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摘要
目前血液淋巴疾病的概念，強調疾病臨床表現、形態、免疫及分子基因特性的整合，來做血液淋巴疾病的診斷及分類。故而血液淋巴腫瘤的診斷及分類已非單純接受傳統解剖病理訓練的專科醫師能單獨勝任。此次於美國約翰霍浦金斯醫院病理部進修，分別跟隨Dr. Borowitz參與血液病理常規閱片及簽發報告，並至病理部分子診斷實驗室學習分子診斷技術及參加FLT3臨床研究。期望能熟悉國外主流病理實驗室的運作方法，改善我們目前血液病理的診斷技術及臨床服務。
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目的

惡性腫瘤已連續17年蟬連國人十大死因第一位，而其中第九位非何杰金淋巴癌與第十三位白血病均為血液淋巴腫瘤。由於化學治療的進步，血液淋巴腫瘤只要能早期發現、正確診斷、及時治療，不僅存活率大大提升，甚至某些白血病在小孩子可完全治癒。但血液淋巴腫瘤種類繁多，分類相當複雜，若非專家很難正確診斷。而某些血液淋巴腫瘤病程進展迅速，稍有延遲很容易會造成造成惡化，甚至於死亡。
    長久以來，病理專科醫師在診斷血液淋巴腫瘤疾病就存在著相當的困難。一方面是因為血液淋巴腫瘤與其他常見腫瘤不同，血液淋巴腫瘤細胞與正常生長分化中的血液淋巴細胞在形態上極為相似甚或相同。故而在部分採樣的病患檢體上無法明確分別惡性細胞或良性細胞。另一方面，也有可能是因為過去二十年來，分子生物學及免疫學的快速發展，造成血液及免疫系統的知識爆炸，新的方法和技術的應用，觀念和知識不斷更新，使得在醫院中從事臨床診斷的病理醫師很難跟上研究人員的腳步。而其中各種理論及發現更是相當雜亂，若不是十分熟悉血液淋巴病理觀念的主流演變及免疫分子基因的方法，光靠閱讀論文期刊，是非常不容易釐清觀念的混淆與相互之衝突。
    自1994年，來自歐、美及亞洲，19人組成國際淋巴瘤研究團體，提出了修正版的歐美淋巴瘤分類。在這個分類中，特別強調淋巴瘤的診斷須依照疾病的臨床表現、腫瘤形態、免疫特性及分子基因特徵的統合。新的世界衛生組織的血液腫瘤疾病分類，基本上也是延續94年歐美淋巴瘤分類的概念，強調疾病臨床表現、形態、免疫及分子基因特性的整合，來做血液淋巴疾病的診斷及分類。故而血液淋巴腫瘤的診斷及分類已非單純接受傳統解剖病理訓練的專科醫師能單獨勝任。

    本院病理檢驗部目前除一般常規組織切片染色外，也備有自動免疫染色設備及染色體實驗室，而分子基因檢驗也正積極發展中。但檢驗之成敗不僅只於設備，人員訓練也相當重要。對血液淋巴疾病來說，完成各單項檢驗，若無法統合判讀並無法完成最後正確之診斷。而各項檢驗結果的統合，需要有同時熟悉各項檢驗的方法的人做最後的診斷的判定。目前本院病理檢驗部血液淋巴疾病的診斷由職楊靜芬醫師負責，本次出國進修之目的主要在於是增強血液淋巴疾病診斷能力，加強研究技術，統合傳統顯微鏡檢查、各項免疫基因檢驗方法及其他檢查結果，以完成正確之最後診斷。所選擇的地點為Johns Hopkins Medical Institutions。Johns Hopkins不僅歷史悠久，在各項醫療照護、研究發展的成就也是有目共睹，且已連續十幾年榮獲全美十大最佳醫院。期望能熟悉國外主流病理實驗室的運作方法。 學習到他們顯微鏡下細胞形態及組織免疫染色的判讀，熟悉單株抗體的處理及應用，免疫組織染色方法，流體細胞圖譜及抗原回復方法，研習分子基因的方法及結果判讀並學習各項方法的品質管理。
過程

抵達美國後，安頓下來，到Johns Hopkins完成了報到手續，接著見到了Borowitz教授。教授為血液病理的主任，從事醫學院及醫院教學活動，簽發血液病理報告，也掌管flow cytometry實驗室，及一些臨床病理研究。

前幾個月的活動主要參與血液病理形態學診斷。每天早上住院醫師預先準備好個案，查好臨床資料，例如clinical history，CBC，DC…. ，並先自己的閱片練習判讀，再與負責簽發報告的主治醫師一同於多頭顯微鏡閱片。閱片時先看H&E染色之切片及細胞抹片，配合臨床資料做一初步判讀，再針對幾種鑑別診斷做免疫化學染色，或免疫流體細胞染色。某些個案甚至需要使用in situ hybridization 或送分子病理實驗室特殊分子病理檢驗幫忙診斷。 

Johns Hopkins可以做的免疫化學染色非常多，使用也很頻繁。往往一個個案染七種八種甚至十幾種染色的非常常見。這並非美國人浪費或缺失，而是像B細胞的染色就需要兩三個抗體，因各個時期的淋巴球細胞有不同的抗原表現，且腫瘤細胞也常有部份抗原的流失，需要多個抗體來確認，而這種情況在T細胞的腫瘤更是普遍，T細胞腫瘤的特性就是會喪失部份的T細胞抗原，所以沒有多個抗體來確認，是無法做出正確的診斷。這方面國內因為健保給付的限制，染較多的免疫化學染色容易遭到剔退刪除。並且限於成本及使用率，國內也很少有實驗室能備齊每一種抗體。但在醫學中心，相當於轉診的最終醫院，是應該有能力做出較完備的診斷。另外，在本院細胞抹片及流體細胞染色也分散在臨床科的實驗室中，這對於統合資料來診斷及整體的品管控制上是較不便的。

在Johns Hopkins血液病理每天約有十幾個個案，除院內自己的個案外，也有一些是其它單位或醫院委請專家診斷的。轉診、轉檢、委請專家診斷或做第二個診斷意見的情況在美國相當常見，這應是國內外醫療體系的不同所致。且美國的醫療訴訟很多，醫療診斷時相當的謹慎。謹慎在某種程度上是好的，但過分的謹慎保守，易形成防禦性醫療(defensive medicine)，而影響到整個醫療行為與醫病關係，某種程度上也增加了醫療支出與費用，這引起整個美國醫學界的重視。相同的在病理上診斷也是趨向保守，且各種極少可能的鑑別診斷也需注意，這也該算是受到一些影響。於抹片、切片、免疫染色診斷時，仍不能有非常確定的診斷，或有一點不放心或不很確定時，一般都會做分子病理檢驗。不僅抹片、切片、免疫染色這些費用保險會給付，分子病理的費用保險也都涵蓋包括。因為在病理上做出確定且正確的診斷，是最重要的，同時也是節省治療成本最有效的方法。

一般routine的個案中，感染、腫瘤的個案都有。在淋巴腫瘤方面，在美國比較常見的個案也與國內不同。美國常見的多是Hodgkin’s disease，B cell lymphoma，尤其是follicular lymphoma比國內多。而國內常見的T cell lymphoma在美國就較少看到，這應該是人種上的差別。

Johns Hopkins血液病理有四位主治醫師以上的醫師及教授，日常的診斷工作由各醫師輪流做診斷。遇到困難的案例，每天中午舉行科內討論會，就這些個案進行討論。這不僅可避免個人的盲點，很多個案經過討論後，更容易清楚掌握。另外對年輕醫師於會議上也是一個很好的學習，這對於教學上非常有幫助。而這種會議對於診斷的品質的提昇也有很大的功能，大家都非常認真的進行。十一月Johns Hopkins病理接受評鑑，審查委員也非常重視此項會議的內容及記錄。除中午的會議外，病理醫師每週也與血液科及腫瘤科臨床醫師一起開個案討論會，雙方可更進一步的了解個案的內容，對於診斷及臨床的處置有不少幫助。另外，Johns Hopkins病理部也有一些教學活動及研討會可以參加，例如，週一中午有Unknown case conference，週二週三上午有住院醫師的教學活動，週五有臨床病理的教學，內容相當充實。

後面幾個月，有機會到分子診斷實驗室觀摩，也實際操作一個小的研究實驗。分子病理實驗室，與血液病理日常診斷位於不同的建築，但關係相當密切，每週都有十幾個個案送來做檢查。一般常送的檢查有T cell 的TCR rearrangement及B cell IgH gene rearrangement test，這對淋巴瘤的診斷非常的有幫助。另外與血液病理有關的常見的檢查有bone marrow engrafment, bcr-abl及其他有關血液腫瘤預後之分子檢驗。分子病理實驗室，有兩位專責分子病理專科醫師輪流負責簽發報告，技術人員將實驗完成後，交由實驗室技術負責人檢查positive control, negative control，再交由臨床研究員匯整臨床資料，每天下午再與負責之主治醫師一起發報告。我除了參加分子病理每日例行之簽發報告外並進行granulocytic sarcoma之FLT3 mutation的研究。FLT3是class III receptor tyrosine kinase，表現於早期的造血細胞上頭，與幹細胞的分化有關。許多骨髓性白血病表現有FLT3 mutation，而目前有兩種FLT3 mutation已被發現，其一為Internal tandem duplication (ITD)，另一為D835。有這兩種FLT3 mutation的白血病患者，一般容易復發且預後較差。整個過程中包括PCR，enzyme digestion，及capillary electrophoresis，詳細過程如附件一。研究中一共做了二十一個 granulocytic sarcoma，由paraffin block中抽取DNA，但有些個案因標本固定及保存之因素，所抽取之DNA無法提供好的分析結果。最後共有3個案有FLT3 mutation，約佔百分之十。

分子病理實驗室的布置較為分散，分成很多的小房間，進出都要管制刷卡，但常在實驗當中要進出很多個房間準備材料及儀器，手套要脫要戴相當麻煩，若不小心還容易污染，這一點是比較不理想的。實驗室的儀器都有詳細的操作說明，有問題也可向技術人員詢問，實驗上過程遇上問題或routine case有問題，也可與實驗室的負責人討論。
心得

血液病理的疾病是需要臨床表現、抹片、切片、免疫化學染色與分子病理等資料綜合來判讀診斷，其內容相當複雜，所須的專業人員也相當多，任何一個環節都相當重要，且缺一不可。

免疫化學染色為診斷血液病理常用且必需的工具，所需的抗體非常多，使用也很頻繁。因各個時期的細胞有不同的抗原表現，且腫瘤細胞也常有部份抗原的流失，需要多個抗體來確認。

分子病理技術對於血液病理診斷有很大幫助，且目前很多尚且在於研究實驗階段，值得進一步推廣應用於日常診斷。當然除了技術設備上的努力外，檢查所需要的費用問題，更有待病理界的努力與突破。

T cell neoplasm為東方人較常見之淋巴腫瘤，我們尚有可努力的空間。

轉診、轉檢、委請專家診斷或做第二意見的方式，或許可應用於國內醫療資源較欠缺的地方，畢竟是沒有辦法每個醫院都有完整的血液病理常用免疫染色抗體及分子病理檢驗，並且重覆設置利用率也很難提升。

病理診斷時需相當相當的謹慎，除要綜合前述的各項資料外，有任何問題一定要進一步做其它檢測，或與其它醫師討論。這不僅可避免個人的盲點，很多個案經過討論後，更容易清楚掌握。畢竟在病理上做出確定且正確的診斷，是最重要的。

建議

此次申請之衛生署特殊科醫師出國進修僅有六個月的時間，進修時間實在很短，一開始忙著安頓，報到及熟悉環境，待一切就序，慢慢進入狀況，各種事情漸漸上手，又快到結束的時候。並且血液病理的範圍很廣，內容也很複雜，六個月的時間僅能了解其概況。若能有一年的進修時間，較能深入研究，也較有機會從事special topic study。也期待健保機關及審查單位能了解，血液病理需要各種免疫化學染色甚至分子病理，才能有明確及更進一步的診斷，早日將免疫化學染色的限制免除，並將分子病理納入保險給付之中。
FLT3 mutation assay

Purpose

This assay detects two different types of somatic mutation which occur in the FLT3 gene.  One type of FLT3 is the Internal Tandem Duplication (ITL) mutation which occurs in the juxtamembrane (JM) region (exons 11-12) of FLT3.  This assay also detects point mutations which alter Aspartic Acid residue 835 (D835) in the tyrosine kinase activation domain of FLT3.

Principle/Background

FLT3 is a class III receptor tyrosine kinase which is expressed on early hematopoietic progenitor cells and plays an important role in stem cell differentiation.  In addition to being aberrantly expressed in many leukemias, two different types of FLT3 mutation have been identified.

Internal tendem duplication (ITD) mutation arise from duplications of the juxtamembrane (JM) portion of the FLT3 gene and result in constitutive activation of the FLT3 protein.  This alteration has been identified in 20-30% of patients with Acute Myeloid Leukemia (AML) and ~3% of patients with Myloid Dysplastic Syndrome (MDS).  FLT3 ITD mutations have been associated with increased relapse risk (RR), adverse disease-free survival (DFS), and overall survival (OS).  In a multivariate analysis of 854 AML patients, the presence of a FLT3 ITD mutation was the most significant prognostic factor predicting relapse risk (RR) and disease free survival (DFS)(Ref Kottaridis et al.).

The second type of FLT3 mutation, missense mutations at the aspartic acid residue within the activation loop of the gene (D835), occur in approximately ~7% of patients with AML, ~3% of patients with MDS and ~3% of patients with Acute Lymphocytic Leukemia (ALL).  Mutations in D835 also appear to constitutively activate the FLT3 receptor and may portend a worse disease-free survival (Ref Yamamoto et al.).

The FLT3 Mutation Assay is designed as a multiplex PCR to amplify the JM portion (exons 11-12) and TK2 region (encompassing D835) of FLT3 simultaneously.  After amplification, PCR products are digested with the restriction endomuclease EcoRV and separated by capillary electrophoresis.  The size of the resulting products permits the identification of both ITD and D835 FLT3 mutations.

Specimen

Type: DNA extracted from peripheral blood or bone marrow samples.

Handling conditions: Extracted DNA is stored at 4° ± 3°C for up to 7 days or frozen at -20° ± 10°C indefinitely.

Equipment and Materials

Equipment:

9600 or 9700 termal cycler

ABI 310 or 3100

Materials:

Sterile dH2O (Sigma)

2.5 uM dNTPs (Applied Biosystems)

10 X Buffer (15mM) (Applied Biosystems)

TaqGold (5U/uL) (Applied Biosystems)

EcoRV (Invitrogen. Supplied with 10X React 2 buffer)

Primers (Oligos Etc)

11F: 5’FAM-gcaattaggtatgaagccagc-3’
12R: 5’HEX-cttcagcattttgacggcaacc-3’
D835F: 5’TET-gtaaaacgacggccagccgccaggaacgtgcttg-3’ (underline = M13F)

D835R: 5’-caggaaacagctatgacgatatcagcctcacttgcccc-3’ (underline = M13R, bold = EcoRV site)

Pipetmen, ice tray/ice, PCR tubes, Eppendorf tubes, aerosol-resistant pipette tips, PCR workstation

Preparation:

See Master Mix worksheet for how to prepare FLT3 master mix

Storage Requirements:

All reagents are stored at -20°C, except dH2O is stored at 4°C

Quality control:

Three contrls are run with each assay

No template control (dH2O)(store at 4°C)

ITD positive/D835 negative (store in control box at -20°C in PCR room)

ITD negative /D835 positive (store in control box at -20°C in PCR room)

Procedure-Stepwise:

PCR reaction

1. Quick-thaw frozen DNA samples, controls, and PCR reacgents; immediately place them on ice

2. Aliquot the appropriate amount of FLT3 Master Mix into a 1.5 ml eppendorf tube (see FLT3 worksheet).

3. Add the appropriate amount of TagGold to the Master Mix

4. Pipet 45 ul of Master Mix (with TagGold) into each PCR tube.

5. Add 500 ng control or patient DNA or 5 ul of H2O

6. Add the appropriate amount of sterile H2O to each tube to bring the total volume of each reaction to 50 ul

7. Cap all tubes and place them in an ABI 9700 thermal cycler and run program “FLT3PCR” which consists of 35 cycles of


95°C for 9 min


95°C for 30 sec


56°C for 1 min


72°C for 2 min


72°C for 7 min


4°C for ∞
8. After amplification, the samples are ready to be digested.  If digestion will be delayed, the PCR products can be left in the thermal cycler (at 4°C) or placed in a refrigerator at 4°C indefinitely.

EcoRV digest

1. Immediately before use, prepare EcoRV/Buffer mix: for each reaction (plus an extra) mix the following:


0.5 ul EcoRV


1.0 ul React 2

2. Place clean PCR tubes in the same holder wich contains the PCR amplified products.

3. Aliquot 8.5 ul of each PCR product into the corresponding tube or digestion

4. Add 1.5 of EcoRV/Buffer mix to each reaction

5. Place the tube in the thermal cycler and run program “FLT3DIGESTGIBCO” which consists of


37°C for 1 hour


65°C for 10 min


4°C for ∞
6. After digestion, the samples are ready for capillary electrophoresis.  If capillary electrophoresis detection will be delayed for any reason, PCR products may be stored at 4°C.  Keep the PCR/digest products protected from light as much as possible

Capillary electrophoresis

1. label a set of Perkin Elmer 0.2 mL tubes for the number of samples to be run.

2. Prepare a size standard reaction pool for samples to be run by combining 12.0 ul of HidiFormamide and 0.5 ul of TAMRA GS500 size standard (AB) for each sample (plus one extra).  Pipette 12.5 ul of reaction mixture of each tube of PCR product.

3. Add 2.0 uL of Digest PCR product to each tube

4. Denature sample mixtures for 2 min at 95°C.  This is program #128 on the PE9600 or “prehtabi” on the PE9700 thermocyclers

5. Place tubes on ice for a minimum of 1 minute

6. Remore the strip caps and place septa strip and then white covers over the tubes.  Make sure the septa strip and white cover are flush with each other and snapped into place.  Check for bubbles in the bottom of the tube and shake to release.  The bubbles will cause improper electrophoresis.  Note that the only tray that will fit into the ABI is the PE9600 tray.  Always start with position A1 on the 96-well tray

7. See appropriate protocol for use the ABI genetic analyzer

8. ABI parameters:


Run time = 27 min


Injection time = 8 min


Module C


Matrix C


Size standard = Tamara 500

9. After capillary electrophoresis is complete, transfer the data to the G3 via a zip disk

10. Re-analyze the data by changing the size standard to the most recent one being used

11. Print all patient and control results on scale and attach to the worksheet

Reporting results

Reporting format:

For the D835 mutation:

The presence of only a single green peak, migrating at 81 bases indicates the presence of wild type sequence only.  The wild type peak height (81 bases) must be greater than 3000 for proper interpretation

The presence of two green peaks migrating at 130 and 81 bases indicates the presence of a D835 mutation

If a mutant peak (130 bases) is present in the absence of a wild type peak (80 bases), this may indicate LOH.

The presence of a peak at 151 bases indicates incomplete digestion of the PCR product.  If the 151 base peak or any additional green peaks are present, notify the lab supervisor.

For the ITD mutation:

The presence of only a single blue/black peak migrating at 330 bases indicates the presence of wild type sequence only.  The wild type peak height (330 bases) must be greater than 3000 for proper interpretation.

The presence of an additional blue/black peak (in addition to the wild type peak at 330 bases) that is Larger than the wild type peak indicates the presence of an ITD mutation.

If an ITD peak is present in the absence of a wild type peak, this may indicate LOH of the wild type allele.

If an blue only or black only peaks are present, or a blue/black peak that is Smaller than the wild type peak, notify the lab supervisor.

Prepare reports using the following table:

	D835 Result
	ITD Result
	Autotext

	No mutation detected
	No mutation detected
	FLT3 Neg

	Positive
	No mutation detected
	FLT3 D835 Pos

	Positive
	No mutation detected
	FLT3 D835 Pos LOH

	No mutation detected
	Positive
	FLT3 ITD Pos

	No mutation detected
	Positive
	FLT3 ITD Pos LOH

	Positive
	Positive
	FLT3 Pos Both


Procedure notes:

Key differences between FLT3 and other CE applications

1. Run time on the capillary is 27 min

2. After transferring the data to the G3, re-analyze the data by using the most recent Tamara size standard

3. If the result appears to be wild type (for either the ITD or D835), the wild type peak height must be greater than 3000.

Limitations of the procedure:

The lower limit of detection for each mutation is approximately 10%

False negatives for the ITD mutation are possible if the ITD mutation is greater than 540 bases.  As of 1/1/02, this has never been reported.

This assay dose not detect FLT3 mutation other than ITD and D835.
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