transkryptu
ABL >10 000

CMR*5-MolR*> = wykrywalna choroba < 0,0032% BCR-ABLIS
lub niewykrywalna choroba w cDNA z liczbg transkryptu
ABL > 32 000

MMR = 3 krotna redukcja logarytmiczna = 0,1%

0,1% / 0,44% = 0,2263 (czynnik korygujacy dla laboratorium

w Krakowie)

transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts
for residual disease detection in leukemia — a Europe Against
Cancer program. Leukemia 2003; 17: 2318-2357.

2. Muller M.C., Cross N.C., Erben P i wsp. Harmonization of mole-
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1957-1963.
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detecting BCR-ABL transcripts in patients with chronic myeloid
leukaemia. Leukemia 2006; 20: 1925-1930.

4. Hughes TP, Kaeda J., Branford S. i wsp. Frequency of major
molecular responses to imatinib or interferon alfa plus cytarabine
in newly diagnosed chronic myeloid leukemia. N. Engl. J. Med.
2003; 349: 1423-1432.

Ostateczna definicja CMR bedzie uwzgledniata mozliwos¢
wykrycia najmniejszej liczby transkryptu BCR/ABL w kazdym
laboratorium

Aktualnie: okreslenie i standaryzacja liczby kopii genu ABL

*Stworzona dla celéw badania (ma charakter prowizoryczny)

Tomasz Sacha

Adres do korespondencji:

Dr med. Tomasz Sacha

Pracownia Diagnostyki Molekularnej
Kliniki Hematologii

ul. Kopernika 19, 31-501 Krakow
Tel./faks: +48 (12) 424 76 41

e-mail: diagmol@cm-uj.krakow.pl
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