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Streszczenie
Przewlekła białaczka limfocytowa (CLL) jest chorobą limfoproliferacyjną o zróżnicowanym prze-
biegu klinicznym wywodzącą się z dojrzałych limfocytów B. W około 60% przypadków ze wzglę-
du na zaawansowanie choroby konieczne jest rozpoczęcie leczenia. Zastosowanie intensywnej 
immunochemioterapii pozwala uzyskać długotrwałe remisje u części pacjentów, niemniej mimo 
uzyskania całkowitych odpowiedzi dochodzi do wznowy choroby. Jej nawrót tłumaczy się obecnością 
rezydualnych komórek białaczkowych w szpiku kostnym, krwi obwodowej czy węzłach chłonnych, 
określanych mianem minimalnej choroby resztkowej (MRD). Zastosowanie cytometrii przepły-
wowej (FLC) oraz metod molekularnych umożliwia wykrycie pozostałych komórek białaczkowych 
z czułością sięgającą co najmniej 10–5, co pozwala na dokładniejsze określenie odpowiedzi na lecze-
nie. Eliminacja choroby resztkowej stanowi istotny czynnik rokowniczy długotrwałej odpowiedzi na 
immunochemioterapię. Ponadto znaczenie oceny MRD zwiększa się w związku z możliwością in-
dywidualizacji leczenia CLL oraz oceny jego skuteczności bez konieczności długoletniej obserwacji 
chorych. W niniejszej pracy podsumowano znaczenie kliniczne oceny MRD w CLL ze szczególnym 
uwzględnieniem metodyki opartej na FLC.
Słowa kluczowe: przewlekła białaczka limfocytowa, diagnostyka, minimalna choroba  
resztkowa, immunochemioterapia, cytometria przepływowa
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Abstract
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a lymphoproliferative disorder of mature B lymphocytes 
characterized by a heterogenous clinical course. Approximately 60% of cases require treatment ini-
tiation due to disease advancement. Immunochemotherapy enables achievement of durable remis-
sions in some of the patients, however despite the observed complete responses relapses occur. These 
are explained by the persistence of residual leukemic cells in blood, bone marrow and lymph nodes, 
defined as minimal residual disease (MRD). Use of flow cytometry (FLC) and molecular methods 
in assessment of treatment response allows for more detailed response quantification and detection 
of leukemic cells with at least 10–5 sensitivity. Elimination of MRD is an important prognostica-
tor of durable remissions following immunochemotherapy. Furthermore, the significance of MRD 
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assessment increases due to its possible role in CLL treatment individualization and as a potential 
surrogate marker of response without the need of long lasting observations. Herein in this publica-
tion, the clinical significance of MRD assessment emphasizing FLC methodology is summarized.
Key words: chronic lymphocytic leukemia, diagnostics, minimal residual disease,  
immunochemotherapy, flow cytometry
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Wprowadzenie

Przewlekła białaczka limfocytowa (CLL, chro-
nic lymphocytic leukemia) jest nowotworem charak-
teryzującym się klonalną proliferacją dojrzałych 
limfocytów B i ich akumulacją we krwi obwodowej, 
szpiku, narządach limfatycznych oraz rzadziej 
pozalimfatycznych [1, 2]. Komórki białaczkowe od-
powiadają subpopulacji immunoniekompetentnych 
limfocytów B i cechują się charakterystycznym 
wzorem ekspresji antygenów powierzchniowych 
ze współwystępowaniem markerów linii B (CD19, 
CD20 i CD23) i antygenu CD5 oraz niską ekspresją 
immunoglobulin powierzchniowych (sIg, surface 
immunoglobulin) [3]. Przebieg choroby początkowo 
jest indolentny i rozpoznaje się ją przypadkowo 
bez towarzyszących objawów klinicznych; 2/3 pa-
cjentów nie wymaga leczenia przy rozpoznaniu, 
a u połowy z nich choroba nie ulegnie progresji i nie 
będą wymagali terapii do końca życia. Pozostała 
1/3 chorych z powodu zaawansowania choroby 
będzie wymagała leczenia, począwszy od momen-
tu postawienia diagnozy [4]. Tak zróżnicowany 
przebieg kliniczny jest uwarunkowany dużą hete-
rogennością nagromadzonych zmian genetycznych 
oraz epigenetycznych występujących w CLL [5–8].

W zdecydowanej większości przypadków CLL 
pozostaje chorobą nieuleczalną ze względu na 
zachorowania w grupie osób starszych, u których 
nie można zastosować intensywnej immunoche-
mioterapii lub przeszczepienia allogenicznych 
krwiotwórczych komórek macierzystych (allo-
-HSCT, allogeneic hematopoetic stem cell transplan-
tation). Osoby w niskim stadium zaawansowania 
choroby oraz ze stabilną chorobą bezobjawową 
wymagają jedynie obserwacji (strategia watch 
& wait) [9, 10]. W przypadkach wymagających 
leczenia standardem jest immunochemioterapia 
oparta na przeciwciele anty-CD20 w połączeniu 
z fludarabiną oraz cyklofosfamidem (FCR, fluda-
rabina, cyklofosfamid, rytuksymab) u młodszych 
chorych lub chlorambucylem (R-Clb, rytuksymab, 
chlorambucyl) u starszych pacjentów obciążonych 
występowaniem innych chorób uniemożliwiających 
zastosowanie analogów puryn [11, 12]. Ostatnie 

lata przyniosły znaczący postęp w leczeniu CLL 
za sprawą wprowadzenia nowych przeciwciał anty-
-CD20, tj. ofatumumabu [13] oraz obinutuzumabu 
[14, 15] czy drobnocząsteczkowych inhibitorów 
receptora B-komórkowego (BCRi, B-cell receptor 
inhibitors), tj. ibrutynibu [16, 17] i idelalizybu [18],  
jak również inhibitora antyapoptotycznego białka 
BCL2 (B-cell lymphoma 2) — wenetoklaksu [19]. 
Pozwalają one kontrolować chorobę również w naj-
gorzej rokujących przypadkach z obecnością delecji 
17p lub mutacji TP53 [8, 20, 21].

Zastosowanie powyższych schematów immu-
nochemioterapii u części chorych pozwala uzyskać 
długotrwałe remisje, szczególnie u młodych cho-
rych z obecnością mutacji w części zmiennej łańcu-
cha ciężkiego immunoglobulin (IgHV, immunoglo-
bulin heavy chain variable) oraz bez niekorzystnych 
cytogenetycznych czynników ryzyka [11, 22]. Zaob-
serwowano jednak, że uzyskanie całkowitej remisji 
(CR, complete remission) jest parametrem niedosta-
tecznie korelującym z czasem przeżycia wolnego 
od progresji (PFS, progression-free survival) czy 
całkowitego przeżycia (OS, overall survival) [23].  
U części pacjentów, u których wykazano CR w od-
powiedzi na immunochemioterapię, stwierdza się 
obecność rezydualnych komórek białaczkowych 
niewykrywalnych standardowymi metodami obra-
zowymi czy laboratoryjnymi. Zastosowanie czul-
szych metod, tj. cytometrii przepływowej (FLC, 
flow cytometry) lub metod molekularnych, pozwala 
na ich detekcję w krwi obwodowej i szpiku kost-
nym z czułością 1 na 10 tys.–100 tys. komórek 
(10–4–10–5) [24–26]. Obecność tych rezydualnych 
komórek białaczkowych określa się mianem mini-
malnej choroby resztkowej (MRD, minimal resi-
dual disease). Jako stan eradykacji MRD, zgodnie 
z zaleceniami iwCLL (International Workshop on 
Chronic Lymhocytic Leuekmia) oraz Europejskiej 
Agencji Leków (EMA, European Medicines Agency), 
przyjmuje się obecność mniej niż 1 komórki CLL 
na 10 tys. leukocytów (10–4), nawet jeżeli stoso-
wana metoda pozwala na bardziej precyzyjną ocenę 
MRD [27]. Uzyskanie eradykacji MRD na poziomie 
10–4 po immunochemioterapii pozwala uzyskać 
długotrwałe PFS oraz OS i znacznie lepiej koreluje 
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z tymi parametrami niż klasycznie zdefiniowana 
remisja według iwCLL [22, 23, 28].

Zważywszy na rosnące znaczenie oceny MRD 
w ocenie skuteczności leczenia CLL w niniejszym 
opracowaniu omówiono metodykę jej oceny oraz 
znaczenie w określeniu odpowiedzi na leczenie 
stosowane u chorych na CLL.

Metodyka oznaczania MRD w CLL

Cytometria przepływowa
Cytometria przepływowa jest metodą diagno-

styczną dostępną obecnie w każdym ośrodku he-
matologicznym w Polsce. Większość pracowni dys-
ponuje cytometrami umożliwiającymi jednoczesne 
oznaczenie 8 fluorochromów (tab. 1). Pierwsze 
próby standaryzacji oznaczeń MRD w CLL metodą 
FLC (MRDflow) opierały się na oznaczeniach 4-, 
a następnie 6-kolorowych [29, 30]. Jakkolwiek obie 
te techniki pozwalają na osiągniecie rekomendo-
wanego przez iwCLL poziomu czułości 10–4 [27], 
to mają jednak istotne ograniczenia wynikające 
z konieczności podziału pobranej od pacjenta próbki 
krwi na odpowiednio pięć i dwie probówki, co może 
prowadzić do zmniejszenia czułości badania oraz 
wymaga pobrania znacznej objętości krwi w celu 
zapewnienia uzyskania wymaganej liczby komórek. 
Przyjmuje się, że aby badanie było wiarygodne 
i osiągało czułość 10–4 należy poddać analizie co 
najmniej milion komórek w każdej probówce. 
Jednocześnie, aby badanie ilościowe określić jako 
w pełni wiarygodne, należy zobrazować wyraźną, 
homogenną populację 50 komórek CLL, co często 
wymaga analizy znacznie większej liczby leukocy-
tów w probówce niż wspomniany milion [29, 30].

Istotny postęp w diagnostyce MRD w CLL 
przyniosło zastosowanie metody 8-kolorowej, która 
pozwala na jej oznaczenie z zastosowaniem jednej 

probówki. Podstawami doboru markerów i fluoro-
chromów w przypadku zastosowania tej metody są 
wcześniejsze protokoły 4- oraz 6-kolorowe [31, 32].  
Do badania 8-kolorowego wykorzystuje się mniej-
szą liczbę przeciwciał, zastosowanie jednej pro-
bówki pozwala ocenić większą liczbę komórek, 
zaś analiza jest prostsza i trwa krócej niż w ba-
daniach 4- i 6-kolorowych. Zastosowanie 8- lub 
więcej kolorowego, 1-probówkowego protokołu 
pozwala na osiągnięcie wyższej czułości, sięgającej 
10–5–10–6 [31, 33].

Jak dotychczas nie przeprowadzono szerszej 
standaryzacji oznaczenia MRD w CLL metodą 
8-kolorową. W Polsce jest obecnie realizowany 
projekt służący opracowaniu standardów oceny 
MRD z zastosowaniem FLC. Nie ustalono dotych-
czas, czy wyższa czułość badania przekłada się na 
PFS i OS. Stale trwają prace nad optymalizacja 
zestawu przeciwciał w oznaczeniach wielokolo-
rowych, mające na celu podwyższenie czułości 
i uproszczenie oznaczeń. W ostatnich latach kon-
sorcjum ERIC (European Research Initiative on 
CLL) opublikowało 6-kolorowy, „szkieletowy” 
zestaw przeciwciał dla metody 1-probówkowej, 
uznając dla osiągnięcia czułości 10–4 za redundan-
tne markery CD22 i CD3 [24]. Eliminacja tych 
dwóch przeciwciał pozwala w badaniu 8-kolorowym 
na zastosowanie w ich miejsce nowych markerów, 
o nieustalonym jeszcze znaczeniu w detekcji MRD 
(np. ROR1, CD160). Z drugiej strony eliminacja 
CD22 i CD3 jest możliwa wyłącznie u pacjentów 
z typowym immunofenotypem CLL i może pogar-
szać jakość oznaczeń z zakładaną czułością wyższą 
niż 10–4 [24].

Do zalet oznaczania MRD metodą cytome-
tryczną należą łatwa dostępność, niski koszt i krót-
ki czas wykonania oznaczenia z analizą oraz brak 
konieczności posiadania wyjściowej próbki chorego. 

Tabela 1. Zestawienie przeciwciał najczęściej stosowanych w oznaczaniu minimalnej choroby resztkowej

Table 1. List of antibodies most often utilized for minimal residual disease assessment

Metoda Probówki/markery Minimalna liczba leukocytów  
dla czułości 10–4 [mln]

4-kolorowa (5 probówek) Kappa/lambda/CD19/CD5

CD45/CD14/CD19/CD3

CD20/CD38/CD19/CD5

CD81/CD22/CD19/CD5

CD43/CD79b/CD19/CD5

4–20

6-kolorowa (2 probówki) CD3/CD38/CD5/CD19/CD79b/CD20

CD81/CD22/CD5/CD19/CD43/CD20

2–10

8-kolorowa (1 probówka) CD22/CD3/CD43/CD20/CD79b/CD19/CD5/CD81 1–5
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Metoda 8-mio kolorowa pozwala na oznaczenie 
MRD także w przypadku nietypowych immuno-
fenotypów komórek CLL. Jedyną jak się wydaje 
wadą tej metody jest duża zależność od aparatury 
badawczej, zastosowanych klonów przeciwciał 
oraz operatora. Remedium na powyższe problemy 
może być przeprowadzenie standaryzacji między-
ośrodkowej dotyczącej m.in. ustawień cytometru, 
preparatyki, zastosowanych klonów przeciwciał, 
fluorochromów i procedury analizy.

Dla osiągnięcia czułości 10–4 należy pobrać 
1–2 ml krwi obwodowej lub 1 ml aspiratu szpiku 
kostnego pacjenta do standardowej probówki 
z EDTA. Po inkubacji ze znakowanymi przeciw-
ciałami monoklonalnymi do roztworu komórek 
dodajemy czynnik lizujący erytrocyty a następnie 
po odwirowaniu zawieszamy w zbuforowanym 
roztworze soli fizjologicznej i analizujemy w cy-
tometrze przepływowym. Strategia bramkowania 
obejmuje wyodrębnienie limfocytów B, eliminacje 
artefaktów prezentujących koekspresję CD19+/ 
/CD3+ a następnie określenie części wspólnej 
bramek dla limfocytów B prezentujących charak-
terystyczną dla CLL ekspresję antygenów CD5, 
CD43, CD81, CD79b, CD22 oraz CD20. Odsetek 
limfocytów białaczkowych podajemy w stosunku 
do ogółu leukocytów odpowiednio krwi lub szpi-
ku. Badanie w cytometrze przepływowym wraz 
z analizą danych zajmuje 2–3 godzin. Przykładowe 
badanie MRD wraz ze schematem bramkowania 
przedstawiono na rycinie 1.

Metody molekularne
Badania molekularne pozwalają na jakościową 

i ilościową ocenę MRD u chorych na CLL. Badanie 
ASO IgHV PCR (allele-specific oligonucleotide im-
munoglobulin heavy chain variable gene polymerase 
chain reaction) jest uważane za referencyjną me-
todę oznaczania MRD w CLL [34]. Geny kodujące 
region zmienny łańcucha ciężkiego immunoglo-
bulin (IgVH) limfocytów białaczkowych pacjenta 
pobranych przed włączeniem leczenia są sekwen-
cjonowane w celu syntezy allelospecyficznych 
oligoukleotydów dla regionu CDR3 (complementa-
rity-determining region) IgHV, które są następnie 
wykorzystywane do oznaczania MRD po leczeniu. 
Badanie ASO IGHV w badaniu ilościowym reakcji 
łańcuchowej polimerazy (RQ-PCR, real-time quan-
titative polymerase chain reaction) pozwala osiągnąć 
czułość na poziomie 10–5 [35, 36]. W przypadku za-
stosowania techniki zagnieżdżonej (nested) metoda 
pozwala osiągnąć czułość 10–6, ale bez możliwości 
oznaczenia ilościowego. Oba warianty badania 
wymagają zastosowania specyficznych dla pacjenta 

starterów, a więc uzyskania i sekwencjonowania 
próbki pacjenta przed leczeniem. Metodyka bada-
nia jest pracochłonna, względnie droga i dostępna 
w niewielu ośrodkach [35, 36].

W ostatnich latach w oznaczaniu MRD w cho-
robach układu chłonnego dynamicznie rozwija się 
metoda sekwencjonowania następnej generacji 
(NGS, next generation sequencing) z zastosowaniem 
niespecyficznych dla pacjenta starterów [25, 37]. 
Czułość badania sięga 10–6, w badaniu jakościowym 
oraz 10–5 w badaniu ilościowym. Metodyka ozna-
czenia jest mniej czaso- i pracochłonna niż badania 
z zastosowaniem klasycznego sekwencjonowania. 
W Polsce metoda NGS pozostaje dostępna jedynie 
w kilku laboratoriach i według wiedzy autorów 
nie stosowano jej, jak dotąd, w oznaczaniu MRD 
u chorych na CLL. Obie wspomniane metody 
molekularne można stosować do oznaczania MRD 
z próbek krwi obwodowej i szpiku kostnego. Porów-
nanie wybranych metod oznaczenia MRD w CLL 
zestawiono tabeli 2.

Zasadność oceny MRD  
na podstawie badań klinicznych

Na potrzeby badań klinicznych poziom uzyska-
nego stopnia MRD z wykorzystaniem FLC określa 
się jako niski (< 10–4), pośredni (od ≥ 10–4 do < 10– 2) 
oraz wysoki (≥ 10–2), przy czym uzyskanie niskiego 
poziomu (< 10–4) określa się mianem negatywizacji 
MRD według kryteriów iwCLL [38]. W zdecy-
dowanej większości badań do oznaczenia MRD 
wykorzystywano metody oparte na FLC. W rando-
mizowanym badaniu CLL8, w którym porównywano 
skuteczność schematu FCR (fludarabina, cyklofo-
sfamid, rytuksymab) ze skutecznością schematu 
FC (fludarabina, cyklofosfamid) u dotychczas nie-
leczonych chorych na CLL, wykazano, że schemat 
FCR pozwala uzyskać wysoki całkowity odsetek 
odpowiedzi (ORR, overall response rate) wynoszący 
90%, z czego 44% stanowiły CR [11, 22]. Böttcher 
i wsp. [39] w grupie pacjentów leczonych FCR w po-
równaniu z FC wykazali istotnie wyższy odsetek 
negatywizacji MRD mierzonej we krwi obwodowej 
(63% v. 35%) oraz szpiku kostnym (44% v. 28%). 
Uzyskanie negatywizacji MRD istotnie korelowało 
z dłuższymi czasem PFS oraz OS niezależnie od 
zastosowanego schematu leczenia [39]. Również 
w badaniu MDACC (MD Anderson Cancer Center) 
w grupie 237 pacjentów leczonych w pierwszej linii 
według schematu FCR stwierdzono negatywizację 
MRD szpiku kostnego u 43% pacjentów po zakoń-
czeniu leczenia, co istotnie korelowało z dłuższymi 
PFS oraz OS [40].
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Rycina 1. Przykładowe badanie ilościowe minimalnej choroby resztkowej w przewlekłej białaczce limfocytowej (MRD-CLL)

Figure 1. Illustrative quantitative determination of minimal residual disease in chronic lymphocytic leukemia (MRD-CLL)

A. W bramce nuclear wyznaczono komórki jądrzaste krwi obwodowej. Dodatkowo bramka ta umożliwia elimi-
nację niezlizowanych erytrocytów oraz martwych komórek mogących zafałszować wynik badania; B. W kwa- 
drantach Q1 (CD43+) oraz Q3 (CD43–) znajduje się ogół badanych komórek limfocytarnych. Dodatkowo eli-
minacji ulegają komórki granulocytów oraz monocytów; C. W wyznaczonych kwadrantach Q1-1, T oraz Q2-1, 
odpowiednio, znajdują się wszystkie limfocyty B CD19+, limfocyty T CD3+ oraz podwójnie dodatnie artefakty 
CD3+/CD19+ (kontrola testu), których liczba nie powinna przekraczać końcowej liczby komórek populacji 
MRD-CLL; D. Wśród ogółu limfocytów B CD19+ (Q1-1) przy użyciu bramek 22/20, 5/79b oraz 43/81 ustalono  
3 populacje nieprawidłowych komórek B, tj. CD22+dim/CD20+dim, CD5+/CD79b+dim oraz CD43+/CD81+dim 
odpowiadających charakterystyce antygenowej komórek CLL. Finalne wyznaczenie części wspólnej powyższych 
bramek umożliwia wskazanie poszukiwanej populacji komórek MRD-CLL cechujących się jednoczesną ekspresją 
wszystkich opisanych antygenów (populacja komórek o fioletowym kolorze); E. Wyznaczona część wspólna 
bramek 5/79b, 43/81 oraz 22/20 wyniosła 142 komórki MRD-CLL, co w przeliczeniu na ogół zebranych zdarzeń 
(1 221 173 komórki) pozwoliło uzyskać odsetek MRD na poziomie 0,012%

Negatywizacja MRD jest również możliwa 
dzięki zastosowaniu mniej intensywnych schema-
tów immunochemioterapii w populacji starszych 

chorych ze współistnieniem innych chorób dys-
kwalifikujących pacjentów z intensywnego lecze-
nia. W ramach randomizowanego trójramiennego 
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badania CLL11 porównano skuteczność leczenia 
chlorambucylem w monoterapii oraz według dwóch 
schematów immunochemioterapii — R-Clb oraz 
G-Clb (obinutuzumab, chlorambucyl) w grupie 
781 dotychczas nieleczonych chorych [14, 15]. 
Obinutuzumab to przeciwciało anty-CD20 typu II,  
które w odniesieniu do rytuksymabu charak- 
teryzuje się wyższym bezpośrednim efektem 
cytotoksycznym i komórkowym, jednak niższym 
efektem cytotoksycznym zależnym od aktywacji 
dopełniacza [41]. Immunochemioterapia G-Clb oraz 
R-Clb w porównaniu z monoterapią chlorambucy-
lem pozwoliła na uzyskanie wyższego ORR (odpo-
wiednio 78,4%, 65,1% oraz 31,4%) oraz CR (20,7%, 
7% oraz 0%) [14, 15]. Odsetek chorych z niskim 
poziomem MRD mierzonej w szpiku kostnym oraz 
krwi obwodowej był istotnie wyższy w grupie 
leczonej G-Clb niż u pacjentów, u których zastoso-
wano schemat R-Clb (szpik kostny 19,5% v. 2,6% 
oraz krew obwodowa 37,7% v. 3,3%) [14]. Choć 
czasy OS w obu grupach były porównywalne, to 
wyższy odsetek negatywizacji MRD przełożył się 
na istotnie dłuższe PFS w grupie leczonej zgodnie 
ze schematem G-Clb (29,2 mies. v. 15,4 mies.) [14].  
Ponadto chorzy w grupie, w której podawano 
obinutuzumab, wymagali leczenia kolejnej linii 
po 51,1 miesiąca w porównaniu z 38,2 miesiąca 
w grupie, w której stosowano rytuksymab [15].

Również schemat BR (bendamustyna, rytuk-
symab) pozwala uzyskać negatywizację MRD. Me-
diana czasu PFS korelowała dodatnio ze stopniem 
głębokości uzyskanej odpowiedzi mierzonej we 
krwi obwodowej (nie uzyskano mediany dla < 10–4, 
32 mies. dla ≥ 10–4 do < 10–2 oraz 12 mies. dla ≥ 10– 2) 
[42]. Istotnie dłuższy okres PFS u chorych z CR z ne-
gatywizacją MRD w szpiku kostnym w porównaniu 

z chorymi z CR bez negatywizacji MRD obserwowa-
no również w grupie chorych leczonych w pierwszej 
linii według schematu FCM (fludarabina, cyklofosfa-
mid, mitoksantron) [43].

Ocena MRD ma również zastosowanie w przy-
padku leczenia chorych z nawrotową i oporną CLL 
(r/r CLL, relapse and refractory CLL). Negatywi-
zacja MRD mierzona z zastosowaniem ilościowej 
reakcji łańcuchowej polimerazy (qPCR, qualitative 
polymerase chain reaction) przekłada się na dłuższy 
czas do progresji choroby (TTP, time to progression) 
w grupie pacjentów z r/r CLL leczonych według 
schematu FCR [44]. Również uzyskanie głębokich 
odpowiedzi mierzonych z wykorzystaniem FLC 
wiąże się z dłuższym czasem PFS w przypadkach 
r/r CLL u chorych leczonych alemtuzumabem 
w monoterapii czy w skojarzeniu z wysokodawko-
wanym metyloprednizolonem [45, 46]. Ocena MRD 
znalazła również zastosowanie w monitorowaniu 
odpowiedzi u chorych poddanych procedurze allo-
-HSCT i jest zalecana przez ASBMT (American 
Society for Blood and Marrow Transplantation) 
[47]. Uzyskanie niskiego poziomu MRD mierzonej 
w szpiku kostnym za pomocą FLC lub metodami 
molekularnymi 12 miesięcy po allo-HSCT wiązało 
się z dłuższym czasem wolnym od wznowy (EFS, 
event-free survival) [25, 48–50]. Ponadto pomiar 
MRD może mieć zastosowanie w postępowaniu 
preemptywnym. W badaniu CLL3X u 3 z 6 pa-
cjentów, u których stwierdzono obecność MRD 
w szpiku kostnym po allo-HSCT, infuzja limfocytów 
dawców (DLI, donor lymphocyte infusion) pozwoliła 
na pogłębienie odpowiedzi, prowadząc do uzyskania 
CR z negatywizacją MRD [49].

Ocena MRD zdaje się nie mieć znaczenia 
w ocenie odpowiedzi na leczenie BCRi, jednakże 

Tabela 2. Porównanie oznaczania minimalnej choroby resztkowej (MRD) z wykorzystaniem metod cytometrii przepływowej 
(MRDflow) oraz molekularnych

Table 2. Comparison of examination methods for minimal residual disease (MRD) assessment based on flow cytometry 
(MRDflow) and molecular methodology

Metoda Czułość Standaryzacja Uwagi

MRDflow 10–4 

(w protokołach 8–10-kolorowych 10–5)
Tak Nie wymaga próbki przed leczeniem

Powszechnie dostępna
Tania

ASO IgHV RQ-PCR 10–5 Tak Wymaga próbki przed leczeniem
Czasochłonna

Kosztowna
Mało dostępna

NGS 10–5 Nie Kosztowna
Bardzo mało dostępna

ASO IgHV RQ-PCR (allele-specific oligonucleotide immunoglobulin heavy chain variable gene real-time quantitative polymerase chain reaction) — allelospecyficzna reakcja 
oligonukleotydowa genu zmiennego łańcucha ciężkiego immunoglobulin z ilościowym badaniem reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym; NGS (next 
generation sequencing) — sekwencjonowanie następnej generacji
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obserwacje kliniczne są zbyt krótkotrwałe by móc to 
ocenić, a brak regularnego oznaczania MRD w przy-
padku uzyskania CR lub remisji częściowej (PR, 
partial remission) nie pozwala obecnie wyciągnąć 
jednoznacznych wniosków. Zarówno w przypadku le-
czenia ibrutynibem, jak i idelalizybem w skojarzeniu 
z rytuksymabem odsetek uzyskanych CR jest niski, 
jednak w nielicznych przypadkach chorych leczonych 
ibrutynibem stwierdzono negatywizację MRD w krwi 
obwodowej u około 8% analizowanych pacjentów 
[17, 18, 51–53]. W przypadku leczenia skojarzonego 
BCRi z immunochemioterapią lub innymi nowymi 
cząsteczkami odsetek ten powinien być wyższy [54].

Zgoła odmienna sytuacja ma miejsce w przy-
padku leczenia wenetoklaksem — zarówno w mo-
noterapii, jak i w leczeniu skojarzonym z rytuksy-
mabem czy obinutuzumabem [19, 55–58]. W bada-
niu I fazy w grupie 116 pacjentów z r/r CLL/SLL 
monoterapia wenetoklaksem charakteryzowała 
się 79-procentowym ORR z CR/CRi wynoszącym 
20%. U 6 spośród 17 chorych z CR/CRi uzyskano 
negatywizację MRD w szpiku kostnym (5% całej 
badanej grupy pacjentów) [19]. Z kolei w grupie 
107 pacjentów z r/r CLL z defektem szlaku białka 
p53 w wyniku monoterapii wenetoklaksem uzyska-
no 79% ORR z 7,5% CR/CRi. Ponadto u 18 spośród 
45 (17%) analizowanych chorych nie wykryto 
MRD we krwi obwodowej, natomiast u 6 spośród 
10 badanych chorych wykazano ujemny wynik 
badania MRD również w szpiku kostnym [57].  
Skojarzenie wenetoklaksu z rytuksymabem pro-
wadzi do pogłębienia odpowiedzi u chorych na 
r/r CLL/SLL. W grupie 49 chorych leczenie sko-
jarzone doprowadziło do uzyskania 86% ORR 
z odsetkiem CR/CRi sięgającym 51% [56]. Ponadto 
u 28 z 42 analizowanych pacjentów oraz u 20 cho-
rych, którzy uzyskali CR, osiągnięto negatywizację 
MRD w szpiku kostnym. W badaniu tym ze względu 
na krótki okres obserwacji nie osiągnięto mediany 
PFS ani OS. W ramach badania leczenie wstrzy-
mano u 13 pacjentów, którzy osiągnęli głęboką 
odpowiedź w wyniku terapii (stwierdzenie CR, CRi 
lub PR z ujemną MRD). U 2 chorych, u których 
stwierdzono obecność MRD w szpiku kostnym, 
obserwowano cechy bezobjawowej progresji CLL 
(narastanie MRD we krwi obwodowej oraz wzrost 
limfocytozy). Ponowne włączenie wenetoklaksu 
skutkowało uzyskanie PR. Wyniki wskazują, że 
uzyskanie negatywizacji MRD umożliwia prze-
rwanie leczenia wenetoklaksem, a w przypadku 
nawrotu choroby ponowne włączenie inhibito-
ra BCL2 pozwala na jej ponowną kontrolę [56]. 
Pogłębienie odpowiedzi obserwowano również 
w przypadku leczenia skojarzonego wenetoklaksem 

z obinutuzumabem. W grupie 13 dotychczas nie-
leczonych chorych na CLL połączenie obu leków 
prowadziło do uzyskania odpowiedzi u wszystkich 
pacjentów, przy czym negatywizację MRD we krwi 
obwodowej uzyskano u 11 z 12 pacjentów. W 5 spo-
śród 7 przypadków, analizując poziom MRD w szpi-
ku kostnym, stwierdzono jego negatywizację [59].

Uzyskanie eradykacji MRD zdaje się dokład-
niejszym parametrem prognostycznym niż samo 
uzyskanie CR lub PR w wyniku zastosowania 
immunochemioterapii, o czym świadczą wyniki 
obserwacyjnego badania Kovacs i wsp. [23] prze-
prowadzonego w grupie 554 chorych leczonych 
w randomizowanych badaniach CLL8 (FCR v. FC) 
oraz CLL10 (FCR v. BR). Przypadki CR-MRD(–), 
PR-MRD(–), CR-MRD(+) oraz PR-MRD(+) cha-
rakteryzowały się odpowiednio zróżnicowanymi 
czasami PFS wynoszącymi odpowiednio 61 mie-
sięcy, 54 miesięcy, 35 miesięcy oraz 21 miesięcy. 
Wykazano również, że przypadki PR-MRD(–) 
z towarzyszącą splenomegalią cechowało po-
równywalne PFS (63 mies.), natomiast przypad-
ki PR-MRD(–) z towarzyszącą limfadenopatią 
— istotnie krótsze (32 mies.) w odniesieniu do 
przypadków CR-MRD(–) (61 mies.) [23]. Wytłu-
maczeniem takiej zależności może być oporność 
białaczkowych komórek znajdujących się w wę-
złach chłonnych. Brakuje jednak obecnie badań, 
w których oceniono by chorobę resztkową CLL na 
podstawie analizy molekularnej czy cytometrycz-
nej węzłów chłonnych.

Miejsce oceny MRD w świetle 
wytycznych międzynarodowych  

oraz krajowych

Ocena MRD jest metodą uznaną w charaktery-
zacji głębokości odpowiedzi na leczenie (wytyczne 
NCCN [National Comprehensive Cancer Network] 
oraz iwCLL), jednak z powodu braku wyników 
badań prospektywnych nie zaleca się jej w ruty-
nowej praktyce klinicznej [27, 60]. Oznaczenie 
MRD jest natomiast zalecane w przypadku oceny 
odpowiedzi na leczenie w ramach badań klinicz-
nych [27]. Brakuje, jak dotychczas, ostatecznego 
konsensusu dotyczącego optymalnego momentu 
oznaczania MRD (z reguły oznaczenie wykony-
wano w okresie 2–3 miesięcy po zakończenia 
immunochemioterapii) oraz rodzaju pobieranego 
materiału klinicznego (krew obwodowa v. szpik 
kostny v. rezydualne masy węzłowe). Jakkolwiek 
oznaczenie MRD we krwi obwodowej 2–3 miesięcy 
po leczeniu jest w większości przypadków bardzo 
dobrym surogatem PFS, to badanie aspiratu szpiku 
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kostnego wydaje się bardziej czułe i wiarygodne. 
Odsetek pacjentów z negatywną MRD we krwi 
obwodowej i pozytywną w szpiku może sięgać 
20% [61]. Obecnie przyjmuje się, że badanie MRD 
w aspiracie szpiku, jako bardziej inwazyjne, należy 
wykonać w przypadku negatywnego wyniku MRD 
we krwi obwodowej. Dowiedziono zasadności 
oznaczania MRD w przypadku stosowania immu-
nochemioterapii, co jest związane z długoletnimi 
obserwacjami, jednak otwartą kwestią pozostaje 
wykorzystanie jej do oceny odpowiedzi na leczenie 
BCRi oraz wenetoklaksem ze względu na brak jej 
rutynowego oznaczania w dotychczas przepro-
wadzonych badaniach klinicznych w przypadku 
uzyskiwanych odpowiedzi oraz krótkich czasów 
obserwacji. Obecnie są realizowane badania słu-
żące określeniu roli oznaczania MRD w ocenie 
odpowiedzi na coraz bardziej zróżnicowane sche-
maty leczenia CLL, jak również wykorzystujące 
negatywizację MRD do zakończenia lub zmiany po-
stępowania terapeutycznego. Europejska Agencja 
Leków rozważa zastosowanie badania MRD w CLL 
jako pośredniego punktu końcowego dla rejestracji 
wybranych terapii w randomizowanych badaniach 
klinicznych zaprojektowanych w celu wykazania 
przewagi w zakresie PFS.

W Polsce aktualnie brakuje wytycznych doty-
czących oznaczania MRD w CLL. Biorąc pod uwagę 
realia krajowe, głównie koszty oraz dostępność 
aparaturową i doświadczenie personelu ośrodków, 
oznaczanie MRD z zastosowaniem FLC będzie 
główną metodą wykorzystywaną w tym celu.

Podsumowanie

Weryfikacja oznaczania MRD w kontekście 
uzyskiwanych odpowiedzi w zakresie czasów PFS 
i OS oraz uzależnienia dalszego postępowania 
terapeutycznego w badaniach prospektywnych 
pozwoli na ugruntowanie tej metody w wytycznych 
krajowych i międzynarodowych dotyczących CLL. 
Niemniej, biorąc pod uwagę dużą heterogenność 
CLL oraz mnogość dostępnych obecnie schematów 
terapeutycznych, walidacja MRD może się okazać 
utrudniona i, być może, będzie stosowana wyłącz-
nie jako marker odpowiedzi jedynie w przypadku 
wybranych schematów terapeutycznych.

Podziękowania

Praca powstała w ramach działalności Klubu 
Młodego Hematologa.
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