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ÖLÇÜLEBİLİR KALINTI 
HASTALIK

Morfolojik inceleme ile saptanamayan, yüksek
duyarlılıkta testlerle saptanabilen kalıntı hücrelerin

varlığı



ÖLÇÜLEBİLİR KALINTI HASTALIK
• Hastaya, hastalığa özgü planlama gerektiriyor

• Tanı verilerini saklamayı, karşılaştırmalı çalışmayı gerektiriyor

• Akan hücre ölçer ile immünfenotipik, moleküler yöntemlerle genotipik
bilgiler elde ediliyor, birlikte kullanılmaları yararlı

• Kılavuzlarda risk planlaması için mutlak gerekli olduğu bildiriliyor. EMA
(European Medicine Agency), LeukemiaNet, NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) vb kurumların kılavuzlarında
zorunluluk olarak yer alıyor

• Hem standart hem de güncel yöntemlerle analizleri yorumlayabilecek
bilgili ve deneyimli kişiler gerekli



0

50

100

150

200

250

300

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025

ÖKH Yayın Sayısı* 

ÖLÇÜLEBİLİR KALINTI HASTALIK TARİHİ GELİŞİM

Hoelzer D vd;  Ulm, Almanya, 1988

*PubMed verileri alınarak hazırlanmıştır







Background: PCR of rearranged antigen receptor genes is the method of choice for MRD quantification in ALL. Although FCM-MRD is faster and biologically more

informative than PCR, the analysis requires a high level of training. The only larger published studies using FCM-MRD based stratification (Borowitz, Blood, 2008

and 2015) showed a clear association with clinical outcome in BCP-ALL. However, MRD analyses were centralized and these studies included only one MRD-based

stratification (MRD levels at the end of induction). Patients and methods: We examined FCM-MRD as stratification tool in BCP-ALL at various timepoints in a large-

scale multicenter (18 MRD centers) study. A total of 1487 patients with BCP-ALL (1298 children (younger than 18 years) and 189 adults (18-45 years) are included

in the study and were treated according to the NOPHO ALL2008 protocol between July 2008 and February 2016. The median follow-up time for patients in first

remission was 51 months (IQR 32-75). MRD was measured by FCM and/or real time quantitative PCR on days 15, 29 (end of induction) and 79 (for standard (SR)

and intermediate risk (IR) patients) and prior to and after high risk blocks. A 6-colour FCM analysis including 3 standardized antibody combinations was used and

performed in 18 laboratories. Patients were stratified by FCM-MRD, or by PCR-MRD if no FCM-MRD marker was available. End-of-induction MRD (cut-off 10-3)

was used to stratify patients to standard risk (SR) vs intermediate risk (IR) or IR vs high risk consolidation therapy (in case of WBC > 100 x 109/L at diagnosis).

Patients with MRD >=2.5x10-1 on day 15 were stratified to high risk block therapy. Patients with MRD >=5x10-2 on day 29 or day 79/post high risk-2 block MRD

>=10-3 were stratified to HSCT. Primary outcomes were 5year event-free survival (5y EFS) and 5year cumulative incidence of relapse (5y CIR). Results: Only two

patients (0.14% of total) had neither an informative FCM nor a PCR marker, and an informative FCM marker combination for MRD monitoring was identified in

96.2% of patients. There was a significant correlation between FCM- and PCR-MRD levels on day 15 (r=0.77, p<0.0001, n=153) and 29 (r=0.81, p<0.0001, n=140).

Based on FCM-MRD only, the median MRD level on day 15, 29 and 79/post high risk-2 block was 5x10-3, 1.1x10-4, and below detection limit, respectively. Adults

had significantly higher MRD levels at all time-points (p<0.0001 for day 15 and 29, p=0.0019 for day 79, Mann-Whitney). The 5y EFS was 86.1% (95% CI 84.1-88.1)

with a 5y CIR of 9.5% (95% CI 7.8-11.3, n=1487). The day 29 FCM-MRD level was closely associated with clinical outcome and a higher hazard of relapse was

seen independently for a FCM-MRD >=10-3 (hazard ratio (HR) 2.4, CI 1.6-3.7, p<0.0001), age>18 year (HR 3.0, CI 1.7-5.3, p<0.0001), WBC>=100 (HR 2.7, CI 1.6-

4.6, p=0.0001), and B-other (HR 2.1, CI 1.2-3.5, p=0.0052) or high risk B-ALL cytogenetic aberration (rearranged KMT2A/iAMPchr21/hypodiploid) (HR 3.2, CI 1.6-

6.1, p=0.0006) (multivariate cause-specific Cox regression, n=1328). Patients with a day 79 FCM-MRD >=10-4 and <10-3 had a significantly higher CIR (22.1%, CI

10.8-33.5%, n=68) compared to FCM-MRD <10-4 (7.5%, CI 2.1-12.8%, n=110) or undetectable (6.3%, CI 4.5-8.2%, n=999, p=0.0087 for FCM-MRD >=10-4 and

<10-3vs <10-4 or undetectable). After adjusting for WBC, age, and the day 29 FCM-MRD level, a day 79 FCM-MRD >=10-4 and <10-3 was still significantly

associated with a worse 5y CIR for non-transplanted patients (HR 2.3, CI 1.19-4.36, p=0.012 compared to undetectable FCM-MRD, n=1171). Patients with day 15

FCM-MRD <10-3 had a significantly better 5y EFS (92.0%, CI 89.2-95.0%) and CIR (3.9%, CI 1.7-6.1%, n=432) than patients with FCM-MRD >=10-3 and <2.5x10-

1, who had a 5y EFS of 85.5% (CI 82.7-88.3%, p=0.0016, n=837) and a 3-fold higher 5y CIR (11.0%, CI 8.4-13.5%, p<0.0001, n=432). Among patients with day 15

FCM-MRD<10-3, the relapse incidence was comparable for patients with FCM-MRD 10-4 - <10-3 and below 10-4 (CIR 3.6, CI 0.5-6.7 vs. CIR 4.1, CI 1.0-7.2,

p=0.83, n=432). Conclusion: FCM-MRD performed in a multi-center setting is a clinically useful method for disease monitoring and MRD-based treatment

stratification in BCP-ALL. Moreover, FCM-MRD is a reliable indicator of outcome in BCP-ALL independently of other key risk factors. Residual disease >=10-4 and
<10-3 at day 79 in SR/IR patients not allocated to HSCT further identifies patients with a high risk of relapse. Disclosures No relevant conflicts of interest to declare.



HEMATOPOİETİK KÖK HÜCRE TRANSPLANTI 
SONRASINDA ÖKH

Estey EH. Am J Hematol, 2018



HEMATOPOİETİK KÖK HÜCRE TRANSPLANTI 
HAZIRLIK REJİMİ ve ÖKH







FARKLI YÖNTEMLERİN DUYARLILIĞI
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HANGİ YÖNTEMLE?Yöntem Hedef
Uygula-

nabilirlik
Materyal Nicelleme Duyarlılık Avantajlar Dezavantajlar

KLASİK YÖNTEMLER

Çok renkli 
İmmünfenotipleme

LİİF >%90

Hücre süspansiyonu (çevre 
kanı, kemik iliği aspirasyon
örneği, iğne aspirasyon
örnekleri)

Absolute

3 – 4 renk: 
10-3 – 10-4

6 – 8 renk ile:
10-4

Hızlı
Kolay uygulanabilir
Verinin kolay depolabilinir
Tüm popülasyon hakkında bilgi 
sağlanması
Standardize

Duyarlılık değişebilir
Kullanıcı bağımlı
Görece maliyetli
Hücre sayısı bilinebilir

«Real-time» nicel PZR Füzyon genleri %30 - 40 Nükleik asit (RNA/DNA)

Hücre dizini ya da 
plazmid DNA 

miktarına bağımlı 
(RNA’da)

Tanıya bağımlı 
(DNA’da)

10-4 /10-5

Yüksek duyarlılık
Hızlı
Görece kolay
DNA için iyi standardize
Özgül lösemi gruplarına yönelik 
duyarlılık yüksek
(BCR-ABL vb)

Kısıtlı uygulanabilirlik (Hastaların 
yaklaşık %50’sinde hedef yok)
RNA değişkenliği
Kontaminasyon riski
RNA için standardizasyon yok
DNA görece maliyetli

«Real-time» nicel PZR
Ig/TR gen

yeniden düzenlenmeleri
%90 - 95 Nükleik asit (DNA)

DNA’da tanıda 
saptanan ile 

nicelleme

10-4 /10-5

Yüksek duyarlılık
Kolay uygulanabilirlik
İyi standardize 

ASO primerine bağımlı
Emek yoğun ve zaman alıcı
Klonal değişimden etkileniyor
Yüksek miktarda tanı sırasında 
elde edilmiş DNA gerek
Görece maliyetli

GÖRECE YENİ YÖNTEMLER

NGF LİİF >%95

Hücre süspansiyonu (çevre 
kanı, kemik iliği aspirasyon
örneği, iğne aspirasyon
örnekleri) Absolut 10-4/10-6

Yüksek duyarlılık
Uygulanabilirlik
Hızlı ve doğru
Doğru nicelleme
Otomatik işaretleme ile yüksek 
oranda standardizasyon

Eğitim ve uygulama gerekli
İstenilen duyarlılığa ulaşmak için 
çok sayıda hücre saymak gerekli
Taze örnek/hemen çalışma
Maliyetli?

ddPZR
Ig/TR gen

yeniden düzenlenmeleri
%90 - 95

Nükleik asit (DNA)

Absolut
10-4/10-5

Yüksek duyarlılık
İyi uygulanabilme
Standart eğriye gerek yok, kolay

ASO-primer’e bağımlı
Standardizasyon henüz yok
Az sayıda labda var
Yorum?? Görece maliyetli

NGS
Ig/TR gen

yeniden düzenlenmeleri
>%95

Nükleik asit (DNA)

Absolut
10-4/10-6

(Analizi yapılan DNA 
miktarına bağlı)

Yüksek duyarlılık
Uygulanabilirlik 
Klonal değişimi görebilme

Standardizasyon yok, 
Yorum??
Az sayıda labda var
Normal klonaliteden ayrım 
zorluğu, Biyoinformatik analiz 
gerekli, Maliyetli



KLASİK YÖNTEMLER
Yöntem Hedef Uygulanabilirlik Materyal Nicelleme Duyarlılık Avantajlar Dezavantajlar

Çok renkli 
İmmünfenotipleme

LİİF
(Lösemi İlişkili 

İmmünofenotip)
>%90

Hücre 
süspansiyonu 
(çevre kanı, 
kemik iliği 
aspirasyon
örneği, iğne 
aspirasyon
örnekleri)

Absolute

3 – 4 renk: 
10-3 – 10-4

6 – 8 renk 
ile:
10-4

Hızlı
Kolay uygulanabilir
Verinin kolay 
depolabilinir
Tüm popülasyon 
hakkında bilgi 
sağlanması
Standardize
Subklonal analiz
İmmünfenotipik 
değişiklikler

Duyarlılık değişebilir
Kullanıcı bağımlı
Görece maliyetli
Hücre sayısı bilinebilir

«Real-time» nicel PZR
(sitogenetik çalışmalar 
da bu grup içinde 
değerlendiriliyor)

Füzyon genleri %30 - 40
Nükleik asit 
(RNA/DNA)

Hücre dizini ya 
da plazmid

DNA miktarına 
bağımlı 

(RNA’da)
Tanıya bağımlı 

(DNA’da)

10-4 /10-5

Yüksek duyarlılık
Hızlı
Görece kolay
DNA için iyi standardize
Özgül lösemi gruplarına 
yönelik duyarlılık yüksek
(BCR-ABL vb)

Kısıtlı uygulanabilirlik 
(Hastaların yaklaşık 
%50’sinde hedef yok)
RNA değişkenliği
Kontaminasyon riski
RNA için standardizasyon 
yok
DNA görece maliyetli

«Real-time» nicel PZR
Ig/TR gen
yeniden 

düzenlenmeleri
%90 - 95

Nükleik asit 
(DNA)

DNA’da tanıda 
saptanan ile 

nicelleme

10-4 /10-5 Yüksek duyarlılık
Kolay uygulanabilirlik
İyi standardize 

ASO primerine bağımlı
Emek yoğun ve zaman 
alıcı
Klonal değişimden 
etkileniyor (FLT3)
Yüksek miktarda tanı 
sırasında elde edilmiş 
DNA gerek
Görece maliyetli

Starza ID ve ark. Front. Oncol. 9:726; 2019.



GÖRECE YENİ YÖNTEMLER

Yöntem Hedef Uygulanabilirlik Materyal Nicelleme Duyarlılık Avantajlar Dezavantajlar

NGF LİİF >%95

Hücre süspansiyonu 
(çevre kanı, kemik 
iliği aspirasyon
örneği, iğne 
aspirasyon örnekleri)

Absolut 10-4/10-6

Yüksek duyarlılık
Uygulanabilirlik
Hızlı ve doğru
Doğru nicelleme
Otomatik işaretleme ile 
yüksek oranda 
standardizasyon
Subklonal analiz

Eğitim ve uygulama 
gerekli
İstenilen duyarlılığa 
ulaşmak için çok sayıda 
hücre saymak gerekli
Taze örnek/hemen 
çalışma
Maliyetli?

ddPZR

Ig/TR gen
yeniden 

düzenlenmeleri
%90 - 95

Nükleik asit (DNA)

Absolut
10-4/10-5

Yüksek duyarlılık
İyi uygulanabilme
Standart eğriye gerek 
yok, kolay

ASO-primer’e bağımlı
Standardizasyon henüz 
yok
Az sayıda labda var
Yorum?? 
Görece maliyetli

NGS
Ig/TR gen
yeniden 

düzenlenmeleri

>%95

Nükleik asit (DNA)

Absolut

10-4/10-6

(Analizi 
yapılan DNA 

miktarına 
bağlı)

Yüksek duyarlılık 
potansiyeli var
Uygulanabilirlik 
Klonal değişimi 
görebilme

Standardizasyon yok, 
Yorum??
Az sayıda labda var
Normal klonaliteden
ayrım zorluğu, 
Biyoinformatik analiz 
gerekli, 
Maliyetli

Starza ID ve ark. Front. Oncol. 9:726; 2019.



AKAN HÜCRE ÖLÇER İLE YAKLAŞIM

LİİF = LÖSEMİ İLİŞKİLİ İMMÜNOFENOTİP

DfN = NORMALDEN FARKLI OLANI AYIRT EDEBİLME 

van Dongen ve ark. Blood 125:3996-4009, 2015 



MOLEKÜLER YÖNTEMLER

Yeni Nesil Sekanslama ddPCR = «Digital Droplet PCR»



MOLEKÜLER TESTLERLE YAKLAŞIM – AML Örneği

Coustan-Smith E. JCI Insight. 2018;3(9):e98561



RELAPS ve ÖLÇÜLEBİLİR KALINTI HASTALIK  
İLİŞKİSİ – AML örneği

Estey EH. Am J Hematol, 2018



AKAN HÜCRE ÖLÇER RAPORUNDA NE 
GÖRÜLMELİDİR?

Sonuç Bilgileri
• Sayılan hücre sayısı : 500,000 – 1,000,000 

hücre (CD45neg hücreler ve debris dışında)
• LİİF pozitif hücrelerin mutlak sayısı, yüzdesi
• Tanıda aynı LİİF ile saptanan blast yüzdesi, 

absolut sayısı
• ÖKH pozitif/negatif/ÖKH saptanmadı/yeniden 

görüldü/tam remisyon ibareleri 
• Genel kabul gören eşik değer %0.1 
• Varsa tanıda olmayan, yeni ortaya çıkan LİİF bilgileri 

Ek bilgiler
• Örnek kalitesi ile ilgili bilgiler
• Saptandı ise rejenerasyon ile ilgili bilgiler
• Çevre kanı bulaşı
• Notlar 

European LeukemiaNet NRD Working Party AML Schuurhuis GJ vd. Blood 2018



MOLEKÜLER ÖLÇÜM RAPORLARINDA NE GÖRÜLMELİDİR?

Parametre Örnekler

ÖKH Hedefi/hedefleri Örneğin; RUNX

Ölçüm Tekniği Örneğin; RT-PZR

Analiz yapılan doku Kemik İliği Aspirasyon örneği ya da çevre kanı

Tedavinin hangi aşamasında örnek alındığı Örneğin iki kür indüksiyon kemoterapisi

Örnek/analiz kalitesi
ÖKH belirlenmesine uygun olup olmadığı
Örneğin; kopya sayısı

Hedef genein nicelik özelliği Mutasyona uğramış NPM1 CT değeri

Kontrol geni Örneğin; ABL

Kontrol geninin nicel ölçüm sonuçları Örneğin; ABL ve CT değeri 

Nitel ÖKH sonucu Pozitif ya da negatif MRD sonucu

ÖKH negatif ise LOD Testin duyarlılığını belirtmek için

Tanı
Örneğin; tam remisyon, düşük kopya sayısı ile moleküler 
kalıntı, moleküler «progression», moleküler relaps vb.

Bir sonraki ölçüm zamanı Örneğin; son örnekten en az dört hafta sonra yeniden ölçüm vb

European LeukemiaNet MRD Working Party, AML Report, Schuurhuis GJ vd. Blood 2018



LÖSEMİ ALT TİPLERİNE GÖRE ÖKH ÖLÇÜMLERİ
Hastalık Yanıt Yöntem ve Örnek Notlar ve Sorunlar

AML Kan sayımları ile tam 
remisyon

Kemik İliği Aspirasyon
Örneği

ÖKH belirtecinin saptanması LİİF ile yapılır, klonalite
ölçülemeyebilir. 
Moleküler yöntemler %30 – 50 hastada kullanılabilir

ALL Kan sayımları ile tam 
remisyon

Kemik İliği Aspirasyon
Örneği

- İlk ya da ikinci remisyonda olan ALL hastalarında 
>%0.1 ÖKH düzeyi relaps için yüksek risk 
göstergesidir
- Relaps ya da dirençi ALL olgularında sürekli tam 
remisyon sağlayabilen yeni ilaçlar için <%0.01 ÖKH 
düzeyi kabul edilmektedir. 

APL Kan sayımları ile tam 
remisyon

Kemik İliği Aspirasyon
Örneği

Arsenik/tretinoin ya da idarubicin/tretinoin ile 
indüksiyon tedavisi kullanılan olgularda <0.01 ÖKH 
düzeyi negatif kabul edilmektedir.
Farklı tedavi ajanları kullanılıyorsa, konsolidasyonun 
sonunda ÖKH belirlenmesi öneriliyor. 

*FDA Guidance: Hematologic Malignancies: Regulatory Considerations for Use of Minimal Residual Disease.. Ekim, 2018
Pediatrik olgulara yaklaşım farklıdır. 



FDA ve EMA ÖKH YAKLAŞIMLARI
Kriterler FDA EMA

ÖKH ölçümlerinin valide 
edilmiş bir sonlanım 
noktası olarak kabul 
edilmesi

Henüz tam kabul almamış durumda, meta-
analizlerin sayısının artması, klinik araştırmalara 
ÖKH verilerinin eklenmesini talep ediyor

Olgu bazında ÖKH ölçümleri yapılmasını 
destekliyor, ancak yayınlanan kılavuzun ilaç 
araştırmalarında kullanımını talep etmiyorlar

Uzun dönemde klinik 
çıktılar: Sağkalım
sonuçları

Özellikle belirtilmemiş
«PFS – Progress free survival» ile güçlendirilip 
Toplam sağkalımla takip edilmesi öneriliyor

Yöntem Önerileri
Validasyonu yapılmış analitik sistemlerin 
kullanılması

Validasyonu yapılmış analitik sistemlerin 
kullanılması

ÖKH Ölçümleri Eşik değer belirtilmemiş
Kemik iliğindeki malin hücreler içinde <10-5 ise 
MRD saptanamamıştır

Zamanlama Önerileri
Sadece tam remisyonda hastalara 
uygulanabilir

ÖKH ölçümleri her tedavi aşaması 
sonrasında ve yanıttan şüphelenilen 
durumlarda gerçekleştirilmelidir

Yanıtın kalıcılığı Açıkca belirtilmemiş
En az 1 yıl süre ile hastalık beirtileri
saptanmayan hastalr MRD saptanmayan 
hastalar olarak gruplandırılıyor 

FDA : Federal Drug Agency;  EMA : European Medicine Agency



Comparison of Acute Myeloid Leukemia Measurable Residual Disease Detection By Flow 

Cytometry in Peripheral Blood and Bone Marrow

Colin D. Godwin, MDMPhil,Yi Zhou, MD PhD,Megan Othus, PhD,Carole M. Shaw, BA,Kelda M. 

Gardner, PA-C,Brent L Wood, MD PhD,Roland B. Walter, MD PhD MS,Elihu H. Estey, MD,

Comparison of Acute Myeloid Leukemia Measurable Residual Disease Detection By Flow 

Cytometry in Peripheral Blood and Bone Marrow, Blood, 2019, 

Copyright © 2019 American Society of Hematology 



NEREDE ?



- MRD kavramı hakkında bilgi birikimi olan laboratuvarda

- Yeni sistemler, yöntemler kullanan laboratuvarda

- Hematoloji uzmanı ile iletişimi olan laboratuvarda

- Analiz/Yorumlama deneyimi olan laboratuvarda

- Mümkünse bölgesel yetkin laboratuvarda 



NE 
ZAMAN?



• Hastalığa özgü bir 

zamanlama/takvim

• Erişkin ve çocukta farklı 
protokoller var



Çok renkli 
immünfenotipleme

qPZR ile hedef tayini
PML-RARA RUNX1-

RUNX1T1, CBF-MYH11, 
NPM1, WT1

Tedavi bitimi 
sonrasında en az 2 
yıl süre ile 3 ayda 
bir KİA’dan, 4-6 

haftada bir çevre 
kanından ÖKH

En az iki kür 
indüksiyon tedavisi 

sonrasında 

En az 2 yıl süre ile 3 
ayda bir KİA’dan, 4-6 

haftada bir çevre 
kanından ÖKH

*Transplant öncesi dönemde transplanttan en az dört hafta önce ölçüm yapılması önerilmektedir. 

İNDÜKSİYON TEDAVİSİ           KONSOLİDASYON                 TRANSPLANTASYON              RELAPS/İLERLEMEDE                 

PREEMPTİF  TEDAVİ                                   

Tanı öncesi Risk Faktörleri
• Yüksek riskli LİİF
• Yüksek riskli sitogenetik
• Mutasyonlar
• Hastaya özgü riskler
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• ÇRİ ÖKH >%0.1
• Kemik iliğinde 3 log RUNX1-

RUNX1T1, CBF-MYH11 
azalması

• Çevre kanında 4 log NPM1 
azalması

• PML-RARA kopya sayısı

TANI İNDÜKSİYON SONRASI KONSOLİDASYON 
SONRASI*

TRANSPLANTASYON 
SONRASI

• Moleküler 
ilerleme

• Moleküler 
relaps

• LİİF varlığı

• Moleküler  ilerleme
• Moleküler relaps
• LİİF varlığı

AML ÖRNEĞİ





•Hematoloji hekimleri

•Yetkin klinik laboratuvarlar 

(akan hücre ölçer ve moleküler genetik lab.)

• İyi eğitimli, yetkin teknik personel

•Bilgi ve deneyimi olan değerlendiriciler
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