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Background
Multiple myeloma (MM) is a malignant disease character-
ized by an increased number of clonal (abnormal) plasma 
cells (PC) in the bone marrow (BM) that secrete a mono-
clonal protein (M-protein) in the form of immunoglobulins 
or monoclonal κ and λ free light chains. High-dose chemo-
therapy followed by autologous stem cell transplantation 
(SCT) is used for the treatment of young MM patients and 
produces a high rate of complete remissions (CR). Recent 
trials with novel agent combinations alone have also resulted 
in high CR rates, even among old patients, high-risk patients 
and relapse/refractory MM. Unfortunately, most patients 
have recurrences of the disease. This is due to the persistence 
of residual tumor cells, known as minimal residual disease 
(MRD) which is responsible for tumor relapse. The aims of 
this study were: by apply multiparametric flow cytometry in 
order to estimate the plasma cell clones in bone marrow from 
MM patients who achieved partial or complete response or 
were resistant to chemotherapy, including high-dose chemo-
therapy with autologous SCT, and to assess quality of the re-
mission, to investigate the relationship between the number 
of clonal bone marrow PC and other signs of MM activity. 

Patients and methods
The study included 51 MM patients, average age, 54 years (36-
70 years), who underwent MRD assessment from November 
2014 to February 2017. According to the Durie-Salmon clas-
sification, the vast majority of patients (n=40) had III stage 
of the disease, 8 patients, II, and 2 patients had stage I MM. 
Response to treatment was assessed according to the Nation-
al Clinical Recommendations of 2014. At the time of assess-
ment, 20 patients were in CR, 8 had a partial response (PR) 
and 15 had a resistant disease; 5 patients had a primary MM, 
3 patients were in the first relapse. Most of the patients were 
subject to high-dose chemotherapy with autologous SCT 
(n=42). Re-evaluation after therapy was managed to hold 
in 36 patients, at a mean of 3.1 months (1.9-5.7, min-max). 

Analysis was performed using a FACSCantoII flow cytome-
ter (BD) and FACSDiva software (BD). Instrument perfor-
mance was checked daily by recording fluorescence inten-
sity with calibrating beads (Cytometer Setup and Tracking, 
BD Biosciences). Whole BM was estimated using combina-
tion of surface and intracellular staining with CD38/CD56/
CD27/CD117/CD81/CD19/CD45/cytLambda/CD138/cyt-
Kappa. The sensitivity of our panel MRD is 0.01% (i.e. 10-4). 

Results
Among patients in CR (n=20) confirmed the absence of 
MRD in 6 patients, but 14 CR patients were MRD positive. 
Clonal PC was detected in all patients with PR and resistant 
disease (n=31). The relative content of abnormal PC in CR 
patients with MRD positive (n=14) was significantly lower 
than that in PR/resistant patients (n=31): 0.095% (0,026-
0,271%) versus 1.3% (0,203-5,9%), pU = 0,000092. PR pa-
tients (n=8) had a lower relative content of abnormal PC 
(as expressed tendency), than patients with resistant disease 
(n=15): 0.286% (0.177-1.129%) versus 1.48% (0.90-8.0%), 
pU = 0.053. Moreover, the relative content of abnormal PC 
in PR/resistant patients (n=31) correlated with the serum 
M-gradient concentration (r=0.42; p=0.019). 

Conclusion
Currently, we can presume flow cytometry as the method of 
choice for MRD monitoring in MM. In patients with meas-
urable disease, the number of clonal PCs correlates with the 
disease status and the level of M-protein. In the absence of 
M-protein, the evaluation of the number of clonal PC in the 
bone marrow indicates the depth and quality of remission, 
determines the patient’s readiness for SCT and also helps 
regulate duration of the maintenance therapy.
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Введение
Множественная миелома (ММ) – злокачественное забо-
левание, характеризующееся клональной пролифераци-
ей в костном мозге аномальных плазматических клеток 
(ПК), которые секретируют моноклональный протеин 
(M-протеин) в форме иммуноглобулинов или монокло-
нальных κ- и λ- свободных легких цепей. Высокодозная 
химиотерапия с последующей аутологичной транс-
плантацией стволовых клеток (ТСКК) используется 
для лечения молодых пациентов с ММ и обеспечивает 
высокий уровень полных ремиссий (ПР). Исследования 
последних лет с новыми лекарственными препаратами 
также приводят к высоким показателям ПР даже среди 
возрастных пациентов и пациентов с факторами риска 
рецидивирующего/рефрактерного течения ММ. Однако 
у большинства из них в дальнейшем наблюдается реци-
див заболевания, что связано с сохранением остаточных 
опухолевых клеток, известных как минимальная оста-
точная болезнь (МОБ). 

Цель работы состояла в том, чтобы с помощью муль-
типараметрической проточной цитофлюориметрии 
оценить количество аномальных ПК костного мозга 
у пациентов с ММ, которые достигли частичного или 
полного ответа, а также были резистентны к химиотера-
пии, включая высокодозную ХТ с аутологичной ТСКК, 
провести оценку качества ремиссии, исследовать взаи-
мосвязь между количеством аномальных ПК костного 
мозга и другими признаками активности ММ.

Пациенты и методы
С ноября 2014 по февраль 2017 в исследование включен 
51 пациент MM, средний возраст – 54 года (36-70 лет). 
Согласно классификации Durie-Salmon подавляющее 
большинство пациентов (n=40) имели III стадию болез-
ни, 8 – II и 2 – I. Ответ на лечение оценивали согласно 
национальным клиническим рекомендациям 2014 года. 

На момент исследования 20 пациентов были в ПР, 8 
имели частичный ответ (ЧР) и 15 – резистентное за-
болевание, у 5 пациентов заболевание  было впервые 
диагностировано, у 3 отмечен первый рецидив. Боль-
шинству пациентов была проведена высокодозная хи-
миотерапия с аутологичной ТСКК (n=42). Исследование 
количества аномальных ПК костного мозга в динамике 
на фоне терапии удалось провести 36 пациентам в сред-
нем через 3,1 месяца (1,9-5,7, мин-макс). Анализ про-
веден с помощью проточного цитометра FACSCantoII 
(BD) и программного обеспечения FACSDiva (BD). 
Прибор ежедневно калибровался с помощью калибро-
вочных частиц (Cytometer Setup and Tracking from BD 
Biosciences). Для анализа использовались клетки кост-
ного мозга после предварительного поверхностного и 
внутриклеточного окрашивания моноклональными ан-
тителами: CD38/CD56/CD27/CD117/CD81/CD19/CD45/
cytLambda/CD138/cytKappa. Чувствительность нашей 
панели составляет 0,01% (т.е. 10-4).

Результаты
Среди пациентов в ПР (n=20) МОБ не выявлялась у 6, 
14 пациентов были МОБ положительные. Клональные 
ПК были обнаружены у всех пациентов с ЧР и рези-
стентным течением заболевания (n=31). Относитель-
ное содержание клональных ПК у МОБ положительных 
пациентов с ПР (n=14) было значительно ниже, чем 
у пациентов с ЧР или резистентностью (n=31): 0,095% 
(0,026-0,271%) против 1,3% (0,203-5,9%), pU=0,000092. 
У пациентов с ЧР (n=8) было более низкое относитель-
ное содержание клональных ПК (как выраженная тен-
денция), чем у пациентов с резистентным заболеванием 
(n=15): 0,286% (0,177-1,129%) против 1,48% (0, 90-8,0%), 
pU=0,053. Кроме того, относительное содержание кло-
нальных ПК у пациентов с ЧР и резистентным течени-
ем (N=31) коррелировало с концентрацией M-протеина 
сыворотки (rs=0,42, p=0,019). 
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Заключение
В настоящее время мы можем заключить, что метод про-
точной цитофлюориметрии можно рассматривать как 
метод выбора для мониторинга МОБ у пациентов ММ. У 
пациентов с измеряемой болезнью количество клональ-
ных ПК коррелирует со статусом заболевания и уровнем 
М-протеина. При отсутствии M-протеина оценка коли-
чества клональных ПК в костном мозге свидетельствует 
о глубине и качестве ремиссии, определяет готовность 
пациента к ТПСКК, а также помогает регулировать про-
должительность поддерживающей терапии.
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