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MRD in CLL
• Il Raggiungimento di uno stato di MRD 

negativa (uMRD) si è dimostrato un potente 

fattore prognostico, correlato a più lunga 

progressione libera da malattia e 

sopravvivenza globale.

• Negli ultimi anni le tecniche di NGS si sono 

affermate come valido strumento per la 

valutazione della MRD.



MRD in CLL: tecnologie utilizzate

Joanna M. Rhodes, Carlos A. Lopez, Jacqueline C. Barrientos; MRD-directed therapy in CLL: 

ready for prime time?. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2023; 2023 (1): 413–420. 



Metodologie a confronto

Sánchez R, Ayala R, Martínez-López J. MinimalResidualDiseaseMonitoring with Next-

Generation Sequencing Methodologies in HematologicalMalignancies. Int J Mol Sci. 2019 Jun
10;20(11):2832. 



MRD-directed therapy in CLL: stato dell’arte

• Studi condotti durante trattamento con BTKis non hanno messo 
in evidenza PFS e OS correlata allo stato MRD

• Successivamente, nel trattamento con BCL-2 inibitori 
(+obinotuzumab/rituximab), la valutazione dello stato MRD si è 
reso fondamentale nella pratica clinica.

• Studi come CLL14 hanno dimostrato una percentuale 
significativa di pazienti che ottengono uMRD dopo trattamento.

• Gruppo di lavoro CLL-AVEN su caratteristiche biologiche e 
outcome in pazienti affetti da CLL trattati con target agents 
(valutazione MRD in NGS at EOCT, EOT, Follow-up ogni 6 mesi) 
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MRD-directed therapy in CLL: ruolo dell’ 

NGS

• MRD su campioni BM o PB

• L’analisi NGS richiede un campione pre-trattamento 

• La valutazione della MRD può essere utile nella pratica clinica per 

fornire informazioni dettagliate sulla PFS dopo il trattamento, ma non 

è ad oggi raccomandata nelle decisioni terapeutiche.



MRD-directed therapy in CLL: 

workflow NGS

Esordio: Rivalutazione MRD:



Vantaggi della tecnologia NGS:

sensibilità
• uMRD <10-5 è associata a 

maggiore PFS e intervallo al 
successivo trattamento.

• 10−4>MRD≥10−5 presentano
PFS inferiore rispetto a 
uMRD<10-5, ma superiore al 
gruppo con MRD>10-4.

• I risultati supportano l’utilità
clinica del test NGS IGHV 
leader-based. Paul J. Hengeveld et al.; Detecting

measurable residual disease beyond 10−4 by 

an IGHV leader-based NGS approach

improves prognostic stratification in 

CLL. Blood 2023; 141 (5): 519–528



Vantaggi della tecnologia NGS: 

caratterizzazione cloni multipli



Vantaggi della tecnologia NGS: 

analisi dei subcloni
• LLC è considerata come patologia monoclonale, 

meno del 5% dei pazienti presenta riarrangiamenti

multipli (Plevova et. al,2014)

• Grazie alla tecnologia NGS si possono identificare 

più facilmente diverse sequenze clonali all’interno 

del campione di esordio.

• Attualmente manca una standardizzazione in 

merito al follow-up MRD dei campioni con 

riarrangiamenti clonali multipli.



Controlli di qualità

• Disponibile controllo qualità UK NEQAS dal 2023 (Not Accredited)

• Composto da 2 campioni MRD rilevabile (soglie decrescenti) e 1 

campione MRD non rilevabile.

• Nell’ anno 2024 è stata evidenziata la necessità di standardizzare il

LoD e la soglia di positività MRD. Raccomandano il raggiungimento

di sensibilità 10-4 – 10-5 per i saggi in NGS. 





Prospettive future della 

tecnologia NGS
Diversità intraclonale

• L’accumulo di SHM dovuto alla continua 
stimolazione antigenica porta alla 
diversificazione delle sequenze BcR rilevabili 
nel repertorio immunitario sequenziato.

• Lo studio del repertorio può dare informazioni 
utili in merito all’evoluzione della malattia e alle 
stimolazioni antigeniche in corso.

• Attualmente determinabile tramite programmi 
bioinformatici di creazione alberi filogenetici 
delle famiglie dei geni IgH (ClonalTREE, 
GCTree, GLaMST, IgTree, Mtree et al.)

Clonotype definitions for immunogenetic studies: proposals from the 

EuroClonality NGS Working Group

June 2023

Leukemia 37(8):1-3



Prospettive future della 

tecnologia NGS
Single-cell analysis

• Permette di identificare 
l’evoluzione e l’etrogeneità
clonale ed eventuali nuovi 
target terapeutici.

• Nella CLL permetterebbe 
una migliore distinzione 
tra pool di cellule biclonali
o bialleliche (Dampmann
et al.,2024)

“ T-distributed stochastic neighbor 

embedding (tSNE) displaying IG 

gene heavy (HV) and light chain 

(LV) usage of the CLL cell 

populations as determined by 

single-cell RNA analysis. Cells 

using IGHV5/IGLV3-21 were 

assigned to cluster CLL1, cells 

using IGHV2/IGLV2-14 to cluster 

CLL2. Cells are colored in lighter 

shades (orange, lilac, light blue) if 

only one heavy or one light chain 

was found in these cells”.

Dampmann, M., Kibler, A., von Tresckow, J., Reinhardt, H. C., Küppers, R., & 

Budeus, B. (2024). Single-cell analysis of a bi-clonal chronic lymphocytic

leukemia reveals two clones with distinct gene expression pattern. Leukemia

& Lymphoma, 66(4), 744–752. 



Conclusioni

• La valutazione MRD con tecnologia NGS rappresenta oggi uno
strumento promettente per la valutazione della risposta al 
trattamento a durata fissa nella LLC.

• Si necessita standardizzazione in merito al LoD e agli endpoint di 
valutazione della MRD.

• In futuro la metodica si presenta come un valido strumento per 
espandere le conoscenze in merito alla cinetica del repertorio
immunitario nella LLC.



Grazie per 

l’attenzione
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