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Ιδανικό σύστημα MRD

1) εφαρμόσιμο στα περισσότερα περιστατικά της
υπό διερεύνηση νόσου

2) ειδικό για το νεοπλασματικό κυτταρικό τύπο

3) ευαίσθητο

4) επιτρέπει την ποσοτική εκτίμηση του φορτίου
της νόσου



Μέθοδοι για την ανίχνευση της MRD 
στην AML



Αλγόριθμος για την ανίχνευση της 
MRD στην AML

El-Mawali et al, 2009



Άτυπη έκφραση –Leukemia associated 
immunophenotype - LAIP

1) ασύγχρονη αντιγονική έκφραση δηλ. ταυτόχρονη έκφραση αώρων
και ωρίμων δεικτών στο ίδιο κύτταρο, όπως η συνέκφραση του
CD34 και του CD15.

2) έκφραση δείκτη άλλης κυτταρικής σειράς, δηλ. έκφραση δεικτών
της λεμφικής σειράς και πιο συγκεκριμένα των CD2, CD5, CD7,
CD10, CD19 στους βλάστες μυελικής σειράς

3) υπερέκφραση αντιγόνου, δηλ. παθολογικά αυξημένη έκφραση
συγκεκριμένου αντιγόνου ανά κύτταρο

4) μη αναμενόμενες ιδιότητες σκέδασης, που περιλαμβάνουν την
έκφραση λεμφικών αντιγόνων σε βλαστικά κύτταρα με υψηλή
ευθεία και πλάγια σκέδαση, που αντιστοιχούν στα φυσιολογικά
μυελοειδή κύτταρα

5) απουσία έκφρασης ειδικών για την κυτταρική σειρά αντιγόνων,
που περιλαμβάνει απουσία των αναμενόμενων αντιγόνων, όπως
τα CD13, CD33 στους μυελικούς βλάστες.



Στικτόγραμμα (dot-plot) φυσιολογικού BM



Παθολογική ένταση φθορισμού

BL Wood, 2007



Έκτοπη έκφραση λεμφικών αντιγόνων

BL Wood, 2007



Ομοιογένεια έκφρασης αντιγόνων και 
παθολογική ωρίμανση

BL Wood, 2007



Στρατηγική

• Ταυτοποίηση του μοναδικού ανοσοφαινότυπου με
πολυχρωματική χρώση

• Καθορισμός του/των ειδικών για τον ασθενή
LAIPs

• Ιχνηλάτηση της MRD αφού επιτευχθεί η CR και
κατά την παρακολούθηση (θεραπεία εφόδου,
εδραίωσης, παρακολούθηση)



Ταυτοποίηση ανοσοφαινότυπου

• Μεγάλος αριθμός φθοριζουσών ουσιών

• Κοινά αντιγόνα CD34, CD45, CD117

• Κατευθυντήριες οδηγίες



Καθορισμός LAIPs

• Θεωρία

Ειδικότητα: ποσοστό σε φυσιολογικό BM

προσθήκη δεικτών αωρότητας

Ευαισθησία: ποσοστό έκφρασης LAIP στο 
βλαστικό πληθυσμό 

Υψηλή >50%, ενδιάμεση 20-50%, χαμηλή 10-
20%

Σταθερότητα: εμπειρία 



Συχνότητες LAIPs σε AML, 
φυσιολογικό και αναγεννώμενο BM 

El-Mawali et al, 2008



Οι συχνότεροι και πλέον ευαίσθητοι LAIPs με βάση τη 
μέγιστη log διαφορά των ποσοστών των θετικών 

κυττάρων στην AML σε σχέση με φυσιολογικό (Α) και 
αναγεννώμενο (Β) BM

El-Mawali et al, 2008



Καθορισμός LAIPs

• Σχηματισμός

1 δείκτης προγονικών κυττάρων (CD133, CD34, 
CD117)

1 μυελικός δείκτης (CD33, CD13)

 άτυπος δείκτης

Αν 1 LAIP σχηματισμός και δεύτερου με άλλο 
προγονικό και άλλο μυελικό



LAP REPORT form

number registration number measured by centrum judged by centrum

AML

Populations (see commentory 1) % remarks

Immature leukaemic blasts

Mature leumaemic blasts

Leukaemic blasts (CD45aberrant)

Lymfocytes

Monocytes

Granulocytes

LAPS (see commentory 2) Judgement of the quality of LAPs

LAPs aberrancy % aberrancy  LAP % LAP specificity sensitivity stability quality

1

2

3

4

5

6

7

8

number of aberrancies

Remarks



Ιχνηλάτηση MRD

• Ποσοστό LAIP+ κυττάρων

• MRD αν > ποσοστού σε φυσιολογικό ή 
αναγεννώμενο BM

• Αναφορά ευαισθησίας για το συγκεκριμένο 
κέντρο



Στρατηγική οριοθέτησης για ανίχνευση 
MRD

 

In R1+R2+R3 
Gate on CD117+ cells (R4) 
 

In R1+R2 
Gate on CD117+ cells 
which are CD45dim (R5) 
 

In R1+R2+R3+R4+R5 
Gate on CD33+CD7+ cells, 
which are CD117+ 
CD45dim : LAP+ cells (R6) 
 

De novo AML  BM after  
1st cycle  

BM after  
2nd cycle  

No gate 
Characterization of  WBC 

compartment (R1) 

In R1 
Exclusion of  cell fragments 
and/or dead cells (R2) 

In R1+R2 
Identification of CD45 dim / 
SSC blasts (R3) 
 

In R1+R2+R3+R4+R5+R6 
Backgating of LAP+ cells in 
a CD117/SSC plot 
 

In R1+R2+R3+R4+R5+R6 
Backgating of LAP+ cells in 
a SSC/FSC plot 
 

In R1+R2+R3+R4+R5+R6 
Backgating of LAP+ cells in 
a CD45/SSC plot 
 

Defining of   
CD45dim 
blasts 
in WBC 
compartment 

Defining of  
LAP+ cells 
in WBC 
compartment 

Backgating 
of  LAP+ 
cells 
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MRD report form

number registration number cycle/day measured by center judged by center

AML

Cell populations % Remarks

Blasts

Lymfocytes

monocytes

granulocytes

LAPS in WBC compartment quality of the  LAP 

no  LAP LAP% at diagnosis specificity sensitivity stability % LAP in WBC % MRD in WBC

MRD yes / no /not evaluable

Comment



Commentary

Cell populations

Percentages of blasts, lymfocytes, monocytes en granulocytes are established in the white blood cell compartment (WBC, i.e. CD45-FSC)

LAPS in WBC compartment

LAP% at diagnosis Note in the column "LAP% at diagnosis"  the LAP as percentage of the blasts  

as established in newly diagnosed material. 

quality of LAPs: Establish the specificity,sensitivity and stability of the LAPs according to the definitions as described below

specificity as defined in the SOP " Defining Leukaemia Associated Phenotypes in newly diagnosed Acute Myeloid Leukaemia"

sensitivity as defined in the SOP " Defining Leukaemia Associated Phenotypes in newly diagnosed Acute Myeloid Leukaemia"

stability as defined in the SOP " Defining Leukaemia Associated Phenotypes in newly diagnosed Acute Myeloid Leukaemia"

% LAP in WBC Note the percentage of LAP as found according to the analyses

% MRD in WBC Note the percentage of MRD 

MRD yes /no / not evaluable Encircle the right result

Comment Explain the result



Ιδιαιτερότητες της MRD στην AML

• AML ανοσοφαινοτυπική ετερογένεια

• Στικτογράμματα απλωμένα σε ευρεία περιοχή

• Όχι cluster όπως στην ALL



Έκφραση CD34 στην περιοχή των 
αώρων κυττάρων (CD45 weak)

Amoulet C et al, 2010



Συστηματικό cross-gating στις περιοχές 
των αώρων και ωρίμων κυττάρων της 

μυελικής σειράς

Amoulet C et al, 2010



Περιορισμοί

• Έλλειψη προτύπωσης

• Αδυναμία ταυτοποίησης τροποποίησης

• Δυσκολία σε CD34-CD117- περιστατικά και σε 
Μ4, Μ5





• Συχνότητα LAIPs σε 
ασθενείς με AML

El-Mawali et al, 2009



Ποσοστά ασθενών με LAIPs 

El-Mawali et al, 2009



Μελέτες MRD στην AML



Κλινικές μελέτες

Διαδοχικά δείγματα μετά θεραπεία εφόδου: πρώιμη υποτροπή όταν MRD+
CR επί 52 εβδ. όταν MRD- (Drach et al )

Ποσοστό MRD μετά 1ο κύκλο (1%), 2ο (0,14%). 3ο (0,11%) κύκλο χημειοθεραπείας και στα 
συλλεγέντα PBMCs (0,13%) συσχετίζεται ισχυρά με επιβίωση ελεύθερη υποτροπής (RFS).

Απόλυτος αριθμός MRD συσχετίζεται ισχυρά με την κλινική έκβαση.
Μετά το πέρας της θεραπείας εκτίμηση κάθε 3 μήνες αύξηση MRD σημαίνει υποτροπή (Feller 

et al)

Ανάλυση ROC 0,15% διάκριση MRD+/MRD-
Μετά από θεραπεία εφόδου η MRD συσχετίζεται με RFS και συνολική επιβίωση (OS) (Al-

Mawali et al)

Επίπεδο MRD στο τέλος της θεραπείας εφόδου (0,5%) και εδραίωσης (0,2%) συσχετίζεται 
άμεσα με υποτροπή και RFS (San Miguel et al)

Επίπεδο MRD (0,035%) στο τέλος της θεραπείας εδραίωσης καλύτερος προγνωστικός δείκτης 
έκβασης, αλλά και συσχέτιση με κυτταρογενετική, φαινότυπο MDR1, RFS και OS και 
υποτροπή μετά από αυτόλογη (Venditti et al)

Επίπεδο MRD στο τέλος της θεραπείας εφόδου σε μορφολογική CR: α) (<10-4) πολύ χαμηλού 
κινδύνου, β) (10-4 - 10-3 ) χαμηλού κινδύνου, γ) (10-3 - 10-2 ) ενδιάμεσου κινδύνου και δ) (> 
10-2 ) υψηλού κινδύνου (San Miguel et al)

Η ακριβής εκτίμηση της MRD με MFC έχει προγνωστική σημασία και μπορεί να παίξει ρόλο στις 
αποφάσεις για την κλινική αντιμετώπιση των ασθενών.



Ανίχνευση MRD σε διαδοχικά δείγματα 
BM σε υποτροπή και σε ύφεση

El-Mawali et al, 2009



MRD στην AML
Πότε και υπό ποιες προϋποθέσεις;

• Όταν ανιχνεύεται LAIP στη διάγνωση – αφού 
διερευνηθεί με προσοχή και προσδιορισθούν τα 
χαρακτηριστικά του 

• Προσπάθεια προτύπωσης και διατήρησης 
σταθερών συνθηκών κατά την παρακολούθηση

• Μετά τη θεραπεία εφόδου και εδραίωσης και 
κατά την παρακολούθηση ανίχνευση LAIPs αλλά 
και πιθανής τροποποίησης (απώλεια αλλά και 
ανίχνευση νέων LAIPs)


