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Souhrn: Rychly vyvoj cytogenetiky, pritokové cytometrie a molekularni biologie rozsifuje moznosti detekce minimalni rezi-
dualni nemoci. V obecné ¢asti je uveden stru¢ny piehled nejcastéji uzivanych laboratornich technik. Ve specializované ¢asti
jsou pak shrnuty literarni ddaje o klinickém vyznamu detekce rezidudlni nemoci u nékterych hematologickych malignit.
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Summary: The rapid development of cytogenetics, flow cytometry and molecular biology broadens the spectrum of options
for minimal residual disease detection. A brief overview of the most frequently used laboratory techniques is given in the gene-
ral part. The specialized part summarizes the data from literature concerning the clinical significance of the minimal residual
disease detection in certain hematological malignancies.
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Uvod

Prakticky vSechna onkologicka onemocnéni pfedstavuji klo-
ndlni proces, kdy se ur€ita ¢ast bunécné populace, klon, vymk-
la kontrolnim mechanismim rastu. V hlavni roli se zde uplat-
Huji specifické zmény v genomu buiiky (primarni zmény).
Jejich pfitomnost miiZe vyvolat nadorovou transformaci nor-
malni butiky v nddorovou buiiku ur¢itého typu (napf. translo-
kace t(9;22) u chronické myeloidni leukémie, CML). V pato-
logicky zménéném genomu dochdzi v prib&hu Casu nadile
k mutacim (sekundéarni zmény). Jejich vysledkem je vznik sub-
kloni bunék, které jsou ¢im dél tim méné ovlivnitelné vniti-
nimi fyziologickymi mechanismy kontroly rastu bunék, stej-
né tak jako jsou i méné citlivé k protinddorové terapii.
Sekundédrni zmény jsou tedy zodpovédné za rezistenci, pro-
gresi onemocnéni (napf. mutace proteinu p53). Predpokladem
vyléceni nemocného s onkologickym onemocnénim je aspés-
né zni¢eni maligniho klonu bunék, tj. navozeni ,.kvalitni* kom-
pletni remise onemocnéni.! Kvalitu remise miZeme méfit
s riznou citlivosti. Podle vybrané metodiky miZeme hovofit
o kompletni remisi klinické (clinical complete remission,
CCR), cytogenetické, imunologické, nebo molekularni (mole-
cular complete remission, MCR).

CCR je mozno definovat jako vymizeni zndmek onemocnéni
pod aroverti detekovatelnou pfi pouZiti béZnych vySetfovacich
metod (radiodiagnostickych i laboratornich). Obecné platnd
kriteria klinické kompletni ¢i parcidlni remise (partial remis-
sion, PR) jsou pak jeSt€ upravovana jednotlivymi pracovnimi
skupinami jako je tomu napf. pro nehodgkinské lymfomy
(NHL).? U hemato-onkologickych pacientti 1ze dosdhnout
s vysokou pravdépodobnosti CCR, dochazi v§ak také ve vyso-
kému procentu k ndvratu nemoci, relapsu. Relapsy jsou ve své

konecné fazi nejcastéjsi pricinou selhdni protinddorové tera-
pie. Pfedpoklada se, Ze k rekurenci onkologickych onemoc-
néni pfispivaji rezidudlni maligni buiiky. Subklinickym zbyt-
ktim nadoru se fikd minimélni rezidudlni nemoc (minimal
residual disease, MRD). Rozsah a vyvoj MRD v priib&hu one-
mocnéni Ize sledovat s riznou citlivosti laboratornich technik.

Metody:

— cytogenetické (cytogenetika; popft. fluorescein in situ hibri-
dization, FISH), mohou detekovat 1 niddorovou buiikku mezi
102 buiikami normélnimi

— imunologické (imunofenotypizace; pratokova cytometrie,
fluorescein activated cell sorting, FACS), vykazuji vyssi cit-
livost tj. 1021073

— molekuldrni jsou nejcitlivéjsi (zejména polymerase chain
reaction, PCR nebo reverse transcriptase-polymerase chain
reaction, RT-PCR), citlivost 1073-10°

Tak jako je moZné oznacit stav pacienta bez detekovatelné
MRD jako molekularni kompletni remise (molecular comple-
te remission, MCR) 1ze podobné definovat i molekularni nebo
také PCR relaps, coZ je oznaceni uzivané situace, kdy je zejmé-
na pomoci kvantitativni PCR zji§téna expanze patologického
klonu o 1 log bez zavislosti na intervalu od pfedchoziho vySet-
feni bez znamek klinického relapsu.’

Cytogenetika

Chromozomalni analyza lidskych bunék pouZivd jednak kla-
sickych cytogenetickych metod, kdy se na metafazickych chro-
mozoémech hodnoti jejich pocet, velikost, tvar a strukturu chro-
mozomi. * DNA sond (préb) identifikujicich urcity dsek DNA
I1ze pouZit i pro buiiky v interfazi. Zprvu radioaktivné znacené
sondy byly nahrazeny sondami fluorescencnimi (FISH), coz
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umoZnilo rozvoj cytogenetiky. Dnes jsou k dispozici tzv. bar-
vici sondy specifické pro kazdy chromozém, kterymi 1ze odha-
lit n€kolik aberaci najednou a mimo jiné také delece a ampli-
fikace genetického materidlu.

Technika komparativni genomické hybridizace (comparative
genomic hybridization, CGH) porovnava barveni chromoz6-
mi niddorovych a normdlnich bunék. Pokud neni ztrdta nebo
nadbytek DNA, dany dsek chromozému je Zluty (rovnovaha
mezi Cervenou a zelenou barvou). V piipad€ imbalance se dany
usek zbarvi Cervené nebo zelené. Z této metodiky vychaziitzv.
microarrays. Novéj$i metodou je tzv. multibarevnd FISH (mul-
ticolor FISH, M-FISH),>°kdy se jednou &i vice barvami ozna-
¢ené chromozomy normdlnich bunék porovnavaji s chromo-
z6my bun€k nddorovych. Touto metodou lze tedy identifikovat
zménéné chromozomy, avak bliz§i specifikace vyZaduje pou-
ziti specifické DNA proby.

Cytogenetickd odpovéd napt. u CML predstavuje procento
jader negativnich pro danou cytogenetickou zménu, tj. t(9;22)
historicky Philadelfsky chromozém (Ph). Podle stupné se
odpovéd déli nasledovné: Zadn4, minimalni (1% aZ 32% Ph
neg), minor (33% az 65% Ph neg), major (66% az 99% Ph neg)
a kompletni (100% Ph neg).’

Imunofenotypizace

Priitokova cytometrie pouZiva znaceni povrchovych niadoro-
vych antigeni pomoci monoklonélnich protilatek vaZicich se
specificky na tyto povrchové znaky.3 Vét§ina analyz FACSem
zavisi tedy na detekci povrchovych antigent bunék, nejcasté-
jitzv. CD (cluster differentiation). V ptipadé B buné¢nych lym-
foproliferaci se jeSté k urCeni klonality vyuZivé exprese leh-
kych imunoglobulinovych fetézct.? PrestoZe jsou tyto techniky
citlivéjsi neZ morfologické metody maji svd omezeni. Vzhle-
dem k variabilit€ povrchovych znakd niadorovych elementt
maji nékteré metody informativni hodnotu jen u vybranych
pripadii.!® Vyznamnym pokrokem u metod monitorovani
MRD pomoci FACS je uplatnéni vicebarevné fluorescence,
které umozni analyzu znacné velkého mnoZstvi bunék a iden-
tifikaci i jen velmi malé buné¢né subpopulace. Tuto metodi-
ku lze pouzit v Siroké mife, je kvantitativni a zachovéava siidob-
rou sensitivitu (10-5).!!

Polymerazova retézova reakce

(polymerase chain reaction, PCR)

Metody PCR maji mnoho podob a modifikaci. Mohou byt kva-
litativni (plus, minus) nebo také kvantitativni (Q-PCR). Mezi
klasické postupy patii jednostupriovd PCR, kdy je cyklicky
(30x- 50x) mnoZena vybrana sekvence ohrani¢end parem pri-
mer(. Tato metodika pracuje s citlivosti zhruba 1073-107.
Dvoustupriovd PCR (nested PCR) vyuZiva navic tzv. vnitfnich
primerd, které rozpoznévaji tseky genetické informace jiz
v pfedem namnoZenych sekvencich z jednostupiiové PCR. Tim
se miiZe zvysit citlivost na pfiblizng 10-3-100.12 Nevyhodou
je nutnost znat dva pary primerd, které vymezuji hledanou
sekvenci, coZ sebou mimo jiné prinasi také pracnéjsi optima-
lizaci reakce. Mezi jednostupiiovou a dvoustupiiovou PCR se
svou citlivosti miZe za urcitych podminek vmezefit i tzv.
Ltouchdown PCR*, u které je cyklacni program upraven tak,
aby alrgi pri vysokém poctu cyklii nedochazelo ke vzniku nespe-
cifit.

Metoda RT-PCR detekuje pfitomnost nidorové mRNA, kterd
je v prvnim kroku pfepsdna do cDNA a dale jiZ je mnoZeni
cilové sekvence stejné jako u klasické PCR.!4

Skutecnost, Ze pfitomnost nékterych markerit nidorovych
bunék byla detekovédna u jedinct bez onkologického one-
mocnéni'? a u pacientti v dlouhodobé kompletni remisi, %17
vedla k rozvoji kvantitativnich metodik. Rozsah MRD lze
hodnotit semikvantitativné (nartst, pokles, stagnace) nebo
absolutné, kdy je moZno urcit pocet patologickych bunék
v daném vzorku. PCR metodika limitujiciho Fedeéni urcuje
koncentraci (fedéni) cilové sekvence ve vzorku, pfi které jes-

42 KLINICKA ONKOLOGIE 16 2/2003

té 1ze detekovat PCR pozitivitu pfi znalosti citlivosti reak-
ce.!® Tato metoda byla vyuZita k semikvantitativnim stano-
venim MRD a jeji vysledky byly v souhlase s klinickym obra-
zem.!%20 Pro presnéjsi kvantifikace pak byla navrZena
komparativni PCR uZivajici koamplifikace CDRIII jako pato-
logického markeru a H-ras onkogenu jakoZto referencniho
markeru (interni standard). Ob&€ metodiky poskytuji sou-
hlasné vysledky a vyvoj hladin bunék nesoucich sledovany
marker byl v souhlase s klinickym obrazem.20-22 Nevyhodou
koamplifikacnich reakci (multiplex PCR) je vSak sniZeni cit-
livosti detekce na 102-1073,

Absolutni kvantitativni PCR metody jsou pfedstavovany kom-
petitivnimi (vétsinou nested) PCR nebo RT-PCR,?? které s cit-
livosti 107-10°° patii mezi k nejuzivan&jsim. Kompetitivni PCR
je zaloZena na porovnavani mnozstvi produktt PCR pfi zna-
mé koncentraci templatu (externi standard) v pozitivni kon-
trole.?* P¥i provedenti reakce v fedici fadg, Ize pak ziskat mnoZ-
stvi templatu ve vzorku, j. po¢et nddorovych bunék v méteném
vzorku. Uvedend metodika je dobfe propracovana a doporu-
¢ovéna pro monitorovani MRD u leukémii zejména CML .32
MoZnost, jak odliSit PCR pozitivni nemocné, ktefi po 16¢bé
setrvaji v dlouhodobé CCR od nemocnych ohroZenych relap-
sem naznacuji studie s nejnovéj$i metodikou tzv. ,,realtime
PCR*u akutnich lymfoblastovych leukémii (ALL),%® mnoho-
¢etného myelomu (MM)?7 anebo folikularnich lymfomu
(FL).28 Tato technika vyuZivd 5°-3° nukleazové aktivity Tag
polymerazy a fluorescen¢né znacenou cilovou DNA prébu.?
Béhem reakce je proba odstépovana, coz vyvola fluorescenci,
kterd je pfimo imérn4 mnozstvi cilovych sekvenci.

Jak jiZ bylo naznaceno dfive PCR je pfedstavovdna amplifi-
kaciunikatni genové sekvence, kterd se nachazi v genomu pato-
logické buiiky. Takova sekvence miZe byt jednak specifickd
pro dané onemocnéni (t(9;22) u CML; t(14;18) u FL; t(11;14)
u lymfom z bunék plastové zony, MCL apod.). Nebo miZe
byt dokonce typicka pro dany bunécny klon (CDRIII klonal-
ni restrukturace genu pro t€Zky imunoglobulinovy fetézec
u B lymfocytl nebo klondlni restrukturace genu pro receptor
T lymfocytt u lymfoproliferativnich onemocnéni).® Postupy
zaloZené na PCR detekci klondlniho IgH jsou povaZovany za
metody s dobrou citlivosti, avSak i ty 1ze aplikovat napf. jen
u asi 70-80% pacientd, protoZe byva mutacemi IgH genti Cas-
to zmé&néno misto pro navazani tzv. konsensus primera. Citli-
vost PCR detekce IgH rearanZzmad je sniZovéna pfitomnosti nor-
mélnich lymfocytii, pozadi (max. 10"%). PCR techniky, které
pouzivaji primery specifické pro pacienta (allele-specific oli-
gonucleotide ASO-PCR) maji v&tsi sensitivitu (az 10°6).3! Jed-
nd se ovSem o postupy nirocné na pracnost a finance a vysled-
ky nejsou ihned dostupné. Proto neni pouZiti ASO-PCR idedlni
pro standardni monitoring 1é¢ebné odpovédi. Kombinaci ASO-
PCR spolu s ,real-time* PCR Ize ziskat kvantitativni vysled-
ky s citlivosti 107,32

Material vhodny k vySetieni a monitorovani MRD

Sledovéani MRD zvl145t€ pak u leukémii je provadéno z kostni
dfené (bone marrow, BM) nebo periferni krve (periferal blo-
od, PB) jiz déle neZ deset let. U NHL je vSak situace sloZit&j-
§i, nebot neni zcela jasné z jakého histologického materidlu
vySetfeni provadét. Lymfom vznika nejcastéji v lymfatické
uzlin€ (LN), avSak existuje i mnoho extranodalnich lymfomz.
Otdzkou, ve které tkani monitorovat pfitomnost MRD u NHL
se zabyvalo nékolik autort s rozdilnymi zavéry. Gribben, ale
i dal$i autofi popisuji vyznamnéjsi vliv pozitivity v BM nad
pozitivitou v PB na prognézu nemocnych s NHL,33-34 zatim-
co jini upfednostiiovali monitorovani v PB.35-3¢ Lopez-Gui-
lermo koreloval vysledky PCR vySetieni BM a PB po 1é¢bé
sklinickou odpovédi u folikularnich lymfoma (FL). Jeho pozo-
rovéni jsou uvedena v tabulce 1 a vyplyva z nich, Ze PCR néle-
zy v PB se cca v 70% shoduji s nalezy v BM a naopak.3° To,
Ze je cela tato problematika komplexné;jsi a Ze pravé u NHL
se vice uplatiiuje vliv rozdilnosti kompartmenti dokreslil



Tabulka. 1: Shoda mezi terapeutickou odpovédi na molekularni tirov-
ni v PB a v BM v riiznych ¢asovych intervalech od 1é¢by (¢isla uvedena
v procentech). (BM - kostni dfefi; PB - periferni krev; n - pocet pacientt)

3-5 mésici 6-8 mésici 9-14 mésict
(n=57) (n=41) (n=35)
PB(+)/BM(+) nebo
PB(-)/BM(.) 70 66 77
PB(+)/BM(-) 13 5 9
PB(-)/BM(+) 17 24 14

1 Gupta svym pozorovanim, kdy doslo po terapii monoklonal-
ni protilatkou anti-CD20 k vymizeni lymfomovych elementi
z periferni krve, avSak objevil se relaps v uzliné.37 MnoZstvi
t(14;18) pozitivnich bunék v PB pifed zahjenim standardni
terapie nekoreluje s vysledkem 1é¢by.38 U nemocnych s bul-
ky postizenim cirkuluje v periferni krvi méné t(14;18) pozi-
tivnich bunék neZ u ostatnich nemocnych, coz je vysvétlova-
no zvySenou expresi adhesivnich receptorti (napf. L-selectin)
na povrchu lymfomovych bunék v ptipad€ bulky NHL. Tako-
vé buiiky také preferuji tzv. ,.,homing* sgiée do uzliny neZ do
kostni diené Ci cirkulaci v periferni krvi.3® Skute¢nost, Ze nado-
rové buriky nemusi byt vyplavovany z tkafiovych depot do obé-
hu je v§ak vyrovnana tzv. ,,sampling errorem* (odbérové jehla
mine patologické loZisko) pfi vySetfovani BM nebo jinych
solidnich tkéni.

U NHL existuje obecné shoda v tom, Ze uzlina by méla byt
vySetfena pfi stanoveni diagndzy a MRD byva Casto moni-
torovdna béhem onemocnéni v BM spolu s PB.33-3¢ Ostatni
tkané (LN, periferni kmenové buiiky, slezina, sliznice, kiiZe,
mozkomiS$ni mok, atd.) maji jisté¢ vyznamnou ulohu v indi-
viduélnich pfipadech ¢i spiSe konkrétnich situacich (stano-
vené diagndzy ¢i relapsu apod.), ale nelze jejich vySetfova-
ni praktikovat rutinng.

Prakticky vyznam stanoveni MRD

Stanoveni MRD ma mimofadny vyznam téZ pfi transplantac-
ni terapii. Nejpravdépodobnéjsi pficinou rekurence je persi-
stence nddorovych bunék v organismu, nelze v§ak vyloucit ani
podil infiltrace autologniho §tépu.*®#! Tento fakt vedl jednak
k intenzivnimu vyzkumu klinického vyznamu raznych metod
Cisténi (purgingu)*? a také ke snaze pouZit AlloSCT u vétsiho
poctu pacientl. Fakt, Ze infiltrace BM je nejvyznamnéjsi fak-
tor ovliviiujici Cistotu (puritu) St€pu, ktery je pacientovi v rdm-
ci autologni transplantace krvetvornych bunék podéan (autolo-
gous stem cell transplantation, ASCT), byl popsan u mnoha
onkologickych diagnéz. Existuji prace popisujici, Ze Cistota
St€pu miZe byt ovlivnéna jednak pouZitym mobilizacnim reZi-
mem,*3 intenzitou predléceni (uZitou indukéni terapii) a rizi-
ko znegisténi roste s vy$§im poctem separaci.*? Studie zaby-
vajici se kontaminaci §té€pt krvetvornych kmenovych bunék
(peripheral blood stem cells, PBPC) nadorovymi elementy ved-
ly ke zjiSténi, Ze doba vyskytu maximalniho poctu krvetvor-
nych kmenovych a progenitorovych bunék vyplavenych z kost-
ni dfené€ do periferni krve o n€kolik hodin pfedchazi nebo se
prakticky shoduje s maximem vyplavovani bunék nadorové
transformovanych.404445 Dal3i studie ukézaly, Ze pfitomnost
nadorovych elementl v poddvaném $tépu ma na progndzu
pacienta negativni dopad.*>:40

Metodiky molekularni biologie umoZiiuji sledovat vyvoj one-
mocnéni a tim i predvidat prognézu nemocného a zaroveni
pomadhaji pfi studiu patogeneze malignich onemocnéni, kterd
byva predstavovana genetickou 1ézi vedouci k nadorové trans-
formaci.

Poznatky vysvétlujici biologické chovani jednotlivych hema-
tologickych malignit se pozvolna zac¢inaji odraZet i v zavade-
ni novych lé¢ebnych zpiisobil do klinické praxe. Napi. u CML
se v posledni dobg k 1é¢bé pouZziva inhibitor specifické nado-
rové tyrosinkindzy STI 571 (imatinib mesylat).’

ALL (akutni lymfoblastova leukémie)

CCR je definovéna jako ptfitomnost méné nez 5% blastii v KD,
coZ muize predstavovat 0 az 109 leukemickych bunék. Pro sle-
dovani MRD se vyuZiva detekce translokaci t(12;21) (u déti),
pripadné t(14;18). Asiu 3-5% déti a 25% dospélych s ALL 1ze
detekovat t(9;22). Uvadi se, Ze zminéné metodiky pracuji s cit-
livosti az 10°%. V n&kterych piipadech se pouZivd PCR detek-
ce klondlni restrukturace IgH nebo T receptoru (dohromady az
195% piipadi).3%48 Zhruba u 20-30% nemocnych viak docha-
zi béhem onemocnéni ke klondlnimu vyvoji, ktery predstavu-
je riziko faleSné PCR negativity, proto se doporucuje kombi-
nace s dalf technikou (FACS).* PCR detekce MRD pomaha
pfi hodnoceni odpovédi na terapii a tim nabyva dilleZitou pro-
gnostickou hodnotu. Pacienti, u kterych nedojde k negativiza-
ci PCR b&hem prvniho roku maji vysoké riziko relapsu.>? Vymi-
zeni fuznich transkripti BCR-ABL po transplantaci kostni
diené (TKD) a jejich znovuobjeveni pred relapsem bylo pozo-
rovano unemocnych s ber-abl pozitivni ALL.Y! Zda se, Ze kvan-
tifikace MRD i z pouhého jednoho vzorku miiZze mit urcitou
prediktivni hodnotu u nemocnych s ALL (viz Tab.¢. 2).% Stej-
né tak semikvantitativni metodiky monitorovani MRD dokaZi
predpovédét klinicky relaps.3? Persistence MRD u nemocnych
s akutni lymfoblastovou leukémii (ALL) po terapii znamenala
vysoké riziko relapsu nemoci.>? Prospektivni analyza ukazala,
Ze u nemocnych bez detekovatelné leukémie dochézelo v 8%
k relapsu, zatimco u ostatnich nemocnych se nemoc vracela ve
40% pripadt. Avsak ani absence MRD po induk¢ni terapii neni
uznana jako dostate¢na podminka pro pferuseni nebo ukonce-
ni 1écby.

Tabulka 2: Vy$e MRD v jednom vzorku a riziko relapsu u pacientii
s ALL.

Urovett MRD Relapsii

>10-3 100%

10-3 az 2x10-5 40%

< 10-5 0% (setrvali v remisi)

CLL (chronicka lymfaticka leukémie)

CLL je onemocnéni s indolentnim priibéhem, které vSak ma
variabilni prognézu v zavislosti narizikovych faktorech. Medi-
an preZiti je asi 6 let a 20% pacientt preZije 10 let. Zatimco se
vékovy mediin v Case diagndzy pohybuje asi kolem 65 let, 30%
nemocnych CLL je méné nez 60 let. CLL neni vylécitelnd kon-
ven¢nimi postupy a pfi piitomnosti nepiiznivych prognostic-
kych faktort je pfeZiti kratSi neZ 3 roky. Takova prognéza neni
akceptovatelna zejména pro mlads$i nemocné, proto se neustd-
dikovat onemocnéni ¢i navodit dlouhodobou remisi.

Dvé nejiacinnéjsi pouzivané metody pro sledovani MRD u CLL
jsou zaloZeny bud na FACS nebo PCR. PCR detekce CDRIII
patii mezi nejcitlivéjsi metody sledovani MRD u CLL a pfi pou-
Ziti tzv. konsensus primert ji aplikovat u asi 70-80% pacientd.
Robertson pozoroval, Ze nemocni s CLL léceni fludarabinem
mohou dosdhnout MCR (stanovené dudlnim FACS vySetfenim
a analyzou Ig genl pomoci Southern-blotu). Kvalita remise
méla prediktivni hodnotu ve smyslu trvani lé¢ebné odpovédi.3
Vuillier jako jeden z prvnich prezentoval, Ze nemocni s CLL
mohou dosahnout PCR negativity.** Pozdg&ji Provan demon-
stroval, Ze persistujici PCR pozitivita po ASCT znamena vys-
Siriziko relapsu. Naopak se ukdzalo, Ze vétSina pacientl snega-
tivni PCR jeibez zndmek onemocnéni. ASCT tedy predstavuje
jednu z terapeutickych moZnosti, kterd se miZe stt u urcité
skupiny nemocnych s pokro¢ilou CLL kurabilni.>> Magnac
popsal vysledky monitoroviani MRD u 12 nemocnych po dosa-
Zeni CR (doba sledovani 17- 60 mésicti; viz Tabulka 3). Vzhle-
dem k malému poctu sledovanych nemocnych je tfeba brat
vysledky rezervované, avSak potvrdilo se, Ze HDT ma vétsi
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Tabulka 3: Vysledky monitorovani MRD u 12 nemocnych s CLL po
dosaZeni CR. Standard- 8 x fludarabin (4-12 cykli) a Ix CHOP, 3 x sal-
vage (refrakterni na standardni chemoterapii)- ESHAP (3-6 cykli).

Pocet Terapie PCR- vs. Relaps | Umrti
nemocnych PCR+
9 Standard 178 172 02
3 Salvage+ ASCT 3/0 0/0 0/0

Tabulka 5: Vliv hladiny MRD stanovené po ukonceni indukce a v nasled-
ném sledovani po konsolidaci na pocet relapsii. (MRDInd+/ - pfitomnost
C¢inepfitomnost MRD po induk¢ni terapii, MRDCons+/ - pfitomnost ¢i nepri-
tomnost MRD po konsolida¢ni terapii; * p < 0,001 **, p <0,007)

Skupina
pacientll

Celkem
pacientlt

MRD Ind+ MRD Ind-

n=21 n=30

potencidl k indukci MCR a také, Ze nemocni bez rezidudlni
nemoci méli lepsi prognézu.>® Dokonce i pfi pouZiti ne&ists-
ného §tépu PBPC Ize indukovat MCR. Ve studii italskych auto-
ri bylo celkem 20 nemocnych v CR po terapii fludarabinem
transplantovdno neciSténymi PBPC. 75% pacientli dosédhlo
MCR (15/20) a tito pacienti mé&li lepsi prognézu onemocnéni.>’
Nedavno byla publikovéana prace, ve které byla MRD sledova-
na pomoci citlivé metodiky FACS po terapii fludarabin + ASCT
nebo monoklondlni protilatky anti-CD52 + ASCT. Jako MRD-
byli ozna¢eni nemocni s méné neZ 0.05% CLL bunék v BM.
Terapii bylo dosazeno celkem u 76% (19/25) nemocnych MRD-
, zatimco zbyvajicich 24% (6/25) bylo MRD+. Event free sur-
vival (EFS) byl statisticky vyznamné hor§i u MRD+ pacientt
neZ u MRD- (p= 0.0001). Podobné i celkové preZiti (overall
survival, OS) bylo statisticky vyznamné zkraceno u MRD+ sku-
piny oproti nemocnym MRD- (p= 0.007). U v§ech MRD+
nemocnych i pacientll s nizkymi tivodnimi hladinami rezidu-
alni nemoci dochazelo k postupnému nartistu CLL bungk.'!

AML (akutni myeloidni leukémie)

Pravdépodobnost navozeni CCR se u dospélych nemocnych
pohybuje mezi 70-80%. Podobné je viak také vysoka také prav-
dépodobnost relapsu (60-70%).3® Persistence MRD je studo-
véna pomoci vysoce sensitivnich PCR detekci specifickych
translokaci [t(6;9), t(15;17), t(8;21) apod.]. K monitorovani
MRD se také vyuzivdi RT-PCR detekci transkriptt AMLI/ETO
u akutni myeloblastové leukémie [AML M?2); t(8;21)]%°
a PML/RAR-alfa u akutni promyelocytdrni leukémie (APL,
M3).5%-61 ProtoZe viak pouze mala &dst nemocnych s AML md
PCR detekovatelny marker je MRD casto sledovdna pomoci
FACS.* Prace publikované v prvni poloving devadesatych let
nepfinesly zcela jasnou odpovéd na vyznam MRD u AML. Pti
stabilnim mnoZstvi MRD zachycené v pribéhu CCR nemusi
u nemocnych dojit k relapsu ani pfi opakované PCR pozitivi-
t&. To plati zejména pro AML M2.92 Naproti tomu u AML M3,
akutni promyelocytarni leukémie [APL; t(15;17); PML/RAR-
alfa] je pozitivita zji$ténd pomoci RT-PCR opét spojena s vyso-
kym rizikem relapsu.® Stejné tak varujici je trvaly nartist mole-
kularniho markeru, ktery miiZe byt spojen s pozdé€j$im navratem
onemocnéni.®? Z praci novéjsich je moZno zminit napt. multi-
centrickou studii ‘‘AIDA’’ Trial (GIMEMA-AIEOP), v niz
byla MRD monitorovéna pomoci RT-PCR pro PML/RAR-alfa
scitlivosti 104.Z21 pacientti, u nichZ doslo béhem CR ke kon-
verzi z PCR- na PCR+ a PCR+ se opakovala ve dvou po sobé
nasledujicich vzorcich, dospélo 20 nemocnych k relapsu
(95%).9* Vysledky randomizovanych studii EORTC/GIME-
NA AML-10 a EORTC/GIMENA AML-13 pfinésejici shrnu-

Tabulka 4: Vliv hladiny MRD stanovené po ukonceni indukce nebo
konsolidace na pocet relapsii. (MRDInd+/ - pfitomnost ¢i nepfitomnost
MRD po indukeni terapii, MRDCons+/ - pfitomnost ¢i nepfitomnost MRD
po konsolidacni terapii; * nesignifikantni, ** p < 0,001)

Po ukonceni Indukce Indukce | Konsolidace | Konsolidace
MRD (MRDInd+) | (MRDInd-) |(MRDCons+) | (MRDCons-)
(bunék) >=45x 104 |[<4,5x10*| >=3,5x 10 | <3,5x10*
Celkem _ _ _ _
pacientd (n=26) (n=30) (n=22) (n=29)
Pocet % sk
relapsti (%) 15(58) 12 (40) 17(77) 5(17)
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Po konsolidaci | MRDCons+/ | MRDCons-/ | MRDCons+/ | MRDCons-/
pacientil 14 7 8 22

Pocet

relapsti (%) 10@* 00)

7 (87)** 5(23)

ti a pro AML subjednotky obecné platné vysledky monitoro-
vani urovné MRD u pacientl po induk¢ni a konsolidacni tera-
pii byly publikovdny nedavno (viz Tabulka 4). Vys§i hladina
MRD korelovala s krat§Sim obdobim bez relapsu (relaps free
survival; RFS) a hor§im OS.

Sledovéni vyvoje MRD u pacientii po ukonceni konsolidace
ukézalo podobné vysledky (viz. Tabulka 5).95 PouZiti PCR
pozitivniho $tépu k transplantaci u AML je spojeno s rizikem
rekurence onemocnéni po TKD.40,66

CML (chronicka myeloidni leukémie)

CML je z hlediska molekuldrni biologie asi nejlépe prostu-
dované onemocnéni. Objeveni tzv. Philadelfského chromo-
z6mu (Ph) v roce 1960 jako prvni chromozémalni aberace
spojené s urCitym typem leukémie doplnéné o pozdé&jsi uptes-
néni, Ze se jednd o translokaci t(9;22), ktera d4 vzniknout fuz-
nimu genu bcr-abl, znamenalo vyznamny pielom ve studiu
biologie nadort.

Skutecnost, Ze pomoci interferonu-alpha (IFN-alpha) 1ze navo-
dit u CML cytogenetickou remisi byla déle ovéfena v pro-
spektivni studii Italské kooperativni skupiny pro CML, jejizZ
vysledky byly priibéZn& publikovany.” Také se ukazalo, Ze
pacienti v cytogenetické remisi po IFN-aplha maji delSi pie-
Ziti v porovndni s chemoterapii. Studie Italské kooperativni
skupiny pro CML neméla design pldnovany pro urceni kine-
tiky a trvani cytogenetickych odpovédi, proto byla provedena
retrospektivni analyza dat. Také bylo pozorovéno, Ze schop-
nost cytogenetické odpovédi na terapii IFN bylo moZné pred-
povédét na zdkladé Sokalova indexu,®” hematologické odpo-
védi a Ze vétSina cytogenetickych odpovédi nastala béhem
prvniho roku. Pfi dosaZeni pouze minoritni cytogenetické
odpovédi (Ph neg, 33% az 65%), byla takova odpovéd nesta-
bilni a trvala krétce, zatimco medidn trvani kompletni a majo-
ritni odpovédi (Phneg, 66% aZ 100%) byl asi 60 mé&sict.” Tato
data jsou v souhlase se pozorovanim z klinickych studii na
M.D. Anderson.%8

Pro detekci transkriptu fuzniho genu ber-abl, ktery se vysky-
tuje a% u 95% CML lze vyuZit nested RT-PCR.% Prvni studie
ukazaly, Ze pozitivni PCR detekce aspoii ve dvou po sobé nésle-
dujicich vzorcich muize predpovédét relaps,®® zatimco jedna
pozitivni PCR se miZe jeSt€ konvertovat na negativitu béhem
6-9 mésicu a pacient ddle setrvd v CCR.70 PCR negativita
doprovazi silnou reakci $té€pu proti hostiteli (graft versus host
disease, GVHD) v prvnich 3-4 mésicich po allogenni trans-
plantaci. Na druhou stranu néktefi autofi pozorovali PCR pozi-
tivitu po téméf 10 let u nékterych nemocnych bez navratu one-
mocnéni,'” coZ miiZe byt vysvétlovano samotnym piirozenym
pribéhem onemocnéni, kdy chronickd faze CML miZe trvat
roky. Tato fakta pfiméla védce ke zptesnéni kvantitativnich
metodik pro sledoviani MRD po transplantaci u nemocnych
s CML a vedla k vyvoji kompetitivni nested RT-PCR.”! Na
zdkladé€ studii sledujicich klinicky vyznam molekuldrniho
monitorovani navrhla EICML Group (European Investigators
on CML) doporuceni pro pouZiti PCR vysetfeni u CML. Vze-
stup MRD o 1 log predstavuje PCR relaps a klinicky relaps se
muZe objevit béhem 1-2 mésici, proto se doporucuje zkratit



nésledujici intervaly PCR vySetfeni.? Podle sdéleni n&kterych
autorl je PCR relaps udalosti relativné dobfe zvladnutelnou
pomoci infuze darcovskych lymfocytd. Studie pouZivajici
genetického znaceni ukdzaly, Ze by se na relapsech po auto-
lognich transplantacich krvetvornych bun¢k mohla podilet pra-
vé MRD v reinfundovanych $tépech PBPC, proto se zhruba do
konce 90. letu CML doporucovalo hledat darce a provést trans-
plantaci allogenni (AlloSCT).”?> V soucasné dobg se predpo-
klada, Ze do 1écebnych protokolil zasdhne i novy 1ék STI 571,
nebot se ocekavaji slibné vysledky studii u pacientii s CML.

MM (Mnohocetny myelom)

Klonélni restrukturace genu pro t€Zky imunoglobulinovy feté-
zec (IgH, tj. CDRIII, complementarity detemining region) byva
pouZzivéna jako nddorovy marker u nemocnych MM k detekci
residualnich myelomovych bunék zejména pak po ASCT.”3-76
V soucasné dobg se standardni soucasti 1écby pokrocilych sta-
dii MM stala vysokoddvkovand chemoradioterapie s nasled-
nou ASCT”7-7 a v rémci klinickych studif pak AlloSCT.80-8!
Ve vétsing dosud publikovanych souborech pacientli navodila
AlloSCT kompletni remisi u 30-50% piipadii,’® ta viak nezna-
menala vyléceni.””80 Vyznamnou tlohu sehrava pfitomnost
tzv. graft-versus-myeloma efektu,82 coZ prispiva k prodlouze-
ni obdobi bez relapsu (RFS, relapse-free survival) v porovna-
ni s autotransplantacemi.® Nizka pravdépodobnost relapsu
s sebou vSak nese vysoké riziko peritransplanta¢ni mortality
(40-50%).8! T pies existenci praci zabyvajicich se aplikaci
AlloSCT ajejim vlivu na MRD, neni zatim tiloha MCR jedno-
duge hodnotitelna.”*7¢ Molekularni remise jsou prakticky vyji-
mecné po autolognich transplantacich,’* a proto je v soucas-
nosti velmi obtiZné stanovit vyznam MCR unemocnych s MM.

NHL (Nehodgkinské lymfomy)

U NHL je molekuldrni monitorovéni subklinické choroby rov-
néZ mozné diky piitomnosti specifickych interchromozémal-
nich translokaci, na nichZ se podili nékteré onkogeny. K nej-
prostudovanéj$im patii bcl-2 onkogen vstupujici do t(14;18)
u folikuldrnich (follicular lymphoma, FL) a nékterych difus-
nich velkobunéénych lymfom (diffuse large cell lymphoma,
DLCL), dile onkogen bcl-1 podilejici se na t(11;14) u lymfo-
mi z pla§tové zony (mantle cell lymphoma, MCL). Nadto se
uvadi, Ze u zhruba 90% malignit z B-lymfocyti l1ze pomoci
PCR detekovat klondlni rearanZm4 genu pro téZky imunoglo-
bulinovy fetézec (IgH).>* U lymfomi z T bunék se pouZivd
PCR detekce klonalniho rearanZma genu pro TCR.30

Po konvencni terapiijje MRD detekovatelna prakticky u v§ech
nemocnych s NHL.8-86 Nicméné pii pouZiti intenzivniho stan-
dardniho chemoterapeutického reZimu CHOD-Bleo/ESHAP/
/NOPP u pacientt s nizkomalignim lymfomem doslo u 68%
pacienti s PCR gozitivni na bcl-2 ke konverzi na PCR nega-
tivitu ve (13/19).87 Cabanillas pozdé&ji prezentoval novéjsi data
z dlouhodobého sledovani této skupiny nemocnych, kde bylo
dosaZzeno u 88% CCR a 72% MCR. Pravdépodobnost 5- leté-
ho preZziti bez pfiznaki onemocnéni (disease free survival,
DFS) byla 73% pro PCR- a 28% pro PCR+ skupinu pacient,
avSak z4dna z kiivek preZiti nedosédhla plateau.88 PouZiti che-
moterapeutického reZimu FMD (Fludarabin, Mitoxantron,
Dexamethasone) ptineslo 68% odpovédi na molekuldrni tirov-
ni (17/25), pficem# PCR- bylo dosaZeno ve 32% (8/25).%°
Vysokodavkovanou terapii s ndslednou ASCT 1ze navodit PCR
negativitu u zna¢ného procenta nemocnych s nizkomalignimi
NHL, v rozpéti 42-70%.3446:90.92.93 Gribben se svymi kolegy
jako jeden z prvnich publikoval vliv MRD po vysokodavko-
vané terapii s naslednym podanim imunologicky ¢isténého §té-
pu na prognézu pacientti s NHL nizkého a stfedniho stupné
malignity (viz Tabulka 6).92 V neddvném novém hodnoceni
dat této studie byl ve 12 letech OS 69% a DFS 42%.°! Ve sku-
piné PCR negativnich pacientli po ASCT byl DFS 85% ve 12
letech pozorovéani, zatimco ve skupiné PCR pozitivnich paci-
enttl jen 20%. Tato data spolu s dal§imi pozorovanimi jinych

Tabulka 6: Analyza MRD u pacientii s nizkym (LG) a stiednim stup-
ném (IG) NHL lécenych pomoci ASCT. (kont. PCR- pacienti s konti-
nudlni PCR negativitou, kont. PCR+ pacienti s kontinudlni PCR pozitivi-
tou, PCR+ ¢ PCR- pacienti, u kterych doslo ke konverzi na PCR negativitu,
PCR-g PCR+ pacienti, u kterych byla opét detekovana PCR pozitivita,
PCR+/PCR- pacienti, u kterych byla stfidavé zachycena PCR negativita
Ci pozitivita)

Po Kont. kont. | PCR+ > | PCR- > | PCR+/
ASCT | PCR- | PCR+ PCR- PCR+ PCR-
Pacientil | 43% (58) | 26% (35) | 14% (19) | 10% (14) | 6% (8)
Relapsit | 0% 71% (25) | 0% (19) |47% (6) | 25% (2)

Tabulka 7: Navozeni MCR u nemocnych s NHL pomoci monoklo-
nalni protilatky anti-CD20 s nebo bez chemoterapie.

(LG- low grade; IG- intermediate grade; HG- high grade; FL- folikularni
lymfom; MCL- mantle cell lymphoma (lymfom z bunék plastové zony);
R- rituximab (anti-CD20); CHOP- Cyklofosfamid, Vinkristin, Adriamy-
cin, Prednison; Mit- Mitoxantron; Cy- Cyklofosfamid; DFS- disease free
survival.)

Autor NHL Terapie | MCR Polet | poznamka
relapsi
Czuczman?® LG |R-CHOP| 88% na
(718)
Solal-Celigni®’ FL R 57% | 6% | zal.rok
17/30) | (1/17)
Emmanouilides® LG |Mit+Cy+| 71% na
R (5/7)
Vose”? IG+HG | R-CHOP | 85% na | predpoklad
(11/13) >DFS a OS
Foran!® MCL | R-CHOP | 48% na |median DFS
(11/23) 16 més.

autorti ukazuji, Ze eradikace molekuldrniho markeru z orga-
nismu pacienta sniZuje riziko relapsti po ASCT anemocni, kte-
fi jsou PCR- maji prodlouzeny DFS.34:46:91.93 PCR detekce
bcl-2 je uznavéna jako potencidlni marker dlouhodobého sle-
dovani u transplantovanych nemocnych s FL. Pracovni sku-
pinazMD Anderson povazuje PCR monitoring v periferni krvi
spolu s hodnotami beta-2-mikroglobulinu za vyznamny pro-
gnosticky faktor u pacientd s FL po 1é¢bé. Hladina t(14;18)
pozitivnich bunék v PB pied zahdjenim standardni terapie
nemé vliv na jeji vysledek.8

V posledni dobé 1ze MCR u CD20 pozitivnich NHL Ize navo-
dit i pomoci nové terapeutické modality, kterou je monoklo-
ndlni protiltka anti-CD20 (rituximab).86-9495 Pouziti anti-
CD20 protilatky spolu s chemoterapii nebo i jen v monoterapii
vedlo k dosaZzeni MCR u pacientii s NHL ve vysokém procen-
tu uindolentnich i agresivnich lymfomd, s ¢imZ je spojena lep-
§1 prognéza onemocnéni (viz Tabulka 7).96-190 Podavani anti-
CD20 protilatky vede k vysokému procentu PCR negativit
v BM.8094.95 Tohoto faktu Ize vyuZit pfi mobilizaci perifernich
progenitorovych bun&k v ramci tzv. in vivo purgingu.'%! Diile-
Zity je jisté i fakt, Ze anti-CD20 protilatka navodi PCR negati-
vitu v BM bez ovlivnéni doby pfihojeni St€pu pii nisledné
ASCT.!92Kromé prvnich zprav zvefejnil také prvni slibna data
Magni ve studii porovnavajici in vivo purging s pouZitim che-
moterapie s anti-CD20 protilatkou a chemoterapie samotné.
Chemoimunoterapie byla uspé$ni v 93% CD20+ MCL a FL.
Chemoterapii samotnou bylo mozno ziskat 40% PCR negativ-
nich PBPC produktii (p< 0.007).*3 vySe zminéna préce nava-
zala na ptedesly vyzkum Corradiniho, ktery pouZitim samotné
tzv. vysokodavkované sekvencni chemoterapie (HDS) pro Cis-
téni in vivo dosdhl PCR negativnich sbérid PBPC u 12% (1/9)
pacienti s MCL a 42% (8/19) nemocnych se FL.46

Nedavno byly prezentovany vysledky naSeho pracovistg, kte-
ré se tykaly srovnani pacientli v PCR negativnich a PCR pozi-
tivnich pacientt po 1é¢bé pomoci ASCT nebo anti-CD20 pro-
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tilatkou pro B- bunééné lymfoproliferativni onemocnéni (B-
LPD). Nemocni v MCR méli statisticky vyznamné lepsi pro-
gnézu. 03104 U skupin nemocnych PCR negativnich versus
pozitivnich po 16¢bé€ nemusi byt pfi porovnani zdkladnich kli-
nickych charakteristik nalezeny statisticky signifikantni roz-
dily.103.104 744 se tedy, Ze pravdépodobnost konverze na PCR
negativitu ¢i piipadné vyléceni miZe byt ddna biologickymi
charakteristikami onemocnéni. Tento pohled je v soucasné
dobé také jesté podporovéan i novymi studiemi, které srovna-
vaji profil exprese genli pomoci tzv. microarrays a tento pro-
fil je nezavislym prognostickym faktorem, 03106

Zavér

Predpokladem vyléceni nemocného je nejenom dosaZeni kom-
pletni remise, ale i eradikace zbytkové nemoci. V poslednich
letech se nakumulovaly doklady, Ze nemocni, ktefi dosdhnou
eradikace tumoru na trovni PCR, maji lepsi prognézu nez
pacienti s PCR positivitou. PCR status nemocnych s NHL po
ASCT je v souCasnosti vniman jako statisticky vyznamny pro-
gnosticky faktor. Podobnou vahu m4 i stanoveni MRD po
indukéni 1é¢bé u akutnich leukémii, u CML pfi terapii inter-
feronem Ci AlloSCT. Na druhou stranu existuji prace, které
ukazujici pfitomnost nékterych markertt napf. t(14;18),
t (9;22) u jedinct bez onkologického onemocnéni nebo
u nemocnych v dlouhodobé kompletni remisi. Pro tyto situa-

ce existuji zatim vétSinou viceméné jen teoretickd vysvétle-
ni. Diky modernim metoddm kvantifikace je v§ak moZno
mapovat dynamiku MRD a tim vyznamné ptispét k vyhleda-
vani rizikovych pacient, u kterych bude vhodné nasadit 1é¢-
buibez klinickych projevii nemoci a naopak bude moZzno urcit
pacienty, u kterych Ize 1é¢bu ukoncit. Jakykoliv marker onko-
logického onemocnéni je nutno brét jako surogétni prognos-
ticky faktor, ktery znamena pfitomnost urcitého buné¢ného
klonu, avSak nevypovida nic o jeho biologickém chovani, pro-
to musi byt hodnocen ve vztahu k urcité konkrétni situaci (stav
pred 1écbou, po 1é¢bé, remise apod.). Molekularné biologic-
ké sledovani MRD je tfeba chépat jako velmi uZiteCny dopl-
nék béZnych prognostickych faktorti a indexi zejména v situ-
aci, kdy tyto ztraci svou rozliSovaci schopnost (napf. pfi
dosaZeni klinické kompletni remise).

Pomérné naléhav4 je nutnost vytvoreni standardizovanych pro-
tokoli pro jednotlivé metody a patologické jednotky, coZ nebu-
de jednoduché, nebot v oboru molekularni biologie dochézi
k velmi rychlému vyvoji. Nicméné cesta ke zméndm léceb-
nych postupt povede nejspiSe pres standardizaci molekuldrné
biologickych metod monitorovani MRD.

Pro uréeni prognézy pacienta bude dileZité nejen kde,
v jakém mnoZstvi a v jaké fazi onemocnéni miZeme deteko-
vat nadorové buriky, ale dulezité bude i poznat jejich biolo-
gicky potencidl.
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