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Diagnostik der minimalen Resterkrankung bei
Leukdamien durch Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Real-time Fluorescence PCR to Monitor Minimal Residual Disease in Leukemias

A. Bohn', U. Lass!, K. A. Kreuzer!, H. Oettle!, C. A. Schmidt!:2

Zusammenfassung: Die Diagnose der minimalen
Resterkrankung (MRD) bei Leukimien wurde in der
Vergangenheit fast ausschlieBlich durch den qualitati-
ven Nachweis residueller Tumorzellen erbracht. Neue-
re molekulare Verfahren wie die (RT)-PCR erlauben
mit hoher Sensitivitdt den Nachweis erkrankungsspe-
zifischer Nukleinsduren. Trotz ihrer vielen Vorteile,
wie Sensitivitiit und Spezifitiit, erlaubte die PCR iiber
lange Zeit nicht die Quantifizierung der nach Behand-
lung verbleibenden Tumorzellen bzw. deren charakte-
ristische Transkripte. Dafl die Menge dieser Restzellen
jedoch von groBler klinischer Bedeutung ist, konnte
durch Untersuchungen gezeigt werden, die sich quan-
titativer kompetitiver PCR-Techniken bedienten. Diese
Techniken besitzen jedoch den Nachteil, daB sie in
ihrer Durchfithrung zeitlich und methodisch verhiit-
nismiBig aufwendig sind. Aus diesem Grunde sind
bislang Verfahren zur quantitativen MRD-Diagnostik
nur selten im Laborrepertoire zu finden.

Seit einiger Zeit sind nun zwei Geriite verfiigbar
(ABI PRISM 7700 SDS™, LightCycler™), die die
quantitative PCR-Diagnostik ausgesprochen verldB-
lich, einfach und schnell durchfiihren lassen. Beide
Technologien beruhen auf dem Prinzip, daB wihrend
der PCR-Reaktion die Amplifikation der Zielsequenz
iiber eine Fluoreszenz-Messung detektiert wird. Aus
den so generierten MeBpunkten kdnnen genaue Infor-
mationen iiber die jeweilige Reaktionskinetik gewon-
nen werden, was schlieBlich die exakte Quantifizie-
rung der urspriinglichen Transkriptzahl erlaubt.

Wir stellen die beiden zur Zeit hierfiir verfiigbaren
Gerite und deren gebriuchliche Fluoreszenz-Formate
vor. SchlieBllich stellen wir anhand der bislang von uns
und anderen durchgefiihrten Untersuchungen die klini-
sche Bedeutung dieser Technik bei der Diagnostik der
MRD vor.
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Summary: Diagnosis of minimal residual disease
(MRD) of leukemias is based on qualitative detection
of residual tumor cells. Newer molecular methods, like
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR). allow the reliable detection of disease-specific
nucleic acids and are useful in monitoring MRD.
However despite many advantages like sensitivity and
specifity, PCR does not allow quantification of resid-
ual tumor cells, i.e. their characteristic transcripts.
Quantitative competitive PCR results showed that the
amount of remnant tumor cells is of clinical impor-
tance. Disadvantages of these techniques are that their
implementation is time consuming. costly and fault-
prone. Two new technologies are now available (ABI
PRISM 7700 SDS™, LightCycler™), which allow re-
liable, facile and fast quantitative PCR analysis. Both
technologies are based on the principle that during a
PCR reaction the amplification of the target sequence
is linked to fluorescence detection. Precise reaction ki-
netics information can be generated .from this data,
which finally allows exact quantification of the origi-
nal transcript numbers. Here we describe both instru-
ments. Furthermore we describe fluorescence formats,
their advantages and potential pitfalls. Finally we con-
sider the clinical relevance of these techniques for the
diagnostic of MRD in relation to our results and those
of other investigators.

Keywords: Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction/methods; Fluorescent Dyes; Leukemia,
Myeloid, Chronic/genetics; Fusion Proteins, bcr-
abl/analysis; Neoplasm, Residual.

‘. ie Polymerasekettenreaktion (PCR) [1, 2] ist ein in
¥ der Diagnostik und Forschung héufig eingesetztes
Verfahren zum spezifischen Nachweis von Nukle-
insduren. Sie wird in der Himatologie zur Diagnostik
von verbleibenden Tumorzellen bzw. deren charakteri-
stischen Transkripten, verwandt. Definitionsgemii
haben Patienten in klinischer Remission, bei denen
durch schr sensitive Methoden die Erkrankung weiter-
hin nachweisbar bleibt, eine minimale Resterkrankung
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(minimal residual discase, MRD) [3). Das Ziel der
MRD-Diagnostik |4] besteht in der Entwicklung von
Anhaltspunkten, anhand dercr man den Nutzen ciner
Reduktion oder Intensivicrung der Therapie fir den
cinzelnen Patienten abschiitzen kann,

So entwickeln ctwa 30% der Kinder, dic an einer
akuten lymphatischen Leukidmic (ALL) erkranken,
nach Tumorbehandlung cin Rezidiv. In ciner groBen,
multizentrischen Studie |S] von 1989 bis 1996- unter-
suchte man prospektiv 246 an ALL crkrankte Kinder
auf das Vorhandensein und das Niveau einer residuel-
len Erkrankung. Als klonale Marker der leukédmischen
Blasten wurden T-Zell-Rezeptor- oder Immunglobulin-
Gene benutzt und mittels kompetitiver PCR mengen-
miBig in Knochenmarkproben bestimmt. Allc Patien-
ten sind mit einem einheitlichen Therapieprotokoll be-
handelt worden. Das Ergebnis der Studie war, daf3 Pa-
tienten, die am Ende der Induktionstherapie 2x 10 und
mehr residuelle leukiimische Zellen in 2x10° mononu-
klesiren Knochenmarkzellen aufwiesen, ein deutlich
erhohtes Risiko fiir ein Rezidiv aufwiesen. Dariiber
hinaus konnten die Patienten durch die Quantifizie-
rung der residuellen Zellen in Gruppen mit unter-
schiedlichem Rezidivrisiko eingeordnet werden. Diese
Definition von Schwellenwerten macht die Uberlegen-
heit quantitativer gegeniiber qualitativen PCR-Daten
deutlich.

Bei Diagnosestellung einer chronisch myeoloische
Leukimie (CML) ist in 90% der Fille das Philadel-
phia-Chromosom nachweisbar [6]. Dem Philadelphia-
Chromosom (t (9:22)(q34:q11)) liegt auf molelekula-
rer Ebene die Fusion des ber- und abl-Gens zugrunde.
Eine Knochenmarktransplantation (KMT), Gabe von
Interferon-a (IFN-a) und Hydroxyurea stellen die Be-
handlungsmoglichkeiten dar, mit denen CML-Patien-
ten die lingsten Uberlebensraten erreichen. 80% der
Patienten nach KMT befinden sich in klinischer Re-
mission und sind bcr/abl negativ, wihrend unter IFN-
a-Therapie diese Transkripte weiterhin nachzuweisen
sind [7]. Die Bedeutung der PCR-Ergebnisse fiir die
Voraussage eines Rezidives bleibt aber unklar [8].
Hughes et al. [9] stellten 1991 eine Untersuchung von
37 CML-Patienen nach KMT in Remission vor. Die
Daten wurden durch nested PCR gewonnen und erga-
ben, daB PCR-Positivitit in den ersten 6 Monaten nach
KMT kein erhohtes Rezidivrisiko fiir den einzelne Pa-
tienten bedeutet, ein Persistieren iiber diesen Zeitpunkt
hinaus aber mit einer erhShten Rezidivrate einhergeht.
Zwei Jahre spiter konnten Miyamura et al. [10] mit
der gleichen Methode bei 64 Patienten keinen Zusam-
menhang zwischen PCR-Positivitit und Rezidivrisiko
feststellen. Lin et al. [11] zeigten, daB Menge und Ver-
laufskinetik des bcr/abl-Fusionsgens als Marker fiir

Nicht standardisierte Abkiirzungen: ALL, akute lymphatische
Leukamie; CCD, charge-coupled device; CML, chronisch myeloi-
sche Leukamie; DLI, Donor-Lymphozyten-Infusions-(Therapie);
FAM, fluorescein phosphoramidite; FRET, Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer; IFN, Interferon; KMT, Knochenmarktransplanta-
tion; MRD, minimal residual disease; PCR, polymerase chain re-
action; RT, reverse transcriptase; TAMRA, Tetramethyl-Rhodamin.
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die Rezidiverkennung nach KMT prinzipiell geeignet
sind. Sie gingen anders vor und quantifizierten
ber/abl-Transkripte  mittels  kompetitiver PCR. In
einem Kollektiv von 98 Patienten korrelierte nach
einer KMT die Expression der bcer/abl-spezifischen
mRNA signifikant mit dem Rezidivrisiko.

In der PCR wird eine definierte DNA-Sequenz
durch eine thermostabile DNA-Polymerase vermehrt.
Initial werden die DNA-Stringe durch Erhitzen auf
95 °C denaturiert. Nach Abkiihlen binden sequenzspe-
zifische Oligonukleotide (Primer) an den beiden Ein-
zelstriingen, die die Zielsequenz flankieren. In einem
niichsten Schritt werden diese Primer durch die DNA-
Polymerase verlidngert. Der Vorgang kann beliebig oft
wiederholt werden und fiihrt zu einer exponentiellen
Vermehrung der Zielsequenz. Unter anderem der Ver-
brauch der Primer, der Nukleotide und die abnehmen-
de Aktivitit der DNA-Polymerase verhindern nach
circa 35-40 Zyklen die exponentielle Vermehrung und
bewirken eine Sittigungskinetik. Daher kann von der
entstandenen cDNA-Menge nicht auf die urspriingli-
che Menge der Zielsequenz riickgeschlossen werden.
Modifikationen wie die nested PCR (Einsatz eines
zweiten Primerpaares innerhalb der Sequenz des er-
sten) fiihren zu einer maBgeblichen Erhdhung von
Spezifitit und Sensitivitdt. Die Sensitivitit bewegt sich
dann in einem GroBenbereich, bei dem eine fiir die
Zielsequenz positive Zelle in 10¢ negativen Zellen zu
einem nachweisbaren Signal fiihrt. RNA wird der Ana-
lyse durch die PCR zuginglich, wenn man mit Hilfe
der reversen Transkription einen komplementiren
Strang synthetisiert (RT-PCR).

Alle quantitativ kompetitiven PCR-Methoden haben
gemeinsam, daB es sich um Endpunktmessungen han-
delt. Im Folgenden wird kurz eine Mdglichkeit vorge-
stellt, mit der kompetitiven PCR zu quantifizieren: Der
Probe wird zusitzlich eine Sequenz bekannter Kon-.
zentration beigefiigt. Dieses Kompetitoramplikon wird
mit den gleichen Primern und der gleichen Effizienz
wie die gesuchte Zielsequenz amplifiziert, hat aber
eine unterschiedliche Basenlinge. Der Kompetitor
wird in verschiedenen Konzentrationen in der PCR
eingesetzt, um den Aquivalenzpunkt der bekannten
mit der unbekannten Sequenz zu bestimmen. Die PCR
sollte dabei aus dem oben genannten Grund (Sitti-
gungskinetik) in der exponentiellen Vermehrungsphase
beendet werden. Nach Gelelekrophorese und Darstel-
lung mit Ethidiumbromid im UV-Licht werden die
DNA-Banden nach ihrer optischen Dichte vermessen.
Jetzt konnen die densitometrischen Werte der bekann-
ten Konzentrationen benutzt werden, um die unbe-
kannten zu berechnen. Diese Technik besitzen den
Nachteil, da8 sie in ihrer Durchfiihrung zeitlich und
methodisch aufwendig ist, was ihren Einsatz und ihre
Verbreitung begrenzt hat.

In den letzten 4 Jahren sind PCR-Methoden ent-
wickelt worden, die auf der Quantifizierung mittels
Fluoreszenzdetektion basieren. Das ABI PRISM 7700

_ Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) und der Light-
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Abbildung 1 TagMan-Format.
R=Reporter, Q=Quencher, P=Phos-
phatgruppe, D=DNA-Polymerase

A) Die Bindung des Reporterfarbstof-
fes an die Sonde unterdruckt seine Flu-

A
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oreszenzemission, da durch die hohe
rdumliche Nahe zwischen Reporter
und Quencher ein Fluoreszenz-Reso-
nanz-Energietransfer stattfindet.

B) Nachdem durch die DNA-Polymera-
se die Sonde gespalten worden ist,
kann der Reporterfarbstoff meBbar zur
Fluoreszenz angeregt werden.

C) Die Fluoreszenzemission einer
Probe zum Anfang und Ende einer
TagMan-PCR. Das erste Emissionsma-
ximum bei ca. 530 nm wird durch den
Reporterfarbstoff FAM, das zweite bei k
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Cycler™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land) sind die beiden zur Zeit auf dem Markt erhiltli-
chen Gerite.

Technik der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Grundsitzlich lduft eine Echtzeit-Fluoreszenz-PCR so
ab, daB an die Reaktion eine Anderung des Fluores-
zenzverhaltens der Probe gekoppelt ist, die in jedem
Zyklus gemessen wird. Der 5°‘-Nukleaseassay (Taq-
Man®-Format) basiert auf der 5°¢-3‘-Exonukleaseakti-
vitdt der Taq DNA-Polymerase [12-14]. Sie spaltet bei
der Verlidngerung der Primer in 5‘-3‘-Richtung eine
doppelt fluoreszenzmarkierte Sonde (Abb. 1). Die

Sonde selbst kann durch die Polymerase nicht verlédn- -

gert werden, da dies durch eine Phosphatgruppe am
3‘-Ende verhindert wird. Sie trdgt am 5°‘-Ende einen
Reporterfarbstoff (z.B. 6-Carboxyfluorescein, FAM)
und am 3‘-Ende einen Quencherfarbstoff (z.B. 6-Car-
boxy-Tetramethyl-Rhodamin, - TAMRA), zwischen
_denen ein  Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
(FRET) stattfindet. Dieser FRET bewirkt eine Ubertra-
‘gung der Anregungszustinde von Elektronen eines
Fluorophors auf ein zweites, dies aber nur bei hoher
rdaumlicher Nihe (10-100 A). D.h;, die Bindung an die
intakte Sonde unterdriickt die Fluoreszenzemisson des
Reporters durch eine Ubertragung auf den Quencher.
Wird die Sonde durch die 5°-3‘-Exonukleaseaktivitét
der Taq DNA-Poymerase gespalten, steigt die Fluores-
zenz im Emissionsmaximum des Reporters an. Die
Fluoreszenzinderung ist dabei aufgrund der spezifi-
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schen Hybridisierung an dic Zielsequenz proportional
zu deren Amplifikation.

Beim HybProbe®-Format (Roche Molecular Bio-
chemicals, Mannheim, Deutschland) werden zwei Flu-
oreszenzsonden eingesctzt, dic gewdhnlich mit einer
Basc Abstand innerhalb der Zielsequenz hybridisieren
(Abb. 2). An dic erste Sonde ist am 3‘-Ende cin Do-
norfluorophor (z.B. FAM), an die zweite am 5‘-Ende
cin Reporterfluorophor (z.B. LC Red 640: A=640 nm)
gekoppelt. Durch den FRET fiihrt einc Anregung des
Donors zu einer Verstiirkung der Fluoreszenz des Ak-
zeptors, dic pro PCR-Zyklus gemessen wird.

o

3 5

Abbildung 2 HybProbe-Format. )
A=Akzeptorfluorophor, D=Donorflucrophor, P=Phosphatgruppe.
Hybridisieren beide Sonden auf einem DNA-Einzelstrang neben-
einander, so fihrt die Anregung des Donorfarbstoffes durch einen
FRET zu einer verstarkten Fluoreszenzemission des Akzeptors. Mit
steigender Kopienzahl innerhalb der PCR erhdht sich somit die
Fluoreszenzintensitdt im Emissionsmaximum des Akzeptors.

SYBR® Green I (Molecular Probes, Eugene, USA)
ist, dhnlich wie Ethidiumbromid, ein mit doppelstrin-
giger DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff. Eine
vermehrte DNA-Menge fiihrt daher zu einer erhohten
Einlagerung des Farbstoffes und zu einem erhShtem
Fluoreszenzsignal. Die Sequenzspezifitit, die durch
eine Sonde hervorgerufen wird, ist bei SYBR Green I
nicht gegeben. Deshalb wird durch eine anschlieBende
Schmelzpunktanalye gekldrt, welche PCR-Produkte
entstanden sind. Die Doppelbindungen der DNA-
Stringe werden aufgeldst, indem die Temperatur lang-
sam um 0,2 °C/Sekunde erhoht wird. Alle 0,2 Sekun-
den wird die Fluoreszenzintensitit gemessen. Mit zu-
nehmender Erwidrmung zeigt ein signifikanter Abfall
der Fluoreszenz die Temperatur an, bei der die in der
Probe enthaltenen DNA denaturiert. Diese Temperatur
ist spezifisch fiir die in der Reaktion entstandenen
PCR-Produkte, und kann so zur Trennung zwischen
dem gewiinschten Produkt und z.B. Amplifikaten, die
durch eine Zusammenlagerung der Primer entstanden
sind, eingesetzt werden.

ABI PRISM 7700 Sequence Detector™

Im ABI PRISM 7700 Sequence Detector™ mift eine
CCD-Kamera (charge-coupled device camera) die Flu-
oreszenzemission pro PCR-Zyklus iiber einen Wellen-
lingenbereich von 500 bis 660 nm. Das Fluoreszenz-
signal wird der Kamera iiber Glasfaserkabel von 96
ProbengefaBen zugefiihrt. Die Proben sind dabei mit
einer durchsichtigen Abdeckung verschlossen, so daB
Kontaminationen minimiert werden. Der Betrag der
emittierten Fluoreszenz in den ersten 15 Zyklen wird
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vom Reporterfluoreszenzsignal abgezogen. und somit
die Signale aller Proben auf c¢in Ausgangsniveau ge-
bracht. In cinem Diagramm wird das Fluoreszenzsig-
nal (Ordinate) gegen die Zykluszahl (Abszisse) aufge-
tragen (Abb. 3A). Das Sondensignal wird dann diskri-
miniert, wenn es auf den 10fachen Wert der Standard-
abweichung oberhalb der Ausgangsfluoreszenz an-
steigt. Der Zyklus, in dem dieser erste signifikante An-
stieg geschieht, ist als Schwellenzyklus (threshold
cycle, Cr-Wert) definiert. Der Ct-Wert steht in Bezie-
hung zur Ausgangstranskriptmenge und stellt einen
verliBlichen Parameter zur Quantifizierung dar. Um
eine unbekannte cDNA-Menge zu bestimmen, werden
Proben bekannter Ausgangstemplatzahl in einer Ver-
diinnungsreihe eingesetzt. Ublich ist die Verdiinnung
in logarithmischen Stufen von 107 bis 10 cDNA-Kopi-
en. Wie in der Abbildung 3B dargestellt, werden fiir
Proben mit bekannter Ausgangstemplatzahl die Cr-
Werte aufgetragen und durch diese Punkte eine Aus-
gleichsgerade gelegt. Diese Standardgerade ermdoglicht
die Bestimmung der Ausgangstemplatzahl in den un-
bekannten Proben durch deren Cr-Werte.

- LightCycler™

Der LightCyler™ ist ein Mikrovolumenfluorimeter
mit der Moglichkeit zu einem schnellen Temperatur-
wechsel bei gleichzeitiger Fluoreszenzmessung [15-
17]. Gewohnlich dauert ein PCR-Lauf mit Auswertung
weniger als eine Stunde. Probe und Reaktionsmix wer-
den in diinne Glaskapillaren gegeben. Die Glaskapilla-
ren erméglichen einen raschen Temperaturangleich der
Probe an die Umgebungstemperatur und die Anregung
bzw. Detektion eines Fluoreszenzsignals. Sie werden
in einem 32-Loch-Rotor positioniert, auf dem die Pro-
ben einzeln an die Anregungs- und Detektionsvorrich-
tung gefahren werden. Die Fluoreszenz wird dann
durch eine Blaulicht emitierende Diode angeregt und
mittels einer Silikonphotodiode detektiert. Erhitzte
Luft wird mit einem Ventilator gleichmiBig im Cycler
verteilt, die Kiihlung erfolgt durch den Ventilator allei-
ne, der die heiflen Luftmassen aus dem Geriit blist. So
lassen sich Temperaturinderungen von bis zu 20 °C
pro Sekunde erreichen, was eine stringente Einstellung
der Temperaturbedingungen innerhalb der PCR er-
laubt. Dadurch minimiert sich u.a. die Entstehung von
unspezifischen Amplifikaten. Die quantitative Analyse
erfolgt in 3 Schrittgn, ndmlich der Angleichung der
Ausgansfluoreszenzsignale der einzelnen Proben, die
Trennung der Fluoreszenzsignale der logarithmischen
Amplifikationsphase von der Hintergrundfluoreszenz
und die Analyse dieser Phase zur Quantifizierung.
Dabei bietet die LCDA Software des LightCyclers fiir
jeden Schritt mehrere Auswertungsmodi an. Dies trdgt
dem Einsatz von verschiedenen Fluoreszenzformaten
Rechnung. Damit hat der Benutzer einen groBeren
EinfluB auf die Datenauswertung als beim ABI PRISM
7700 SDS. Letztendlich wird auch hier mit Hilfe von
Proben bekannter Konzentration die Ausgangskopien-
zahl in den unbekannten Proben errechnet .
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i3

Abbildung 3 Auswertung der Fluores-
zenzdaten auf dem ABI PRISM 7700
SDS. ARn=relative Fluoreszenzinten-
sitét.

Gemessen wurden 7 Proben mit 107
bis 10 Kopien (in logarithmischen Ver-
dunnungsstufen) einer Sequenz des
ber/abl-Fusionsgens. NTC=non tem-
plate control (Probe ohne Zielse-
quenz).
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Vor- und Nachteile der
Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Zweifellos sind Ergebnissé, die auf der PCR beruhen,
grundsitzlich kritisch zu betrachten [18-20]. Dieses
Verfahren birgt eine hohe Gefahr von falsch-positiven
und falsch-negativen Ergebnissen, die auf Kontamina-
tion, inadiquatem Probenvolumen, fehlerhafter Pro-
benaufarbeitung und einer Degradierung der Zielse-
quenz beruhen konnen. Hauptausgangspunkt fiir mog-
liche Kontaminationen sind die PCR-Produkte, die in
hoher Konzentration am Ende eines PCR-Laufes vor-
liegen und zur weiteren Analyse bearbeitet werden.
Bei den hier dargestellten Verfahren zur-Echtzeit-Flu-
oreszenz-PCR ist eine weitere Bearbeitung der Proben
nach der Messung iiberfliissig, so daB8 diese Quelle der
Kontamination nicht besteht.

Bisher gibt es keine einheitlichen Vorgaben, um mit
der Echtzeit-Fluorszenz-PCR zu quantifizieren. Insbe-
sondere die Frage, welches Referenzgen eingesetzt
werden sollte, ist strittig. Die quantitative Bestimmung
einer Zielsequenz ist aber nur aussagekriftig, wenn
man zusidtzlich die Menge eines Referenzgenes mit

einbezieht. Als Referenzgene wurden Sequenzen von °

B-Aktin [21], Glycerinaldehydphosphat-dehydrogen-
ase [22] und Glukose-6-phosphatdehydrogenase [23]
vorgeschlagen. Referenzgene sind Homdostasegene,
die konstant in einer Zelle vorhanden sind und nicht
vom Krankheitsgeschehen beeinfluBt werden sollten.
Durch ihre quantitative Bestimmung erhilt man einen
Einblick, ob eine ausreichende Menge cDNA von
guter Qualitdt vorhanden war. Denn auch aufgearbei-
tete cDNA kann degradieren, z.B durch unsachgemiBe
Lagerung oder beim Einfrieren und Auftauen der

- Probe. Weiterhin kénnen Inhibitoren der Tag DNA-Po-

lymerase (z. B. Hamoglobin) zu einer fehlerhaften
Quantifizierung fiihren. Um unterschiedliche Proben
(z.B. bei der Verlaufskontolle eines Patienten) mitein-
ander zu vergleichen, hat es sich als sinnvoll erwiesen,

‘den Quotienten aus der Zielgensequenzmenge und der

Menge des Referenzgenes zu bilden (ratio).

Damit im TagMan-Format die Verldngerung der Pri-
mer ohne eine Sondenspaltung verhindert wird, sollte
der Schmelzpunkt-der Fluorenszenzsonde um ca. 5 °C
iiber dem der Primer liegen. Weiterhin ist die 5°-3*-
Exonukleaseaktivitat der Taq DNA-Polymerase von
entscheidener Bedeutung fiir eine suffiziente Spaltung
der. Sonde, wobei sich diese Enzymaktivitit bei Taq
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DNA-Polymerasen unterschiedlicher Hersteller gra-
vierend unterscheidet [24].

Im HybProbe-Format kann das Sondendesign
Schwierigkeiten bereiten. Beide Sonden miissen unge-
fihr je 25 Basen abdecken, nahe beicinander hybridi-
sicren und ungefihr den gleichen Schmelzpunkt
haben. Es kann also durchaus problematisch sein, all
diese Kriterien zu erfiillen.

Im Hinblick auf einen Einsatz in der Routinedia-
gnostik mit einem hohen Probenaufkommen erscheint
der ABI PRISM 7700 SDS im Gegensatz zum Light-
Cycler durch das 96-well-Format und einen einheitli-
chen Auswertungmodus geeigneter. Die Stirke des
LightCyclers liegt in der kurzen Dauer fiir einen PCR-
Lauf. Damit ist er fiir experimentelle Ansitze sehr gut
geeignet oder fiir einen Einsatz in der Diagnostik mit
kleinem Probenaufkommen, z.B. in der ALL-Diagno-
stik mit patientenspezifischen Proben.

MRD-Diagnostik mittels
Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Pongers-Willemse et al. [25] verglichen die Sensitiviat
der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR im TagMan-Format mit
zwei anderen, in der MRD-Diagnostik der ALL, ge-
briuchlichen Verfahren. Diese benutzen im Anschlul
an die PCR eine patientenspezifische, radioaktiv mar-
kierte Sonde. Bei der dot-blot-Methode wird das PCR-
Produkt nach der Gelelektrophorese auf eine Nitrocel-
lulose-Membran aufgebracht, oder beim liquid-hybri-
dization-Verfahren in eine Fliissigkeit gegeben. Die
Menge der Zielsequenz wird dann iiber eine Anreiche-
rung der Radioaktivitdt durch die Sonde bestimmt.
Ihre Daten zeigen, daf die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR
eine exakte Bestimmung des MRD-Niveaus in Kno-
chenmarkszellen erlaubt. Die dot-bot-Methode wies
eine gleiche, oder 10-fach hohere Sensitivitdt auf und
das liquid-hybridization-Verfahren war 10 bis 100fach
sensitiver. Trotzdem stellte sich die fluoreszenzbasier-
te Methode als eine echte Verbessung heraus, da der
Umgang mit Radioaktivitidt problembehaftet ist.

In der Abbildung 4 stellen wir den Verlauf von 4
CML-Patienten mit allogener KMT vor, deren bcr-abl-
Transkripte bestimmt worden sind. Aus dem periphe-
ren Blut dieser Patienten wurde nach der Guanidini-
um-Isothiocyanat-Phenol-Methode [26] RNA isoliert.
Nach Messung der optischen Dichte wurden je 1000
ng RNA durch eine RT in ¢cDNA umgeschrieben und
davon 100 ng in der PCR-Reaktion eingesetzt. Die
Messungen der ber/abl Transkripte erfolgte auf dem
ABI PRISM 7700 SDS, als Referenzgen wurde -
Aktin benutzt. Wie man im in der Abbildung 4 sehen
kann, sinkt die ratio [bcr/abl - f-Aktin] rasch nach
KMT ab und steigt mit der Entwicklung eines Rezidi-
ves wieder an. Daraufhin wurden die Patienten durch
eine Donor-Lymphozyten-Infusions-Therapie (DLI)
[27] behandelt, was sich in einem Abfall der ratio nie-
derschligt. Die Daten decken sich mit denen von Men-
sink et al. |28] und Eder et al. [29].
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Abbildung 4 Patientenveri&ufe.
DLI=Donor-Lymphozyten-Infusion, KMT=Knochenmarktransplan-
tation, ratio=Quotient aus bcr/abl- und -Aktin-Transkriptzahl.
Proben von vier CML-Patienten sind retrospektiv untersucht wor-
den. Alle Patienten erhielten eine allogene KMT und dann auf-
grund eines Rezidivs eine DLI-Therapie.

Ausblick

Die hier dargestellten fluoreszenz-basierten quantitati-
ven PCR Techniken stellen einen_deutlichen Fort-
schritt in der Diagnostik und der Uberwachung von
Neoplasien mit molekularen Markern dar. Dies gilt
beispielsweise fiir die CML, bei der nach KMT die Ki-
netik der zunehmenden oder abnehmenden bcr/abl
Transkripte eine Einschdtzung der Situation erlaubt.
die bislang nicht moglich war. Um einen Vergleich der
Daten verschiedener Laboratorien zu ermdglichen,
wiire eine Standardisierung der unterschiedlichen Ver-
fahren zur Quantifizierung notig. Als eine Verbesse-
rung der oben anhand der CML vorgestellten Methode
zur absoluten Quantifizierung ist ein Ansatz denkbar,
der in derselben Reaktion das Referenzgen mitquanti-
fiziert. Dariiber hinaus koénnten mehr als eine Zielse-



quenz in einer Reaktion detektiert werden, um weitere
fiir die Entwicklung von Leukédmien relevante Gene zu
quantitativ zu erfassen.
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