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Souhrn

Pres veskeré usili a pouzivani stale uc¢innéjsich 1é¢ebnych protokola zustava chronicka lymfocytarni leukemie prak-
ticky nevylécitelnym onemocnénim (jedinou potenciilné kurativni metodu predstavuje alogenni transplantace krve-
tvornych bunék). Ackoliv se u mnohych pacienti lécbou podari dosahnout kompletni klinické remise, konvencni te-
rapie vede jen u malé ¢asti pacientii k vymizeni minimalni rezidualni nemoci (sniZeni poc¢tu nadorovych bunék pod
urovei jejich detekce modernimi metodami). Pretrvavani rezidualnich bunék, které nejsou konvencénimi zpisoby (cy-
tologie, histologie, konvencni pritokova cytometrie) zjistitelné, je podkladem relapsti onemocnéni. S uzitim novych
1é¢ebnych postupii — podavani monoklonalnich protilatek, chemoimunoterapie, transplantace hematopoetickych kme-
novych bunék — bylo mozné u vyznamné casti pacienti dosahnout lepsich 1écebnych odpovédi ve smyslu sniZeni po-
¢tu nadorovych bunék detekovanych modernimi metodami s vysokou citlivosti. Soucasné poznatky naznacuji, Ze ne-
pritomnost miniméalni rezidualni nemoci po 1é¢bé je spojena s lepsi prognézou a vymizeni minimalni rezidualni ne-
moci se stale castéji stava cilem klinickych studii. Prace shrnuje soucasné poznatky o sledovani minimalni rezidual-
ni nemoci u chronické lymfocytarni leukemie a jeho mozné vyuziti v bézné klinické praxi.
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Summary
Bezdickova L., Spacek M., Pekova S., Kozak T.: Minimal residual disease in chronic lymphocytic leuke-
mia: methods of assessment and clinical significance

Despite all effort and use of more effective treatment protocols, chronic lymphocytic leukemia remains an incurable
disease (the only potentially curative method is allogeneic hematopoietic stem cell transplantation). Although com-
plete clinical remission is reached in many patients following treatment, conventional chemotherapy rarely leads to
the decrease of tumor cell burden bellow the limits of sensitivity of modern methods, i.e. to minimal residual disease
negativity. The persistence of residual tumor cells, undetectable by standard techniques (cytology, histology, conven-
tional flow cytometry), underlies the relapses of the disease. The use of new treatment strategies - application of mo-
noclonal antibodies, chemoimmunotherapy, hematopoetic stem cell transplants - made it possible to improve the tre-
atment response in terms of diminishing the number of tumor cells detectable by modern methods with high sensiti-
vity. Current knowledge suggests that minimal residual disease negativity might confer better prognosis and eradi-
cation of minimal residual disease is becoming the end-point of clinical studies. The paper summarizes the current
view on the assessment of minimal residual disease in chronic lymfocytic leukemia and its possible use in daily clini-
cal practice.
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Uvod

vy s

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL), nejc¢astéjsi
leukemie v zdpadnim svéte, byla tradicné povazovana za
indolentni onemocnéni postihujici pfevazné starsi popu-
laci. Terapeuticky postup se po dlouhou dobu opiral
o strategii ,,watch and wait* a poddvanim alkylacnich 14-
tek pfi progresi choroby bylo jen vzacné dosazeno kom-
pletni hematologické remise. V poslednim desetileti by-
la rozpozndna heterogenni povaha CLL a na zdkladé
biologickych ukazateld (pfedev§im mutacniho stavu ge-
nt pro t€zké fetézce imunoglobulind (1, 2), pfitomnosti
specifickych chromozomadlnich aberaci (3) a exprese cy-
toplazmatického proteinu ZAP-70 (4) identifikovany sku-
piny pacienti s odliSnou prognézou. MoZnosti 16¢by se

roz§itily o purinovd analoga, rizné typy kombinované
chemoterapie, chemoimunoterapii, monoterapii mono-
klondlnimi protildtkami a auto- i alogenni transplantaci
krvetvornych bunék. Témito prostfedky bylo mozné do-
sahnout u vyznamného podilu pacientd kompletni hema-
tologické remise. Piesto jsou u naprosté vétsiny pacientt
pretrvavajici rezidudlni leukemické buriky zdrojem relap-
su onemocnéni, vyzadujiciho dalsi 1é¢bu. Utoén4 terapie
vede Casto ke sniZeni poctu leukemickych bunék pod tro-
ven jejich detekce konvenénimi metodami (cytologie, hi-
stologie, konven¢n{ dvoubarevna prittokova cytometrie).
Modernimi, vysoce senzitivhimi metodami s citlivosti aZ
1/107-8 leukocytti (5), mohou byt u ¢asti pacientd tyto le-
ukemické bunky detekovany jako minimalni rezidudln{
nemoc (MRN). Vymizeni MRN po 1é¢bé bylo u jinych he-
matologickych malignit (napf. u akutni promyelocytarn{
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leukemie (6, 7), akutni lymfoblastické leukemie v dét-
ském véku (8, 9) a chronické myeloidni leukemie (10)
prokazano jako prognosticky piiznivé a na zakladé dosud
publikovanych dat Ize predpoklddat, Ze totéZ by mohlo
platit i pro CLL (11-14).

Vzhledem k tomu, Ze dle amerického Narodniho insti-
tutu pro rakovinu (National Cancer Institute, NCI) tvor{
30 % nove diagnostikovanych osob s CLL pacienti mlad-
§1 65 let (15), a Ze pravé tito nemocni mohou profitovat
z agresivnéjsi terapie, predstavuje do budoucna sledova-
ni minimaln{ rezidudlni nemoci vyhodny nastroj nejen
k predikci progndzy, ale i k dlouhodobému monitorova-
ni a eventudlnimu ¢asnému zachytu relapsu, jesté pred je-
ho klinickou manifestaci.

Metody detekce MRN

V soucasné dobé jsou ke sledovani minimdlni rezidu-
alni nemoci u CLL vyuZzivany tfi metody (12, 16): PCR
s vyuZitim konsensudlnich (consensus, univerzalnich) pri-
merd k prikazu klonality IgH fetézcti, ASO-PCR (alle-
le-specific oligonucleotide — PCR s primery individual-
né navrzenymi pro kazdého pacienta) a pritokova cyto-
metrie (FCM). Vzhledem k absenci specifického cytoge-
netického markeru (jaké predstavuji naptiklad fizni geny
u chronické myeloidni a akutni promyelocytarni leuke-
mie), nenf tento pristup ke sledovani MRN u CLL pou-
Zivan. PCR s vyuzitim konsensudlnich primert vykazuje
v porovnani s ASO-PCR i vicebarevnou pritokovou cy-
tometrii vyrazné niz§i senzitivitu, a proto se od ni v po-
sledni dobé ustupuje. ASO-PCR je metodou nejcitlivéjsi
(je schopna detekovat 1 nddorovou buiiku na 1058 leuko-
cytl), ale Casové i ekonomicky nejnarocnéjsi (viz nize).
Porovnani obou posledné jmenovanych metod znazornu-
je tabulka 1.

Priitokovd cytometrie

Pritokovou cytometrii byly ptivodné CLL buriky iden-
tifikovany na zdkladé koexprese znak CD5 a CD19 (17).
Dvoubarevnd FCM se ale stdvd méné presnou pii pieva-
ze normdlnich lymfocytd a pfetrvavani jen malého poctu

Tab. 1. Srovnani{ nejcastéji uzivanych metod detekce MRN.

leukemickych bunék (12). Ctyfbarevnd FCM umoziiuje
lepsi separaci nddorovych bunék od zdravych lymfocy-
tt, ma dostate¢nou citlivost (1 nddorova burika/104-5 le-
ukocytil), v porovndni s real-time kvantitativni PCR (RT-
Q-PCR) je ekonomicky a ¢asové méné narocnd a v sou-
Casné dobé se jevi jako v praxi nejlépe pouZzitelnd. V ro-
ce 2007 (18) byl pod hlavickou Evropské vyzkumné ini-
ciativy pro CLL (ERIC) zvefejnén standardizovany pfi-
stup ke sledovani MRN pomoci priitokové cytometrie. Pfi
sledovani 728 vzorku periferni krve a kostni dfené étyi-
barevnou FCM a RT-Q-PCR bylo dosaZeno 87 % konkor-
dance mezi obéma metodami u pacientll po 1é¢bé. Byly
vybrany ctyibarevné kombinace monoklondlnich proti-
latek (tab. 2) umoznujici identifikaci CLL bunék s limi-
tem detekce 0,01 % CLL bunék z leukocytt pro CLL s ty-
pickym imunofenotypem, piesnosti 96,7 %, senzitivitou
91,1 % a specificitou 98,8 %. Predpokladem k dosazen{
uvedenych parametrl je zejména naméfeni dostate¢ného
poctu udélosti (500 000 leukocyttii na zkumavku) a dd-
kladnd znalost charakteristiky gatovanych populaci CLL
bunék umoznujici spravné vyhodnoceni. Srovnatelnych
vysledki 1ze dosdhnout pii uziti doporuc¢enych klont jed-
notlivych monoklonalnich protilatek (pro B-lymfocytar-
ni markery) (18). Metodiku Ize s mimimalnimi Gprava-
mi aplikovat na jakykoliv cytometr s moZnosti ctyrbarev-
né FCM analyzy. Piiklady vystupt 4barevné FCM ana-
1Iyzy jsou znazornény na obrazcich la—1f. Vysledkem ana-
Iyzy je stanoveni procenta CLL bunék z leukocytl s uve-
denim limitu detekce pro dané méfeni (podstatné zejmé-
na u MRN negativnich vysledkt). Na internetu
(http://www.cll-mrd.org) je v soucasné dobé dostupny
kalkulator s moznosti rychlého a jednoduchého vypoctu
procenta rezidudlnich CLL bunék na zakladé standardné
naméfenych dat dle doporuceného postupu (obr. 2). Do
budoucna Ize predpokladat vyuziti 5 a vicebarevného zna-
Ceni, které sice ziejmé nezlepsi limit detekce, ale umoz-
ni zvysit citlivost metody a provést kompletni analyzu
vzorku v 1-2 zkumavkdach. Nutnou soucasti zavadéni me-
todiky flow-cytometrického sledovani MRN pomoci pri-
tokové cytometrie je kontrola kvality (korelace s PCR,
mezilaboratorni kontroly s vyménou vzorkd, optimaliza-
ce vyhodnocovanf jiZ naméfenych dat — spravnost hodno-

4barevna prutokova cytometrie RT-Q-PCR
Citlivost 10-422-5 (18) az 108 (5)
Dostupnost metodiku mozno zavést ve vétsiné laboratoii klinickych omezend

pracovist vybavenych pritokovym cytometrem

Rychlost stanoveni vysledky do druhého dne

vstupni vySetieni pro identifikaci klondlni IgVH
sekvence do tydne, pii kontrolnim vySetfeni vysledky
do druhého dne

Vstupni vySetieni
pred 1écbou nutné?

NE, ale vhodné

ANO

Moznost zamraZeni ANO, analyza ale méné presnd

ANO, v podobé RNA, DNA, viabilnich buné¢k

vzorku?
Vyuziti u atypickych omezené, snizend citlivost detekce metodou volby, senzitivita nezdvisi na imunofenotypu,
CLL technika je zaloZend na genetickém markeru, ktery je

stabiln{
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Tab. 2. Vybrané kombinace monoklondlnich protilatek ke stanoveni
MRN dle doporuceni ERIC (European Research Initiative on CLL) (18).

FL1 FL2 FL3 FL4
CD20 CD38 CD19 CD5
CD22 CD81 CD19 CD5
CD43 CD7% CD19 CD5
CD45 CD14 CD19 CD3

Posledni zkumavka slouzi k pfesnému stanoveni procenta B-lymfocy-
ti z leukocyti a k vylouceni kontaminace gate T-lymfocyty a monocy-
ty. Doporucené klony monoklondlnich protildtek viz Rawstron et al.

(18).

cenf lze ovéfit na piiklad na vySe zminlovanych webovych
strankéch). U pacientl s atypickym imunofenotypem CLL
bunck (nejcastéji bez prokazatelné exprese povrchového
imunoglobulinu, s pozitivitou CD20, ¢i niz§i expresi
CDS5) je pro presné stanoveni procenta malignich bunék
po 1é¢bé nutnd zejména znalost vstupniho imunofenoty-
pu (pro vylouceni jiné diagnézy a k spradvnému gatovani
neoplastické populace). Z hodnoceni MRN je mozné vy-
fadit zkumavky, kde CLL populace neni jasné€ patrna —
disledkem je urcité snizenf citlivosti metody.

PCR

Technika detekce MRN pomoci konsensudlnich prime-
rl pro jednotlivé IgVH rodiny ma relativné nizkou sen-
zitivitu (10-3) a v soucasné dob¢ je povazovana za pie-
konanou. Diky sekvenaénimu vysetfeni IgVH prestavby
identifikované pfi diagnéze ale mdme moznost sledovat
rezidudlni maligni populaci s vysokou senzitivitou a spe-

cifitou pomoci individudlnich, pacient-specifickych ese-
ji, které jako molekulérni cil pouzivaji sekvence IgVH
klondlni populace (ASO-PCR). Tento pfistup umoziuje
wodfiltrovat” pozadi zdravych B-lymfocyti a cilené de-
tekovat pouze rezidudlni CLL populaci. Piiprava eseje je
zaloZena na navrzeni klon-specifickych primeri a vyklo-
novani standardu, ktery je v pribéhu Casu pouZivin
k presné kalibraci eseje. Kazdou esej je nutné pred pou-
zitim otestovat pro detek¢nf limit senzitivity (5).

Pro detekci a kvantifikaci klondlnf IgVH prestavby se
pouziva techniky PCR v redlném case, kde klonalni CLL
populace je detekovdna pomoci klon-specifickych prime-
rl a klon-specifické sondy. Standardné se v mnoha labo-
ratofich jako templat pouzivda DNA. Jeji vyhoda spociva
predevsim ve stabilité (jednodussi logistika transportu vy-
Setfovaného materidlu), nicméné senzitivita vySetieni
MRN pfi pouziti DNA jako templatu se pohybuje kolem
10'4, coZ odpovida senzitivité detekce MRN pomoci pri-
tokové cytometrie.

Pri pouziti RNA (cDNA) jako templatu pro kvantita-
tivni PCR lze zvysit senzitivitu detekce MRN o 3 - 4 fa-
dy, coZ predstavuje maximum senzitivity detekCnich re-
akci, které mdme v soucasnosti k dispozici. Nevyhodou
prace s RNA je fragilita této molekuly s nutnosti rychlej-
$tho transportu (do 24 hodin, v chladu). Protoze sekven-
ce VH, proti které jsou namifeny sondy, je v mnoha pfi-
padech silné hypermutovand a potencidlné destruujici
misto pro hybridizaci sondy, lze s vyhodou pouZit misto
klasickych TagMan hybridiza¢nich sond LNA-modifiko-
vané sondy (LNA = locked nucleic acid), které jsou krat-
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Obr. 1a—f. Vystupy analyzy minimélni rezidudlni nemoci sledované ¢tyfbarevnou pritokovou cytometrii (18) u pacienta s CLL po 1é¢b&. Zobraze-
ny pouze graty identifikujici rezidudlni CLL populaci (Cerné, Sedé normdlni B-lymfocyty). Gate na B-lymfocyty.
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Obr. 2. Vypocet procenta rezidualnich CLL bunék v internetové aplikaci ( ). Kalkulator
informuje o procentu B-lymfocyti, limitu detekce konkrétni analyzy, procentu CLL bu-
nék a pfipadném nedostate¢ném naméfeném poctu leukocyti a relativné vysoké kontami-
naci B-lymfocytarntho gate T-lymfocyty.
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Obr. 3. Kinetika minimdln{ rezidudlni nemoci sledované RT-Q-PCR (5) u pacienta s mu-
tovanymi (A) a nemutovanymi (B) geny pro IgVH.

ké, maji vysokou Tm (teplota tdni) a vynika-
jici diskrimina¢ni schopnost (19). Kinetiku
MRN sledovanou RT-Q-PCR (5) u dvou 1é-
¢enych pacientil zobrazuje obrazek 3.

Klinicky vyznam sledovani MRN

Vysledky klinickych studii

V ramci klinickych studif stanoveni MRN
v posledni dobg stdle Castéji dopliuje hod-
noceni lécebné odpovédi podle kritérii NCI,
a to jak ve studiich zahrnujicich nemocné v 1.
linii 1écby (20-22), tak i pro CLL jiz lécené
pacienty s progresi/relapsem onemocnéni vy-
Zadujici dalsf terapii (11, 13, 14).

Ve studii 69 pacientd s CLL (20), ktef{
v rdamci prvni linie podstoupili 1é¢bu rezi-
mem FCM (fludarabin, cyklofosfamid, mi-
toxantron — 6 cykld i.v.) bylo u 26 % z nich
dosaZeno kompletni remise spojené s vymi-
zenim MRN na tdrovni pritokové cytomet-
rie. U téchto pacientil byla pozorovana sig-
nifikantn& delsi odpovéd na 1é¢bu i celko-
vé prezivani. V praci Keatinga et al. (21)
vedla u 224 dfive neléenych pacientil kom-
binace fludarabinu, cyklofosfamidu a ritu-
ximabu (FCR) k dosaZeni CR u 70 % a vy-
mizen{ MRN u dvou tfetin pacienti. MRN
byla v této studii sledovdna pouze dvouba-
revnou pritokovou cytometrii s limitovanou
senzitivitou. Vysledky prodlouZeného sle-
dovan{ téchto pacientl (kdy byla MRN sta-
novena pomoci PCR s citlivost{ 10'5) ukd-
zaly, Ze u 41 % z celkem 192 pacientt, kte-
if dosahli 1écebné odpovédi doslo zaroven
k vymizeni MRN (22).

Prognosticky vyznam vymizeni MRN
byl prokazan i u pacienti 1é¢enych pro re-
laps CLL (11, 13, 14). V praci Moretona et
al. (13) byla MRN sledovana ctyibarevnou
prutokovou cytometrii s citlivosti 105 u 91
pacient, ktef{ byli 1é¢eni alemtuzumabem
i.v. (9 tydnd) pro relaps/refrakterni CLL.
Vymizeni MRN v periferni krvi i kostn{ dfe-
ni bylo dosaZzeno u 18 (20 %) pacienti. Cel-
kové prezivani (OS) i interval bez Iécby by-
ly v§znamné del3i u pacientd, ktef{ dosahli
MRN negativity (medidnu OS nebylo dosa-
Zeno) oproti tém, ktefi na 1écbu odpovéde-
li MRN pozitivni CR (OS =41 mésici), PR
(OS = 30 mésicti), nebo nereagovali viibec
(OS = 15 mésict). Efekt imunochemotera-
pie FCR byl hodnocen u skupiny 177 jiz
diive pro CLL IléCenych pacientd (14).
MRN byla stanovena pomoci pacient-spe-
cifické PCR (citlivost 10'5) u 75 pacientt,
ktefi na lécbu odpovédéli, u 21 % z nich do-
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Slo k vymizeni MRN. Medidn ¢asu do progrese €inil
u MRN negativnich pacientti 44 mésici oproti 27 mési-
cim u MRN pozitivnich.

MRN byla také sledovéana u pacientl lé¢enych mono-
klondlnimi protildtkami (alemtuzumabem nebo rituxima-
bem) v rdmci konsolidace po induk¢ni chemoterapii
(23-26) a u nemocnych po autologni a alogenni transplan-
taci krvetvornych bunék (27-29).

V klinické studii O’Brien et al. (23) byla u 41 pacien-
tdl sledovdna 1é¢ebnd odpovéd na podani alemtuzumabu
(i.v. po dobu 4 tydnt, pfi priikazu pretrvavajici MRN na-
vic dalsich 4 tydni) v rimci konsolidace po prvnf linii 1é¢-
by. Byli zafazeni pouze pacienti, ktefi na prvni linii 1é¢-
by klinicky odpovédéli. MRN byla monitorovdna PCR
s citlivosti 10-6-10-5 u 29 osob, u 11 z nich (38 %) doslo
k vymizeni MRN. Pfi 24mésicnim sledovani nebylo
u MRN negativnich osob dosaZeno medianu doby do pro-
grese. U MRN pozitivnich pacientil ¢inil median doby
do progrese oproti tomu 15 mésicti. Podobnych vysled-
ki bylo dosazeno i v dal$ich studiich s alemtuzumabem
v rdmci konsolidace po 1é¢bé fludarabinem v monotera-
pii, nebo v kombinaci s cyklofosfamidem (24, 26). Jako
efektivni se ukdzalo i podan{ rituximabu i.v. (4 tydny)
v rdmci konsolidace po 6 cyklech 1é¢by fludarabinem i.v.
u 60 dosud nelécenych pacientl (25). Pomoci pritokové
cytometrie (dokumentovana citlivost 5 x 10-3) byla MRN
sledovana v kostni dfeni detekovana u pouze 15 % takto
1éCenych osob. Pacienti s prokazatelnou MRN vykazova-
li vyznamné kratsi interval do progrese a celkové prezi-
vani v porovndni s MRN negativnimi (doba sledovéni ¢i-
nila 3 roky).

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych
bunék predstavuje v soucasné dobé jediny potencialné ku-
rativni piistup k 1écbé CLL a jejim prostfednictvim lze
dosdhnout dlouhodobého vymizeni MRN dokonce u pa-
cientll s nezadoucimi prognostickymi znaky (27-29).
V praci Moreno et al. (29) byla MRN monitorovédna u 40
pacientll po transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék pomoci konsensus PCR, ¢tyfbarevné priitokové cy-
tometrie i RT-Q-PCR. Vysoce citliva pritokova cytomet-
rie a ASO-PCR se ukdzaly jako vhodnéjsi pro klinické
uziti v rdmci predikce progndzy. Vyznam detekce MRN
v ¢asném obdobi po transplantaci se pfi podani auto-,
resp. alotransplantdtu lisil. Prikaz MRN v obdobi do 180
dni po transplantaci ptedpovidal u autologniho $tépu Cas-
ny relaps, zatimco u alogenniho byvé dosaZeno setrvalé-
ho vymizeni MRN aZz po uplynuti této doby (29).

PrestoZe bylo publikovano jiz vice studii, ve kterych
byla sledovana MRN, do fady z nich bylo zafazeno jen
velmi malé mnoZstvi pacientt a jejich vysledky jsou vza-
jemné obtizné porovnatelné vzhledem k rozdilnému pro-
filu zarazenych pacientl (pacienti v 1. linii 1é¢by vs. po
relapsu/v progresi onemocnéni) i kvili pouZiti odlisnych
metod stanoveni MRN s rliznou citlivosti. Kratkd doba
sledovani pacientll ve vétsiné studif také nedovoluje vy-
vodit definitivni zdvéry ohledné schopnosti predikovat
prognézu nemocnych na zdkladé pritomnosti/vymizeni
MRN. Podrobny prehled dosud publikovanych studif za-

hrnujicich stanoveni MRN podava neddvno publikovany
¢lanek Nabhana et al. (31).

Vyznam pro béZnou praxi

Doporuceny postup pro diagnostiku a terapii CLL pro-
délal v neddvné dobé¢ revizi na zdkladé projektu (2005 az
2007) Mezindrodni pracovni skupiny pro CLL (Interna-
tional Workshop on CLL, IWCLL) podporované NCI
(32). Byla upravena kritéria 1é¢ebné odpovédi publikova-
nd v roce 1996 Chesonem et al. (33). Kritéria pro dosa-
Zen{ kompletn{ a parcidlni remise (CR, resp. PR) ziistdva-
Jji v podstaté nezménéna, podrobnéji byla definovdna ma-
ximaln{ pfipustnd velikost lymfatickych uzlin. Pro hod-
noceni odpovédi na 1é¢bu zlstdva standardem vysetien{
klinické a zdkladni laboratorni. Mimo klinické studie ne-
ni bezpodminec¢né nutné vySetieni zobrazovacimi meto-
dami, ani stanoveni MRN. Podminkou pro dosaZeni CR
je i nadéle pfitomnost < 30 % lymfocytl v biopsii kostni
diené (bez nalezu lymfoidnich uzliki). Tato hranice je re-
lativné vysokd, u pacientii s CR muize ptetrvdvat relativ-
né vysoké procento leukemickych bunék. V praci Raws-
trona et al. byla u 25 ze 104 sledovanych pacientd, ktef{
po 1é¢bé dosahli CR dle NCI-WG kritérif pomoci Ctyi-
barevné pritokové cytometrie detekovana MRN (12).
Hallek et al. (32) doporucuji zaradit sledovani MRN do
klinickych studii, jejichZ cilem je dosdhnout co nejhlub-
§1 a nejdéle trvajici CR. Na zdklad€ dosud publikovanych
studif naznacujicich, Ze vymizeni MRN po 1é¢bé ma sil-
ny pozitivni prognosticky vyznam, je vhodné zvizit mo-
nitorovani MRN (pokud je toto vySetfeni dostupné)
u vsech pacientil Ié¢enych dto¢nymi reZimy (chemoimu-
noterapie, alotransplantace, konsolidace monoklonalnimi
protilatkami apod.).

Vstupni vysetfeni pred zahdjenim terapie je nezbytné
pro planované sledovdni MRN pomoci RT-Q-PCR
a vhodné pro sledovani pritokovou cytometrii. Vzhledem
k tomu, Ze data umoziujici predpovédét dalsi pribéh CLL
na zédkladé schopnosti dosdhnout vymizeni MRN nejsou
dostatecnd, je tieba podporovat vznik dalSich klinickych
studif zahrnujicich co nejcastéjsi kvantitativni sledovan{
MRN (k postiZeni dynamiky leukemického klonu). Pou-
ze na zdkladé intenzivniho monitorovéni leukemického
klonu Ize usuzovat na mozZné riziko relapsu.

Ke sledovani MRN postacuje ve vétSiné piipadt peri-
ferni krev. Vyjimku pfedstavuji pacienti 1éCeni alemtu-
zumabem, u kterych dochdzi v prvnich mésicich po 1é¢-
bé k lymfopenii, a pfipadné rezidudlni CLL bunky jsou
detekovatelné pouze v kostni dieni (12).

Jako nevyhoda sledovani MRN byva Casto zminovéana
finan¢ni ndroc¢nost tykajici se zejména molekuldrniho vy-
Setfeni. Tuto nevyhodu mohou ale vyvazit benefity, kte-
ré poskytuje ASO-PCR: i) prvnim krokem ke konstrukci
klon-specifické unikatni eseje je stanoveni mutaéniho sta-
vu IgVH jako jednoho z nejsilnéjSich prognostickych pa-
rametrii u CLL; ii) molekuldrni monitoring pomoci ge-
netickych markerti nenf ovlivnén fenotypickymi zména-
mi CLL bunék, které mohou doprovazet 1écbu, anebo byt
per se charakteristikou maligniho klonu; iii) vySetfeni po-

128

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008



MINIMALNI REZIDUALNI NEMOC U CLL

moci RT-Q-PCR za pouziti RNA jako templdtu a LNA de-
tek¢niho systému predci senzitivitou vSechny ostatni me-
tody, které jsou v soucasné dobé k dispozici pro monito-
ring MRN.

VySetieni prutokovou cytometrif 1ze s vyhodou zara-
dit do diagnostického panelu pro CLL a v indikovanych
ptipadech pak existuje predpoklad pro dal§i monitorova-
ni MRN touto metodou. Oproti dfive vyuZivané flow-cy-
tometrické technice sledovani MRN (dvou-, resp. tfiba-
revnd analyza s vyuZitim znaceni CD19, CD5, CD20,
event. CD79b) nepfinasi vySe zminénd vysoce citliva
Ctyfbarevna technika vyrazné vétsi financni ndklady.
Predstavuje tedy univerzalni metodu sledovani MRN, kte-
rou je moZno relativné snadno zavést a standardizovat i na
pracovistich bez moZnosti vyuZiti molekuldrnich metod.
U vétSiny pacientii s CLL senzitivita pritokové cytomet-
rie pIné dostacuje klinickym pozadavktim.

Zavér

Vzhledem k zavadéni stale efektivnéjSich 1écebnych
protokold CLL, miZe jiz v souasnosti sledovani MRN
predstavovat vyhodny ndstroj ke stanoveni tirovné/hloub-
ky kompletni remise. Ackoli se kvili malému poctu do-
sud publikovanych klinickych dat dle novych kritérif
IWCLL doporucuje vySetrovat MRN pouze v ramci kli-
nickych studii, ukazuje se, Ze vymizeni MRN po 1é¢bé ma
silny pozitivni vliv na prognézu nemocnych. Ke komplex-
nimu zhodnocen{ tohoto vyznamu a ovéfeni, zda prikaz
MRN pri pfedchozi MRN negativité signalizuje riziko re-
lapsu (eventudlné v jakém casovém horizontu jej 1ze oce-
kéavat) je tfeba podporovat vyzkumné projekty zahrnuji-
ci sledovani MRN u agresivné lé¢enych pacienti. Do bu-
doucna by se mohlo sledovdni MRN u agresivné 1é¢enych
pacientl stat pfinosem i pro béznou klinickou praxi.

Vysoce citlivou ¢tyfbarevnou pritokovou cytometrii
I1ze doporudit jako standardni metodu sledovdni MRN;
k podrobné a jeste citlivéjsi analyze (zejména v ramci vy-
zkumnych projektd a u alogenné transplantovanych) je
vhodné doplnit RT-Q-PCR.
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