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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: Biological and genetic heterogeneity of acute leukemias is a major cause of therapeutic
Otrzymano: 16.03.2014 difficulties. Response to chemotherapy is one of the most important prognostic factors
Zaakceptowano: 14.07.2014 in this group of diseases. In acute lymphoblastic leukemia (ALL), and progressively
Dostepne online: 30.07.2014 more in acute myeloid leukemia (AML), the best parameter of that response is the
presence of minimal residual disease (MRD). MRD monitoring is performed based on
Stowa kluczowe: the flow cytometer analysis of leukemic immunophenotypes or detection of gene rear-
e minimalna choroba resztkowa rangement by PCR. Both methods are characterized by high sensitivity and specificity,
e MRD which clearly distinguishes them from the standard morphologic examination. This
e ostra biataczka szpikowa review presents the current state of knowledge of the importance and use of MRD in
e ostra bialaczka limfoblastyczna children and adults, in ALL and AML, emphasizing similarities and differences. Current
o dzieci opinions show that the MRD is the most important prognostic factor in ALL and an
o dorosli important factor in AML. Based on current data in children and adults, it seems that

in acute lymphoblastic leukemia, presence of MRD is a continuous variable; the older
the patient, the higher the risk of MRD and therapy failure. This paper presents also
a new insight to the concept of MRD, because of the presence of leukemic stem cells

Keywords:
e Minimal residual disease

* MRD
« Acute myeloid leukemia propagating cells in ALL. This idea combines the phenomenon of drug resistance of

e Acute lymphoblastic leukemia tumor stem cells and the presence of residual cells undetectable by methods of optical
e Children microscopy after applied chemotherapy. The concept of leukemic stem cells explains
o Adults the occurrence of resistant clones both in ALL and AML. Based on studies of genetic
profiles, there is growing evidence to suggest that acute leukemia is a highly heteroge-
neous disease, which goes hand in hand with the hierarchy of leukemic stem cells

that survive chemotherapy in AML and any of the maturational stages of leukemia-
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and leukemia initiating cells. In the light of the current knowledge based on MRD, it

seems necessary to review the concept of complete remission in MRD-positive leuke-

mic patients.

© 2014 Polskie Towarzystwo Hematologdw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii i

Transfuzjologii. Published by Elsevier Urban & Partner Sp. z o.0. All rights reserved.

Ostre bialaczki

Ostre bialaczki to heterogenna grupa zlosliwych nowotwo-
réow hematologicznych charakteryzujaca sie niekontrolo-
wang proliferacjg i zahamowaniem dojrzewania komérek
prekursorowych linii bialokrwinkowej w szpiku kostnym.
Bazujagc na rozwoju ontogenetycznym ukladu krwiotwor-
czego, wyréznia sie dwie grupy ostrych biataczek: szpikowe
(AML; acute myeloid leukemia) i limfoblastyczne (ALL; acute
lymphoblastic leukemia).

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO; World
Health Organization), czesto$¢ wystepowania ostrej biataczki
szpikowej szacuje sie na okolo 2,5-3 przypadkdéw/100 tys./
rok i wzrasta ona wraz z wiekiem, natomiast ostrej biataczki
limfoblastycznej na okolo 1-4,75 przypadkéw/100 tys./rok
[1]. Ostre biataczki czesSciej (3:2) rozpoznawane sa u plci
meskiej. Poszczegdlne rodzaje biataczek swojg maksymalng
czesto$¢ wystepowania wykazujg w réznych grupach wieko-
wych. AML stanowi okolo 75-80% przypadkéw ostrych
biataczek u dorostych i 20-25% u dzieci. ALL stanowi
natomiast 15-20% ostrych biataczek u dorostych i ponad
80% u dzieci, z najwyzszg czestoécig wystepowania w wieku
2-5 lat. Ostra bialaczka limfoblastyczna jest najczestszym
nowotworem dzieciecym i obejmuje okolo 25-30% wszyst-
kich nowotwordéw u pacjentéw w wieku do 15 lat [2].

polymerase chain reaction). Badanie cytometryczne polega na
wieloparametrowej analizie antygenowej pozwalajacej na
okreslenie immunofenotypu biataczkowego, a tym samym
na odréznienie komérek nowotworowych od zdrowych.
Cytometria przeptywowa jest metodg znajdujgcy zastosowa-
nie w wiekszosci przypadkéw ostrych biataczek, zaréwno
szpikowych, jak i limfoblastycznych. Pozwala na wykrycie
1 komorki biataczkowej w 1000-10 000 komoérek prawidto-
wych. Jest to metoda szybka i znacznie tansza od technik
genetycznych. Utrudnienia w monitorowaniu MRD za
pomocg FC spowodowane sg obecno$cig subklonéw lub
pojawieniem sie nowych immunofenotypéw w trakcie lecze-
nia [3-5]. PCR jest metodg polegajacg na wybiérczym powie-
leniu okreslonego fragmentu DNA. Technika ta preferowana
jest przede wszystkim do monitorowania MRD u pacjentéw
z klonalnymi rearanzacjami gendéw, ze wzgledu na mozli-
wos¢ ich precyzyjnego zidentyfikowania [6]. PCR jest metodg
bardziej czulg od FC (107°-10°), jednak czas oczekiwania na
wynik jest dtuzszy [3].

MRD bada sie we krwi obwodowej lub w szpiku. Wydaje
sie, ze czulod¢ metod wykrywania MRD w oparciu o szpik
kostny jest okolo 10-krotnie wyzsza.

Do najnowszych metod oceny MRD nalezy sekwencjono-
wanie gendéw nowej generacji [7, 8]. Metoda ta, chociaz
bardzo dokladna, stawia duze wymagania techniczne
i interpretacyjne.

Minimalna choroba resztkowa

Minimalna choroba resztkowa (MRD; minimal residual die-
sease) to obecno$¢ populacji komérek biataczkowych, ktéra
przetrwala stosowane leczenie, a ktérej liczebnosé nie
wywoluje u chorego objawéw klinicznych. MRD jest niewy-
krywalna przy uzyciu mikroskopii optycznej, natomiast
rezydualne komérki nowotworowe mogg zosta¢ zidentyfiko-
wane z zastosowaniem metod o wysokiej czulosci, np.
poprzez ich analize immunofenotypowg lub molekularng
[3, 4]. Analiza cytogenetyczna nie ma w chwili obecnej
zastosowania do monitorowania MRD jako metoda o bardzo
niskiej czulosci.

Monitorowanie minimalnej choroby resztkowej jest cen-
nym narzedziem diagnostycznym wykorzystywanym do
oszacowania odpowiedzi na leczenie indukcyjne oraz w celu
okreslania wlaéciwego postepowania poremisyjnego, w opar-
ciu o indywidualng ocene ryzyka wznowy u pacjenta. Jest to
takze wazny element monitorowania choroby pozwalajgcy
na wczesne wykrycie nawrotu biataczki.

Wséréd technik stuzgcych identyfikacji MRD najwieksze
znaczenie majg obecnie cytometria przeplywowa (FC;
flow cytometry) oraz reakcja tancuchowej polimerazy (PCR,;

Czynniki rokownicze w ALL u dzieci i doroslych

Grupy ryzyka w ALL charakteryzuje sie na podstawie zrézni-

cowanych cech klinicznych i biologicznych, do ktérych

zalicza sie: wiek, leukocytoze, liczbe blastéw, immunofeno-
typ, czynniki genetyczne, MRD i odpowiedZ na leczenie.

Czynniki prognostyczne w ALL mozna podzieli¢ na 3 grupy:

e Zwigzane z pacjentem: wiek, pteé¢, rasa, wspdlistniejgce
schorzenia (np. trisomia 21, zespoly zaburzen odpornosci).

e Zwigzane z chorobg: leukocytoza blastyczna, zajecie
narzadéw pozaszpikowych, immunofenotyp komérek bia-
taczkowych, obecnosé specyficznych zaburzen genetycz-
nych, lekoopornosé.

e Zwigzane z leczeniem: wczesna odpowiedZ na leczenie
(steroidoterapie), czas osiggniecia remisji, minimalna cho-
roba resztkowa.

Ze wzgledu na wysokie zréznicowanie ALL zalezne od
wieku, czynniki prognostyczne w tych grupach wiekowych
s3 odmienne, co przedstawione zostalo w tabeli I.

Wiek (niemowleta lub >10. roku zycia), liczba leukocytéw
>50 G/l, rasa czarna, pte¢ meska i immunofenotyp
T-komoérkowy stanowig gtéwne niekorzystne czynniki prog-
nostyczne u dzieci. Istotnym czynnikiem rokowniczym
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Tabela I - Niekorzystne czynniki prognostyczne w ALL u dzieci i dorostych

Table I - Adverse prognostic factors in children and adults with ALL

Czynnik ryzyka Dzieci Dorosli
Prognostic factors Children Adults
wiek <1. 1z lub >10. rz >35. 1z

wstepna leukocytoza >20 G/1

typ biataczki T-komoérkowa
zmiany cytogenetyczne i molekularne
hipodiploidia
odpowiedz na steroidoterapie
terapii
czas uzyskania catkowitej remisji

MRD po leczeniu indukcyjnym obecna

rearanzacje BCR-ABL, MLL;
zla odpowiedZ na prednizolon po 7 dniach

brak remisji po 4 tyg. leczenia indukujacego

B-liniowa >30 G/1

T-liniowa >100 G/1

nie ma znaczenia

rearanzacja BCR-ABL, MLL;
zlozony kariotyp (>5 zaburzen)
nie stosuje sie

brak remisji po 4 tyg. leczenia indukujacego
obecna (zwlaszcza po konsolidacji)

zwigzanym z pacjentem jest wiek jako zmienna ciggla: im
starszy wiek, tym wieksze ryzyko niepowodzenia terapii [9].
Wyjatkiem sg niemowleta z rearanzacjg MLL, zwlaszcza te
mlodsze niz 6 miesiecy z leukocytozg powyzej 300 G/L
w chwili rozpoznania, ktére majg szczegdlnie niepomyslne
rokowanie [10].

Mlodziez i doro$li charakteryzuja sie wieksza czestosScig
wystepowania bialaczki biologicznie wysokiego ryzyka (np.
BCR-ABL1, MLL-AF4), mniejszg czestoScig wystepowania
korzystnych podtypéw (np. ETV6-RUNX1, hiperdiploidia)
oraz znacznie gorszg tolerancjg leczenia onkologicznego [11-
14]. Mtodziez i doro$li wydajg sie mie¢ duzo korzystniejsze
wyniki wéwczas, gdy ich leczenie oparte jest na schematach
pediatrycznych, ktére zapewniajg wieksze dawki lekow,
wczesng i czesty terapie dokanatowsa, terapie reindukcyjnag
i podtrzymujgca oraz lepsze dostosowywanie sie do zalecen
lekarskich [14]. Ze zlym rokowaniem nieodlgcznie zwigzany
jest tez starszy wiek (zwlaszcza powyzej 60 lat) i wysoka
liczba leukocytéw [14].

W chwili obecnej najistotniejszym wskaznikiem progno-
stycznym w ostrych biataczkach limfoblastycznych jest
poziom minimalnej choroby resztkowej [14, 15]. Odsetek
pacjentdéw z obecnosciag MRD okreslang po konsolidacji terapii
(10.-16. tygodnia) roénie z wiekiem pacjentéw. MRD jest wiec
réwniez zmienng ciagla, tj. im wyzszy wiek pacjenta, tym
wieksze ryzyko obecno$ci MRD i niepowodzenia terapii ALL.

Minimalna choroba resztkowa w ostrych
bialaczkach limfoblastycznych

Znamiennej informacji prognostycznej, nadrzednej w stosun-
ku do klasycznych czynnikéw ryzyka, dostarcza monitorowa-
nie MRD, zaréwno w pierwszej remisji, jak i po wznowie oraz
po transplantacji szpiku kostnego [16-18]. Poziom MRD jest

bardzo silnym wskaZnikiem prognostycznym, zaréwno
u dzieci, jak i u dorostych z ALL [5, 19, 20].
Rutynowo wykonywane oznaczenia cytometryczne

i molekularne pozwalajg na okreslenie wielkosci MRD
w granicach 0,1-0,001% (Ryc. 1). W wiekszosci badan MRD
okres$la sie jako dodatnig przy obecnosci 0,01% lub wiecej
komérek catkowitej populacji badanej. Ryzyko nawrotu
choroby jest generalnie proporcjonalne do poziomu MRD,
zwlaszcza przy pomiarze w trakcie lub po zakonczeniu
leczenia indukujgcego remisje [5, 21].

MRD w ALL u dzieci

Piecioletni czas przezycia bez objawdéw chorobowych
u dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczna dotyczy 76-86%
pacjentéw [22]. Osiagniecie takich wynikéw bylo mozliwe
dzieki wprowadzeniu badann MRD i modyfikacji leczenia
w oparciu o MRD [23].

Obecnie wiekszo$¢ laboratoriow okresla MRD u dzieci
z ALL w oparciu o klonalne rearanzacje genéw kodujgcych
immunoglobuliny (Ig) lub biatka receptorowe limfocytéw
T (TCR) poprzez zastosowanie techniki PCR [21, 24]. Powyz-
sze markery molekularne ma okolo 90% pacjentéw pedia-
trycznych. Limfoblasty mogg by¢ takze rozpoznane na
podstawie ich chromosomalnych zmian powstatych w wy-
niku fuzji genowych, wsréd ktérych wyrézniamy: BCR-ABL1,
MLL-AFF1, TCF3-PBX1 i ETV6-RUNX1. NajczeSciej wystepu-
jace aberracje cytogenetyczne obserwuje sie u okoto 1/3 lub
mniej pacjentdw [24]. Technika PCR pozwala na wykrycie
1 komorki biataczkowej w 100 000 badanych komérek, co
czyni jg metoda bardziej czulg niz FC [21, 24]. Ma to
znaczenie u dzieci z MRD <0,01%, albowiem pomimo dobrze
ugruntowanej wiedzy warto$¢ prognostyczna MRD ponizej
tego progu pozostaje niejasna. Wykorzystujagc metode PCR,
wykazano, ze pacjenci z MRD 0,001-0,01% mieli wyzsze
ryzyko nawrotu choroby niz pacjenci z nizszg wartoScig
MRD lub catkowicie niewykrywalng chorobg [21].

W ALL u dzieci blasty bialaczkowe, poza specyficznymi
zmianami genetycznymi, charakteryzuja sie takze unikato-
wymi kombinacjami markeréw komoérkowych, co przez
uzycie odpowiednich przeciwcial monoklonalnych pozwala
je wykry¢ w badaniu cytometrycznym. Niezmiernie wazne
jest, aby zdefiniowane w rozpoznaniu markery réznicowaty
komérki nowotworowe od zdrowych komérek, w tym limfoi-
dalnych komorek progenitorowych [24]. Ocena MRD tech-
nikg cytometrii przeplywowej u dzieci z ostrg biataczka
limfoblastyczng moze by¢ wykorzystana w okoto 98% przy-
padkéw [25]. Czulo$é tego badania jest réwna okolo 0,01%
[24]. W chwili obecnej cytometryczna analiza MRD
w pediatrycznych ALL jest metoda dobrze wystandaryzo-
wang, co znaczgco przyczynia sie do poszerzenia mozli-
wosci stosowania terapii dostosowanej do grup ryzyka [23,
26]. Pelna standaryzacja metody cytometrycznej jest na
chwile obecng jedynie realna przy wstepnym rozpoznaniu
choroby [27].
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Ryc. 1 - Poziomy MRD: czulos¢ i znaczenie kliniczne
Fig. 1 - MRD level: sensitivity and clinical value

Cytometria przeplywowa jest metodg rozwojowg. Cous-
tan-Smith i wsp. na podstawie réznicy w ekspresji genéw
komérek biataczkowych i prawidlowych odkryli nowe mar-
kery mogace potencjalnie stuzy¢ do monitorowania MRD
metodg cytometrii przepltywowej: CD44, BCL2, HSPB1, CD73,
CD24, CD123, CD72, CD86, CD200, CD164, CD97, CD102 oraz
CD99 [15].

Zréznicowane cechy genetyczne i biologiczne poszczegdl-
nych podtypéw bialaczek limfoblastycznych w takcie terapii
mogg mieé¢ wplyw na wystepowanie MRD [5]. U dzieci z ALL
linii B-komodrkowej MRD jest rzadziej obserwowana wsrod
pacjentéw z ETV6-RUNXI, hiperdiploidia (>50 chromoso-
moéw) i TCF3-PBX1. CzeSciej natomiast obecno$¢ MRD mozna
zaobserwowaé u oséb z BCR-ABL1 i delecjg IKZF1. Wyjat-
kowo wysokie wartoSci MRD wystepuja u dzieci z ALL
z wezesnych prekursoréw komoérek T [5, 14].

MRD ma istotne znaczenie w stratyfikacji leczenia po
wznowie ALL. Kwalifikacja pacjentéw z obecng MRD (np.
>10°) po zakoniczeniu terapii indukcyjnej do przeszczepie-
nia allogenicznych komoérek krwiotwérczych (allo-HSCT;
allogeneic hematopoietic stem cel transplantation) przyczynilta
sie do istotnej poprawy wynikéw leczenia [28-30]. Na
skuteczno$¢ allo-HSCT u pacjentéw z ALL istotny wplyw
ma stan remisji przed transplantacjg. Ocena MRD u dzieci
z ALL przed allo-HSCT jest waznym czynnikiem progno-
stycznym ryzyka nawrotu choroby po transplantacji. Ozna-
czenie MRD przed allo-HSCT pozwala na identyfikacje
pacjentéw wymagajgcych zastosowania wzmocnionej che-
mioterapii oraz tych, ktérzy moga by¢ poddani terapii
standardowej [31-33].

Kliniczne znaczenie MRD w pediatrycznych ALL jest
stosunkowo dobrze okreslone [34]. Wigczenie detekcji MRD
do protokotéw klinicznych znacznie udoskonalilo ocene

ryzyka nawrotu oraz przyczynilo sie do poprawy wynikéw
terapii [21, 23, 35].

MRD w ALL u dorostych

U dorostych z ostrg bialaczka limfoblastyczng catkowitg
remisje uzyskuje sie w okolo 85-90% przypadkow [36].
Pomimo tak dobrych wynikéw, u poltowy tych pacjentéw
ostatecznie nastepuje nawrdt choroby, ktéry jest zwigzany
z bardzo niskim odsetkiem wyleczenn <10%. Gtéwnym celem
optymalizacji leczenia w ALL u dorostych jest zmniejszenie
czestosci wystepowania nawrotu biataczki [11] (Ryc. 2).

Opracowane w ciggu ostatniej dekady metody pozwa-
laja na ocene ilosciowg resztkowych komérek biataczko-
wych z coraz wiekszg czulosScig i precyzjg. W ostrych
biataczkach limfoblastycznych u dorosltych wiekszos¢
do$wiadczen i stosunkowo wysoki poziom standaryzacji
zostaly zgromadzone na podstawie oceny rearanzacji
genéw TCR i IG, badanych z wykorzystaniem metod
molekularnych (grupa ESG-MRD-ALL) [37]. Monitorowanie
MRD na podstawie powyzszych aberracji genetycznych
umozliwia szczegélowa ocene odpowiedzi na leczenie
w ALL u dorostych. Wyniki MRD uzyskane po indukcji
remisji oraz po I konsolidacji pozwalajg na identyfikacje
nowej podgrupy pacjentéw z brakiem remisji molekular-
nej, czyli takich z wysokim ryzykiem nawrotu choroby,
wymagajacych wczesnej intensyfikacji leczenia. Chorzy ci
zazwyczaj sg oporni na konwencjonalne leki i sg kandyda-
tami do terapii celowanej i allogenicznego przeszczepu
komoérek krwiotworczych [36].

Szeroko stosowane do monitorowania MRD s3g tez
geny fuzyjne, takie jak: BCR-ABL1, MLL-AFF1, TCF3-PBX1,
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Ryc. 2 - Strategia terapii u dorostych z ALL z uwzglednieniem minimalnej choroby resztkowej (wg [9])
Fig. 2 - Strategy of therapy in adult ALL, with the use of minimal residual disease (acc. to [9])

ETV6-RUNX1, obecne u okolo 40% dorostych z ALL. Wsréd
ostatnio zidentyfikowanych nieprawidlowosci, ktére w zasa-
dzie mogg by¢ wykorzystywane do monitorowanie MRD, sg
geny fuzyjne obejmujgce CRLF2 (np. IGH@-CRLF2 i P2RY8-
CRLF2) wystepujace u okoto 6% dorostych z ALL [5, 38].

Doroéli pacjenci z ALL, podobnie jak dzieci, majg komoérki
nowotworowe charakteryzujgce sie niepowtarzalnymi kombi-
nacjami immunofenotypowymi, ktére mogg zosta¢ zidentyfi-
kowane w badaniu cytometrycznym u ponad 95% chorych [11,
39]. Okreélenie immunofenotypu komérek biataczkowych
pozwala na monitorowanie MRD, natomiast jednoczesne
wykrycie u tych pacjentéw specyficznych antygenéw powierz-
chniowych, takich jak np. CD19, CD20 lub CD22, umozliwia
zastosowanie leczenia przeciwcialtami monoklonalnymi. Pa-
cjenci z ALL linii B-komérkowej z obecnym antygenem CD20
mogg by¢ leczeni przeciwciatami anty-CD20 (rytuksymab) [11].

Poziom MRD u pacjentéw Ph- réwny 0,1% lub wiecej po
leczeniu indukcyjnym stanowi niezalezny czynnik nawrotu
choroby [40]. W tej samej grupie chorych prawdopodobien-
stwo 5-letniego przezycia wolnego od biataczki jest istotnie
wyzsze u pacjentéw z MRD <0,1%, anizeli u tych z wyzsza
warto$cia MRD (57% vs 17%). U pacjentéw dorostych z ALL
Ph+, nieobecno$¢ MRD, uzyskana po chemioterapii z za-
stosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej, jest przed
HSCT korzystnym czynnikiem prognostycznym przezycia
w tej grupie chorych [5].

Wczesna ocena MRD u dorostych z ALL jest silnym
i niezaleznym czynnikiem prognostycznym w duzym stop-
niu wspomagajgcym podejmowanie decyzji terapeutycznych
badz ich modyfikacje [36]. Badanie MRD jest uwzglednione
w aktualnie obowigzujacych protokotach leczenia PALG
(Polish Adult Leukemia Group) dla ALL.

Czynniki rokownicze w ostrej biataczce
mieloblastycznej u dzieci i dorostych

Wysoka heterogenno$¢ ostrych biataczek szpikowych spra-
wia, ze ta grupa choréb znacznie rézni sie miedzy soba
przebiegiem klinicznym i rokowaniem. Czynniki ryzyka AML
u dorostych obejmujg: wiek >55-60 lat, wtérny charakter
choroby, aberracje cytogenetyczno-molekularne, brak remi-
sji po leczeniu indukujacym. Wspdlczesnie, aberracje cyto-
genetyczno-molekularne majg najwieksze znaczenie rokow-
nicze (Tab. II) [41, 42]. Osoby powyzej 60. roku zycia [41]
maja wiecej choréb wspdlistniejgcych, czesciej sa w gorszym
stanie ogélnym w chwili rozpoznania i gorzej toleruja
agresywng chemioterapie [43]. Wyzsza oporno$¢ na leczenie
wystepujagca u starszych doroslych wynika réwniez
z ekspres;ji biatek opornosci wielolekowej [44].

Minimalna choroba resztkowa w ostrych
bialaczkach szpikowych

Nowym kierunkiem w strategii leczenia AML jest wykrywanie
resztkowych komoérek biataczkowych innymi metodami, bar-
dziej czutymi i mniej subiektywnymi niz ocena morfologiczna.

Obiecujacg technikg w monitorowaniu MRD jest PCR.
Metoda ta jednak znajduje zastosowanie tylko u czesci
pacjentéw majacych okres$lone aberracje genetyczne. Ograni-
czona jest zatem do specyficznych podtypéw AML [6]. Szeroko
wykorzystywana w ostrej biataczce limfoblastycznej rearan-
zacja genéw immunoglobulin i receptoréw limfocytéw
T jest bardzo rzadka w AML [16]. Obecnie oznaczanie MRD
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Tabela II - Niekorzystne czynniki prognostyczne w AML u dzieci i dorostych

Table II - Adverse prognostic factors in children and adults with AML

Czynnik ryzyka Dzieci Dorosli
Prognostic factors Children Adults
wiek >10. roku zycia >55.-60. roku zycia
wstepna leukocytoza >100 G/1 nie ma znaczenia

typ biataczki
zmiany cytogenetyczne i molekularne

AML MO; AML M7
inv(3)(q21926.2)/t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1; t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214. t(v;11)

nie ma znaczenia

(v;923); rearanzacje MLL. -5/del(5q); 7/abnl(17p); ztozony kariotyp >3 zaburzenia

wtoérne

poprzedzajacy zespét mielodysplastyczny lub mieloproliferacyjny, poprzedza-

jaca chemio- lub radioterapia

odpowiedz na leczenie

pbzna remisja
MRD brak kryteriéw

brak remisji po leczeniu indukujacym
w APL: obecna

rutynowo wykonuje sie gtéwnie w ostrej biataczce promielo-

cytowej (APL; acute promyelocytic leukemia).

W odréznieniu od PCR, cytometria przeplywowa ma
potencjalnie znacznie szersze zastosowanie, analiza immu-
nofenotypowa MRD moze zosta¢ bowiem wykonana u ponad
80% pacjentow [45, 46]. Pomimo dobrze ugruntowanej wiedzy
na temat przydatnosci immunofenotypowania do diagnos-
tyki, klasyfikacji, okreslania czynnikéw ryzyka oraz monitoro-
wania MRD w ostrych bialaczkach limfoblastycznych, ilos¢
danych na ten temat w ostrych biataczkach szpikowych jest
bardzo ograniczona [4]. Do monitorowania MRD w AML
z wykorzystaniem FC niezbedne jest w momencie diagnozo-
wania pacjenta zdefiniowanie ekspresji aberrentnych marke-
réw, powszechnie okreélanych jako immunofenotypy biatacz-
kowe (LAIP; leukemia associated immunophenotypes). Zawierajg
one kombinacje 4-5 biatek powierzchniowych, ktére wyste-
puja w znikomej iloSci badZ sg calkowicie nieobecne na
komoérkach krwi i szpiku osoby zdrowej [4, 46]. Kluczowg ich
cechy jest to, ze poza ekspresja zréznicowanych markeréw
mieloidalnych zawierajg one takze kompleksy niecharakte-
rystyczne dla tej linii, co tworzy kompozycje biatek normalnie
reprezentujgcych odrebne etapy dojrzewania [6].

Najbardziej znane zaburzenia antygenowe wystepujgce
w AML objawiajg sie poprzez: [4]

e asynchronizm ekspresji antygendéw (jednoczesne wystepo-
wanie wczesnych i péznych markeréw na jednej komérce,
np. koekspresja antygenéw CD34 i CD15)

e ,niescistosé” liniowg (np. ekspresja markeréw limfoidal-
nych, takich jak CD2, CD3, CD5, CD7, CD10 i CD19, na
blastach mieloidalnych)

e nadekspresje antygenowa (ponadnormalny wzrost ekspre-
sji pewnego okreslonego antygenu na jednej komoérce)

e aberrentne wlasciwosci rozpraszania $wiatta (mieloidalne
blasty z nieprawidlowym tzn. niecharakterystycznym dla
komérek zdrowych usytuowaniem na wykresie zaleznosci
wielkos$ci od ziarnistosci)

e nieobecno$¢ liniowo-specyficznych antygenéw (np. brak
spodziewanej na blastach mieloidalnych ekspresji CD13
i CcD33)

MRD w AML u dzieci

Ukierunkowana terapia uwzgledniajaca ryzyko oraz zopty-
malizowane leczenie wspomagajgce znacznie poprawity

wyniki wyleczalnoéci dzieci z ostra biataczka szpikowa.
Piecioletni czas przezycia wolny od choroby osigga aktualnie
50-60% dzieci AML [16]. Obecnie u okoto 35% chorych mozna
monitorowa¢ MRD za pomocg PCR, opierajac sie na zmia-
nach genetycznych RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11 oraz
MLL-AF9. Ponadto w APL MRD jest monitorowana w oparciu
o rearanzacje PML-RARa [6, 24]. Ten typ biataczki, zaréwno
u dzieci, jak i u dorostych, wigze sie z dobrym przezyciem,
siegajagcym 75-90% [22]. Monitorowanie MRD u pacjentéw
z APL, zarbwno w pierwszej remisji, jak i po wznowie
molekulamej, w polgczeniu z chemioterapia zapewnia ewi-
dentne zmniejszenie iloSci nawrotéw w tym typie biataczki,
a tym samym sluzy jako wzér zindywidualizowanego
podejscia do kazdego z pacjentow [47-49].

Mutacje NPM1 i FLT3-ITD wystepujg odpowiednio u okoto
8% 1 15% dzieci z AML i mogg by¢ réwniez potencjalnymi
markerami wykorzystywanymi do detekcji MRD technika
PCR [13]. W podgrupie pacjentéw z zaburzeniami MLL
ocena MRD polegajaca na wykrywaniu genéw fuzyjnych na
poziomie DNA jest obecnie najlepszg metods, ktéra zasta-
pita wykrywanie obecnosci transkryptéw fuzyjnych MLL
[50, 51].

LAIP sg identyfikowane u wigkszoSci dzieci z ostrymi
biataczkami, jednak w 40% przypadkéw osigga sie czuloscé
nie wyzszg niz 1:1000, co wynika z czeSciowego pokrycia sie
fenotypu komérek biataczkowych z normalnymi komérkami
progenitorowymi szpiku kostnego [24]. Analiza MRD bazu-
jaca na metodzie FC znajduje szerokie zastosowanie i jest
silnym czynnikiem prognostycznym, stosowanym do oceny
odpowiedzi na leczenie [52, 53]. Jednak u cze$ci pacjentéw,
pomimo wykrycia choroby resztkowej, nastepuje diugotrwa-
la remisja, a z drugiej strony, nawet w przypadku braku
MRD moze wystgpi¢ nawrét choroby. Takie zréznicowanie
wynika prawdopodobnie z heterogennoéci biologicznej, jak
i czuloci zastosowanej metody. Wedlug Lokena i wsp.,
polaczenie FC z badaniami genetycznymi mogloby przyczy-
ni¢ sie do bardziej precyzyjnej oceny ryzyka w prowadzeniu
klinicznym wszystkich pacjentéw z AML [52]. Campana
i wsp. wykazali natomiast brak zaleznosci pomiedzy wyni-
kami uzyskanymi metodg cytometrii przeptywowej i PCR,
jednak nie ustalili powodu braku tej zgodnosci [24]. Brak
spéjnosci w wynikach i wnioskach wysuwanych na ich
podstawie przez r6zne osérodki badawcze $wiadczy
o koniecznos$ci wystandaryzowania metod stuzacych ocenie
MRD.
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Tabela III - Podobienstwa i r6znice w MRD w ALL i AML u dzieci i dorostych

Table III - Similarities and differences in MRD in ALL and AML in children and adults

MRD Dzieci Dorosli
Children Adults
ALL ¢ najsilniejszy czynnik rokowniczy e czynnik rokowniczy

o wskaznik do intensyfikacji terapii i HSCT
o element wiekszoSci protokotdéw leczniczych
o wystandaryzowane procedury oznaczania
MRD technikg FC
o FC rownie dobre jak PCR
e mozna stosowac u 98% pacjentow
AML e znaczenie w APL
o FC jest metodg obiecujacg

e PCR - okotlo 35% dzieci ma specyficzne aberracje

genetyczne stuzace detekcji MRD
o brak zgodnosci pomiedzy FC i PCR

o wskaznik do intensyfikacji terapii i HSCT

o element wielu protokoléw leczniczych

¢ odsetek pacjentéw z obecng MRD po konsolidacji
rosnie z wiekiem

o brak standaryzacji

e znaczenie w APL
o brak danych (brak standaryzacji FC i PCR)

MRD w AML u doroslych

U dorostych pacjentéw z ostrg bialaczkg szpikowga czestosé
uzyskiwania catkowitej remisji oscyluje wokdét 50-80%.
Pomimo takich rezultatéw, zaledwie 20-30% przypadkéw ma
szanse przezycia 5 lat od ustalenia diagnozy [54, 55].

Pomimo ze w pediatrycznych AML ocena MRD zostala
w niektérych protokotach dodana do konwencjonalnej straty-
fikacji ryzyka, u dorostych systematyczne jej stosowanie nie
jest jeszcze osiagniete (z wyjatkiem APL). Leczenie oparte na
monitorowaniu MRD u chorych bedgcych w remisji morfolo-
gicznej jest raczej rzadkoscig niz normg [55]. Zainteresowanie
oceng MRD jako narzedziem prognostycznym u dorostych
z AML stopniowo jednak wzrasta [45]. Obecno$¢ MRD,
w przeciwienstwie do cytogenetycznych czynnikéw rokowni-
czych, reprezentuje zbiorowy wynik koncowy wszystkich
mechanizméw komérkowych, ktére pozwalajg na okreslenie
odpowiedzi pacjenta na zastosowang terapie [54].

Markery molekulame, cho¢ zapewniajg wysokg czulosc,
mogg by¢ stosowane tylko u czesci pacjentéw, zaréwno w dia-
gnostyce, jak i w ocenie rokowania [28]. Nie wszystkie markery
w AML nadajg sie do monitorowania MRD. Najbardziej znane
i stosowane to FLT3 oraz PML-RAR w APL. Nie jest jednozna-
czne znaczenie NPM1 w monitorowaniu MRD: jest to marker
korzystnego rokowania, jednak jego obecnos¢ po zakonczeniu
leczenia moze wskazywaé na zwiekszone ryzyko nawrotu.
Brak tez odpowiedniej standaryzacji i niezbednych wartosci
punktéw granicznych w technikach genetycznych [54].

Immunofenotypowanie oparte na badaniu cytometrycz-
nym moze obejmowac wiekszg cze$¢ przypadkéw AML,
jednakze w tej metodzie brakuje jeszcze wystandaryzowa-
nych procedur. Problemem w normalizacji tej techniki jest
przede wszystkim wysoce zréznicowana ekspresja aberrent-
nych immunofenotypéw [45]. W sferze badan naukowych
pozostaje badanie obecnosci biataczkowych komérek macie-
rzystych jako markera MDR.

MRD jako koncepcja bialaczkowych komérek
macierzystych

Aktualne poglady pokazuja, ze MRD staje sie najwazniejszym
czynnikiem rokowniczym w ALL oraz waznym czynnikiem

w AML. Obecno$¢ MRD w AML moze by¢ tlumaczona jako
obecno$¢ biataczkowych komérek macierzystych (LCS; leuke-
mic stem cells), ktére przetrwaly chemioterapie. Natomiast
w ALL obecno$¢é MRD moze by¢ efektem obecnosci wezesnych
stadiéw rozwoju klonu komérek biataczkowych, ktére prze-
trwaly chemioterapie, co wynika z faktu, ze ALL moze
rozwing¢ sie w kazdym stadium réznicowania biataczkowych
komérek prekursorowych limfocytéw B [56]. Tym samym
koncepcja ta laczy oporno$¢ nowotworowych komérek
macierzystych na cytostatyki [57, 58] oraz obecno$¢ komérek
rezydualnych, niewykrywanych metodami mikroskopii
optycznej, po zastosowanej chemioterapii [59].

Koncepcja biataczkowych komérek macierzystych tluma-
czy wystepowanie klonéw opornych [60]. W oparciu o badania
profili genetycznych istnieje coraz wiecej dowodéw sugeruja-
cych, ze ostre bialaczki sa chorobami wysoce heterogennymi
[61]. Idzie to w parze z hierarchig biataczkowych komoérek
macierzystych i komoérek inicjujgcych biataczke.

Obecnie pojawia sie réwniez pytanie czy okreslenie
»remisja catkowita” moze by¢ stosowane w odniesieniu do
chorych ,,MRD-dodatnich”? Nalezy podkresli¢, ze pacjent
w ,remisji catkowitej”, u ktérego stwierdza sie obecnosé
MRD, ma przeciez duze ryzyko nawrotu choroby.

Podsumowanie

Niewatpliwie aktualnie najsilniejszym czynnikiem rokowni-
czym terapii przeciwbiataczkowej jest odpowiedZ na poczat-
kowg terapie. W tych kategoriach najlepszym parametrem tej
odpowiedzi jest obecno$¢ minimalnej choroby resztkowe;j.
Pod wzgledem terapeutycznym MRD dostarcza najbardziej
racjonalnej informacji o odpowiedzi na leczenie, jak réwniez
przed i po przeszczepieniu komérek krwiotwérczych. Aktual-
ny stan wiedzy w zakresie znaczenia i wykorzystania MRD
jest zréznicowany pomiedzy dzie¢mi i dorostymi, pomiedzy
ALL i AML. Najistotniejsze réznice przedstawiono w tabeli III.
Monitorowanie MRD znacznie czeSciej wykorzystywane
jest u pacjentéw z ALL, w tym szczegllnie u dzieci [62].
Zgromadzone do$wiadczenie przyczynilo sie do ustalenia
niezbednych procedur, m.in. punktéw granicznych, punktéw
czasowych itp. Ponadto cechy biologiczne i genetyczne lim-
foblastéw, pomimo stosunkowo wysokiej heterogennosci
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ALL, poprzez zastosowanie FC i PCR, pozwalajg na ocene
MRD u prawie wszystkich pacjentéw. U dorostych z ALL
MRD jest elementem wielu protokotéw leczniczych, jed-
nakze standaryzacja metod stuzacych jej ocenie nie jest tak
dobrze rozwinieta jak w pediatrii. W AML znaczenie MRD
stopniowo wzrasta. Trudnoéci w dokladnej ocenie choroby
resztkowej w tym typie bialaczki wynikaja gtéwnie z jej
znacznej odmiennosci biologicznej, cytogenetycznej oraz
zréznicowanych mechanizméw opornosci. Obecnie ruty-
nowo monitoruje sie poziom MRD w APL u dzieci
i dorostych. Ponadto 1/3 dzieci ma specyficzne aberracje
genetyczne sluzace ocenie MRD technikg PCR. Obiecujaca
metodg jest jednak cytometria przepltywowa, ze wzgledu na
fakt mozliwosci okreslenia fenotypu kazdej z badanych
populacji komérek biataczkowych. Wydaje sie, ze ocena
MRD wkroétce stanie sie jednym z najwazniejszych parame-
tréw badanych u kazdego pacjenta z ostrg biataczks.
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