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[bookmark: _Toc21200][bookmark: _Toc5270][bookmark: _Toc11825][bookmark: _GoBack]一、概述
急性淋巴细胞白血病（Acute lymphoblastic leukemia，ALL）是常见的血液系统恶性肿瘤。随着联合化疗方案的不断优化和医疗条件的整体改善，新诊断的ALL患者完全缓解（Complete remission, CR）率可达到70%~95%，被认为是一种可治愈性恶性疾病。传统的治疗反应判断基于形态学检测，骨髓原始细胞比例<5%，外周血无原始细胞可被判断为形态学CR，这种方法检测骨髓中白血病细胞的敏感性通常在10-2。采用敏感性更高的多参数流式细胞术（Multiparameter flow cytometry，MFC）或定量聚合酶链式反应（Quantitative polymerase chain reaction，qPCR）进行检测，发现获得形态学CR的患者中30%~50%白血病细胞持续存在。这些在形态学CR患者中仍然可以被检测到的白血病细胞即被称为微小残留病（Minimal residual disease，MRD），也被称为可检测残留病（Measurable residual disease）。在ALL的治疗过程中对MRD进行有计划的监测，其临床价值已有共识。MRD状态可以反映治疗后的反应程度和白血病细胞负荷，也可以成为复发风险的预测因子，是决定患者的危险分层、预后判断、后续治疗选择的关键因素之一，也因此成为临床治疗中进行疾病监测的良好生物标记物。
虽然对ALL患者进行MRD检测已经成为临床实践中的常规手段，但在新药研发临床试验中合理应用MRD却依然面临诸多挑战。首先，MRD检测的方法学并不统一，各临床单位和实验室的操作流程存在差异，对检测结果的解读可能受操作人员技术水平的影响。其次，MRD阳性/阴性的判断界值也未获得完全共识，不同临床试验对标本的要求和标本采集的时间也并不完全一致。此外，国内尚无技术要求或行业标准对临床试验中进行MRD检测的方法、界值、数据/信息采集计划提出要求，或对MRD检测用于新药注册的实际价值予以明确。这些因素都直接影响抗ALL新药临床研发的推进和对临床研究结果的理解。
本技术指导原则针对在我国研发的抗ALL新药，对临床研究尤其关键性注册临床研究中进行MRD检测提出观点和建议，供药物研发的申请人和研究者参考。有关ALL新药临床研究计划和具体设计、MRD检测的方法学细节、伴随诊断研发的具体要求等内容，未被涵盖于本技术指导原则的范畴。本文所指的急性淋巴细胞白血病不包括成熟B细胞白血病/淋巴瘤。
应用本技术指导原则时，还请同时参考国际人用药品注册技术协调会（The International Conference for Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use，ICH）和其他国内外已发布的相关技术指导原则。
[bookmark: _Toc21053][bookmark: _Toc26451][bookmark: _Toc4073]二、ALL的MRD检测
[bookmark: _Toc23620][bookmark: _Toc13633][bookmark: _Toc2547]2.1 MRD检测的方法选择
临床上用于检测ALL MRD水平的常用方法包括多参数流式细胞术（MFC）和定量聚合酶链式反应（qPCR）。近年来，针对免疫球蛋白/T细胞受体基因重排（IG/TR）的二代DNA测序技术（Next generation sequencing，NGS）在临床中的应用日益广泛。在中国，MFC（目前多为4~6色）是应用最广泛的ALL MRD检测手段，技术相对成熟，多数三级甲等医院都具备MFC检测能力，但各实验室所采用的仪器、操作流程和对结果的分析解读能力存在差异。具有特定融合基因（如BCR-ABL1）的ALL通常选择逆转录（Reverse transcript）qPCR进行MRD检测，结果一致性较高。NGS在国内的应用时间短，通常由第三方检测机构完成，各实验室之间并没有统一的操作标准，无法保证结果的一致性。
[bookmark: _Ref31678]表 1 对微小残留病检测方法的评价
	方法
	优势
	局限性
	敏感性

	多参数流式细胞术
· 基线和缓解时白血病相关免疫表型比较法
· 不同于正常细胞表型法（DfN法）
	· 快速
· 可定量抗原表达水平
· DfN法不需要获得治疗前标本
	· 缺少统一标准
· 对操作人员的专业性要求高
· 需要新鲜活细胞
· 发生免疫表型转化时有假阴性风险
· 可能不能将恶性淋巴母细胞从正常的造血祖细胞中区分出来
	10-4（0.01%）

	针对免疫球蛋白/T细胞受体重排的等位基因特异性PCR（ASO-PCR）
	· 相对统一的操作和解读标准
	· 耗时耗力
· 需要治疗前标本
· 前体T细胞ALL结果准确性欠佳
	10-4~10-5（0.01~0.001%）

	针对特有融合基因的定量PCR
	· 操作简单
	· 只适用于不到50%的ALL患者
	10-5（0.001%）

	针对免疫球蛋白/T细胞受体重排的NGS
	· 敏感性高
· 高效
· 可同时检测多种克隆并追踪克隆演变
	· 缺少统一标准
· 需要治疗前标本
· 临床数据有限，检测结果的临床意义未得到充分验证
	10-6（0.0001%）

	ALL，急性淋巴细胞白血病；NGS，二代基因测序；PCR，聚合酶链式反应。


对上述细胞学（MFC）和分子学（qPCR、NGS）方法当前在临床应用中的优势和局限性总结见表 1，可见这些方法用于ALL MRD检测各有优劣，监管机构并不对临床试验中的检测方法行特别规定。申请人应该根据目标人群选用适用性强、敏感性和特异性高、可重复性良好、且有充分的数据证明其检测结果临床意义的检测方法，方法的敏感性应不高于MRD临界值的1/10（若临界值为0.01%/10-4时，敏感性≤0.001%/10-5）。在某一项临床试验中，应该采用统一的方法对所有受试者进行MRD检测，并在研究方案中预先明确。如果计划在一项临床研究中同时采用多种方法进行MRD检测，应该提前说明以哪种方法的检测结果进行主要分析。
[bookmark: _Toc32731][bookmark: _Toc18345][bookmark: _Toc4132]2.2 MRD检测的方法学要求
针对具体的检测方法，在临床试验方案的制定过程中应针对该检测方法的特征和局限性拟定标准或解决方案。
[bookmark: _Toc11335][bookmark: _Toc9708][bookmark: _Toc29594]2.2.1细胞学检测方法
申请人如果计划在临床试验中采用细胞学方法即MFC进行MRD检测，至少应该说明或考虑以下问题：
· 预先规定标本采集时需要获得的细胞数下限。
· 使用一致的抗体和荧光组合、分析模板（如设门策略）。
· 提前分析治疗是否会影响某一抗原的可检测性。
· 评估化疗后正常的骨髓细胞被误读为肿瘤细胞的可能性。
[bookmark: _Toc3510][bookmark: _Toc14089][bookmark: _Toc21900]2.2.2分子学检测方法
申请人如果计划在临床试验中采用分子学方法进行MRD检测，至少应该说明或考虑以下问题：
· 提出针对核酸质量和数量的要求。
· 通过计算DNA含量获得细胞数量时，应该考虑设立阳性对照，以避免因DNA质量问题导致的假阴性。
· 明确是否需要获得/保存诊断时的样本。
[bookmark: _Toc28800][bookmark: _Toc31478][bookmark: _Toc32613]2.2.3样本
对于ALL患者MRD状态的检测和监测，最佳的检测样本为骨髓，并且建议采用骨髓穿刺成功后第一次抽吸或最初抽吸获得的标本。如果计划采用外周血作为分析样本，应该说明理由并提供依据。
3、 [bookmark: _Toc21519][bookmark: _Toc1489][bookmark: _Toc29883][bookmark: _Toc27657][bookmark: _Toc25102]ALL新药研发中的MRD应用
[bookmark: _Toc22086]3.1 临界值的选择
在抗ALL新药的临床试验中所选择的MRD临界值取决于使用MRD的目的。现阶段，MRD阴性（或不可测）意味着骨髓中每10000个有核细胞中的白血病细胞少于1个（即MRD水平<10-4）。MRD反应则被定义为：采用足够敏感的检测方法，骨髓MRD水平降低至10-4以下。采用MRD水平作为人群复发风险预测指标时，达到首次或二次CR但MRD水平持续≥0.1%（10-3）被认为具有更高的复发风险。随着检测技术的发展和治疗手段的更新，具体的MRD临界值可能会发生变化。申请人应该为具体的MRD水平界值提供依据。
[bookmark: _Toc29327][bookmark: _Toc30602][bookmark: _Toc11088]3.2 早期探索性临床研究中的应用
考虑到MRD对于ALL患者的诊疗具有非常重要的临床价值，强烈建议申请人在早期探索性临床研究中即对受试者进行MRD状态的监测；如果研究对象为既往接受过治疗的患者，建议充分收集受试者既往治疗过程中的MRD相关信息。监测的方法和流程应该符合临床实践中形成的共识。早期探索性临床试验中获得的MRD相关数据可以为推荐剂量、目标人群的选择提供依据，也可用于分析MRD状态与临床终点之间的相关性。
[bookmark: _Toc18214][bookmark: _Toc2983][bookmark: _Toc4491]3.3 关键性注册临床研究中的应用
对于抗ALL新药关键性注册临床研究，MRD信息的收集和MRD状态的监测在人群的选择和富集、疗效判断和疾病监测的过程中有重要价值。
[bookmark: _Toc11316][bookmark: _Toc1052][bookmark: _Toc16744]3.3.1人群选择
MRD状态是独立的ALL复发风险因子，申请人应该考虑将MRD作为临床试验中的随机分层因素、筛选高风险人群的指标或亚组分析的生物标记物。例如，在以复发难治性ALL为目标人群的临床试验中，可收集患者既往治疗/末次治疗缓解状态中的MRD水平，作为随机分层的因素；以新诊断患者为目标人群时，以是否实现MRD阴性或MRD水平对其他有效性指标进行亚组分析。
[bookmark: _Toc2238][bookmark: _Toc25804][bookmark: _Toc28310]3.3.2人群富集
MRD状态也可以成为ALL临床研究中富集人群的指标。例如以治疗后已获得血液学CR的患者（计划维持治疗/移植）作为目标人群时，采用（某一治疗节点的）MRD水平作为富集人群的生物标记物，将既往治疗史不同的ALL患者纳入同一研究以扩大潜在受试人群。
[bookmark: _Toc16311][bookmark: _Toc7494][bookmark: _Toc10907]3.3.3疗效终点
现阶段，以首次或二次治疗达到血液学CR但是MRD水平持续≥0.1%的前体B细胞ALL患者作为目标人群时，接受MRD反应率作为替代终点的临床研究设计。由于MRD反应率并非临床终点，其结果的可靠性受检测手段的影响，与总体生存时间（Overall survival，OS）、无复发生存时间（Relapse free survival，RFS）、无进展生存时间（Progression free survival，PFS）和无疾病生存时间（Disease free survival，DFS）等临床终点的相关性强度，可能因人群、治疗环境和药物机制的不同而发生变化，以该替代终点获批上市通常为附条件批准，并需要结合反应持续时间和/或是否因治疗带来其他临床获益综合考量。申请人应该通过在同一研究继续治疗随访，明确基于OS、RFS、PFS和/或DFS等临床终点的治疗获益，或在相关人群中开展其他随机对照研究，以临床终点作为主要疗效终点开展确证性临床研究。
在以其他疗效指标作为主要疗效终点时，MRD反应率也应该是重要的次要疗效终点。针对复发难治ALL患者的新药，如果可以获得持久的CR，MRD反应率是治疗疗效的有力支持。所有ALL适应症关键性注册研究，均应该对治疗后的MRD反应率进行评价。
对MRD反应率进行计算时，可用达到血液学CR的所有受试者作为分析人群，也可用所有接受治疗的受试者作为分析人群，取决于临床试验所纳入的受试人群和计算反应率所针对的具体问题。作为主要疗效终点时，应该基于意向治疗（Intent-to-treat，ITT）人群计算MRD反应率，而非血液学CR人群或MRD可评估人群，因各种原因未进行MRD评价的受试者应该被视为无反应者。计算MRD反应率时，如何要求血液学缓解者的外周血细胞计数的恢复状态，应在具体试验中另行讨论，不在本技术指导原则中展开。
需要注意的是，虽然已有相当充分的证据表明MRD水平与复发风险/长期预后高度相关，但学术界对其相关程度的认识可能随对疾病认识的深入、新治疗手段的出现和MRD检测技术的改进发生变化。MRD反应率作为疗效终点的监管考虑可能因产品的作用机制、治疗目的有所调整，申请人在开展关键性临床研究之前应与审评专业技术机构进行充分的沟通交流。
[bookmark: _Toc17769][bookmark: _Toc5454][bookmark: _Toc10757]3.3.4检测时间点
ALL整个治疗期间应强调规范的MRD检测。MRD的检测点因治疗方案和研究人群而有所不同，申请人应该在临床研究方案中明确提出MRD的监测计划。临床试验中：对于新诊断和复发难治患者，至少应该在首次获得血液学CR时开始启动MRD水平监测；对于已经获得血液学CR而需要接受维持治疗或造血干细胞移植的患者，应该在维持治疗/移植前确定MRD状态，维持治疗期间至少每3个月检测一次MRD水平，移植患者则至少在移植后第100天检测一次MRD水平。
[bookmark: _Toc18630][bookmark: _Toc21583][bookmark: _Toc3402]3.3.5对临床研究开展和执行的其他要求
无论采用何种检测方法，在关键性注册临床试验中应采用中心实验室的检测结果，对MRD状态进行确认或作为相关疗效指标的计算依据。建议临床试验申办者分析本地实验室检测结果和中心实验室检测结果的一致性，并对检测失败的情况进行跟踪统计。申请人应该在新药注册时提供中心实验室MRD检测的操作流程。
开展抗ALL新药的临床研究，应尽可能获得接受筛选者/受试者既往MRD水平的完整记录（包括出现反应的时间、MRD水平、MRD复发时间等）。建议尽可能获得既往MRD检测的完整信息，例如检测方法、实验室信息和检测报告，尤其是初次诊断时的相关信息。
[bookmark: _Toc18209][bookmark: _Toc24534][bookmark: _Toc16862]四、总结
本技术指导原则旨在阐述药品审评专业技术机构当前对抗ALL新药临床研究中MRD检测的观点和认识，不具有强制性的法律约束力。期望通过明确MRD对于ALL新药研发的价值，对临床试验中MRD的检测方法、临界值、检测计划、相关信息/数据的采集提出规范化要求，以提高临床试验中MRD检测结果的可靠性和可比性。本技术指导原则不能涵盖ALL MRD检测和评价的全部内容，鼓励研发从业者与药品审评专业技术机构及时沟通，持续完善本技术指导原则。
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