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Streszczenie

W badaniach nad znaczeniem minimalnej choroby resztkowej (MRD) w szpiczaku plazmocytowym
(PCM) dowiedziono, ze status MRD ma wartos¢ prognostyczng niezaleznie od zastosowanego
leczenia. W celu poznania zasad monitorowania MRD w chorych na PCM w polskich osrodkach
hematologicznych przeprowadzono badanie ankietowe. W ankiecie zadano pytania dotyczgce sto-
sowanych metod wykrvywania MRD oraz punktow czasowych, w ktorych badania sq wykonywane.
W 7 z 15 osrodkow objetych badaniem ankietowym oznaczenia MRD u chorych na PCM wykonuje
sig w aspivatach szpiku kostnego metodg cytometrii przeplywowej (FC). We wszystkich osrod-
kach oznaczenia FC-MRD sq wykonywane jedynie u chorych w catkowitej remisji (CR), jednak
w roznych punktach czasowych — tylko po przeszczepieniu autologicznych krwiotworczych komorek
macierzystych (auto-HSCT), po auto-HSCT i konsolidacyi, po zakoniczeniu leczenia pierwszej linii
lub, w przypadku uzyskania CR, po dowolnej linii leczenia. Stwierdzono ponadto znaczne roznice
w sposobie wykonywania badania FC-MRD wplywajgce na osiggang czulosc detekcji MRD (od
1073 do 107-°). W zadnym z ankietowanych osrodkow nie ocenia si¢ MRD w szpiku kostnym techni-
kami molekularnymi. Monitorowanie MRD metodami obrazowymi stosuje si¢ w 8 z 15 osrodkow.
Wyniki przeprowadzonej ankiety mogq postuzyc wypracowaniu wspolnych wytycznych 1 standary-
zacyi oceny MRD u chorych na PCM w Polsce.

Stowa kluczowe: szpiczak plazmocytowy, minimalna choroba resztkowa, cytometria
przeptywowa, sekwencjonowanie
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Abstract

Studies exploring the significance of minimal residual disease (MRD) in plasma cell myeloma
(PCM) have proven its prognostic value, regardless of the type of administered treatment. In ovder
to assess the current practice for evaluating MRD in Poland, we conducted a survey on the me-
thods for assessing MRD and on the MRD testing time points at Polish hematological centres. Seven
out of 15 institutions surveyed use of the flow cytometry (FC) method for MRD assessment. The
FC-MRD assessment is performed uniformly only in those patients achieving complete remission
(CR). Howeves, the specific indications and assessment time points differed at the tested centres in-
cluding: testing MRD only after autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT),
after auto-HSCT and consolidation, after completion of first line chemotherapy or after obtaining
CR in any line of treatment. The study also showed considerable heterogeneity in the FC-MRD
methodology, which affects test sensitivity (from 1073 to 10-°). None of the surveyed centres uses
molecular techniques for MRD assessment. In 8 of the 15 institutions, patients are monitored by
imaging techniques. Our survey may thus be useful for developing guidelines and standardization
of MRD assessment in PCM in Poland.

Key words: plasma cell myeloma, minimal residual disease, flow cytometry, gene sequencing
Hematologia 2017; 8, 4: 239-245

Wprowadzenie

W wyniku intensywnych badan nad biologia
szpiczaka plazmocytowego (PCM, plasma cell
myeloma), w szczego6lnosci nad zlozonymi mecha-
nizmami oporno$ci na klasyczng chemioterapie,
w ostatnich dwoch dekadach udalo sie opracowac
oraz wprowadzi¢ do praktyki klinicznej kilka no-
wych klas lekow przeciwnowotworowych, w tym
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inhibitory proteasomu, leki immunomodulujace,
przeciwciala monoklonalne 1 inhibitory deacetylazy
histonow. Dzieki zastosowaniu kombinacji nowych
lekow osiagnieto imponujacy postep terapeutyczny,
wyrazajacy sie coraz wiekszym odsetkiem gle-
bokich i dtugotrwatych odpowiedzi klinicznych,
co spowodowato globalng poprawe rokowania
chorych na PCM. Nalezy podkre§lié, ze zastoso-
wanie schematow chemioterapii zawierajacych leki
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o roznych mechanizmach dzialania, w polaczeniu
z terapia duzymi dawkami melfalanu, wspomagana
przeszczepieniem autologicznych krwiotworczych
komorek macierzystych (auto-HSCT, autologous
hematopoetic stem cell transplantation), umozliwia
obecnie osiagniecie odpowiedzi na leczenie u nie-
mal wszystkich chorych. W niektorych badaniach
klinicznych zastosowanie najbardziej skutecznych
kombinacji lekéw pozwala osiagnaé catkowite re-
misje (CR) nawet u 70% chorych [1, 2].

Dostep do bardziej skutecznych schematow
terapeutycznych oraz gromadzone coraz liczniejsze
dowody korzystnego znaczenia prognostycznego
znacznego zmniejszenia masy nowotworu staty
sie przyczyng aktualizacji kryteriow odpowiedzi
na terapie PCM w celu sformulowania lepsze;j
definicji CR. W rekomendacjach Miedzynarodowej
Grupy Roboczej ds. Szpiczaka IMWG, Internatio-
nal Myeloma Working Group) z 2011 roku po raz
pilerwszy zaproponowano kategorie odpowiedzi
uwzgledniajace ocene tak zwanej minimalnej cho-
roby resztkowej (MRD, minimal residual disease)
w aspiracie szpiku, tj.: immunofenotypowa (im-
munophenotypic CR) 1 molekularna CR (molecular
CR), okre$lane odpowiednio przy uzyciu co naj-
mniej 4-kolorowej cytometrii przeptywowej (FC,
Sflow cytometry) oraz specyficznej dla allelu reakcji
tancuchowej polimerazy oligonukleotydu (ASO-
-PCR, allele-specific oligonucleotide polymerase chain
reaction) [3]. Zastosowanie tych technik umozliwito
oznaczanie MRD z czulo§cig odpowiednio 104
1107°, co oznacza mozliwo$¢ detekeji jednej komor-
ki PCM wérod 10 tys. 1 100 tys. komorek szpiku.

IloSciowe oznaczenie resztkowych komorek
PCM umozliwito bardzo precyzyjna ocene efektyw-
no$ci nowych lekow 1 roznych schematow terapii.
Niezaleznie od zastosowanej techniki poziom MRD
okazal sie niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym czasu przezycia pacjentow. Rawstron i wsp.
[4], oznaczajac MRD metoda cytometryczng u pa-
cjentow po auto-HSCT, wykazali, ze obecno$¢ MRD
ponad 0,01% istotnie wplywa na czas wolny od pro-
gresji (PFS, progression-free survival) (15,5 v. 28,6
miesigca; p < 0,001) i calkowitego przezycia (OS,
overall survival) (59 v. 80,6 miesiaca; p = 0,018).
Udowodniono réwniez, ze wplyw statusu MRD
na wskazniki przezycia jest niezalezny od grupy
ryzyka cytogenetycznego [4, 5]. Wyniki obserwacji
Ferrero i wsp. [6] wskazujg z kolei na uzytecznoSc
monitorowania MRD w ocenie efektywnosci le-
czenia konsolidujgcego i podtrzymujacego remisje
oraz wczesnego wykrywania nawrotu. Osiggniecie
immunofenotypowej CR w wyniku zastosowanego
leczenia istotnie wydtuza PFS i czas do progresji

(TTP, time to progression) w grupie chorych powy-
zej 65. roku zycia [7] oraz z nawrotowym PCM [8].
Paiva 1 wsp. [8] sugerujg rowniez, ze — ze wzgledu
na ryzyko wznowy pozaszpikowej — w ocenie od-
powiedzi po auto-HSCT powinno sie uwzgledniaé
rowniez badania obrazowe metoda pozytonowe;j
tomografii emisyjnej/tomografii komputerowe;j
(PET/CT, positron emission tomography/computed
tomography). Wraz z rozwojem technik biologii
molekularnej 1 FC pojawila sie mozliwo$¢ jeszcze
bardziej specyficznego i czulego wykrywania prze-
trwalych komérek PCM. Badania z czulo$cig 10
1 wiekszg wzmocnily znaczenie prognostyczne
oceny poziomu MRD u chorych na PCM [9, 10].

W najnowszych rekomendacjach IMWG z 2016
roku wprowadzono kategorie oceny odpowiedzi na
terapie w PCM oparte na badaniu MRD w szpiku
z czuto$cig co najmniej 10 [11]. Zatozono w nich
zastosowanie w tym celu najnowoczesniejszych
technik diagnostycznych — tak zwanej cytometrii
przeplywowej nowej generacji (NGE, next gene-
ration flow) 1 sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS, next generation sequencing) oraz, po raz
pierwszy w ocenie MRD, uwzgledniono rowniez
badania obrazowe. Zaleca sie, by ocene MRD
przeprowadzaé po kolejnych etapach leczenia, tj.
indukgji, auto-HSCT, konsolidacji i leczeniu pod-
trzymujacym, ograniczajac ja tylko do pacjentow
w CR. Poniewaz kluczowe dla wiarygodno$ci bada-
nia s3 jako$c¢ aspiratu szpiku i liczba analizowanych
komorek, to nalezy do niego przeznaczaé probke
z pierwszej aspiracji w objetos$ci okolo 2 ml. Nie
nalezy przekraczac objetos$ci 4-5 ml ze wzgledu na
mozliwo$§¢ rozcienczenia krwig [11].

Potrzeba wypracowania standardu oceny MRD
u chorych na PCM jest obecnie jednym z najczes-
ciej poruszanych zagadnien na miedzynarodowych
1 krajowych konferencjach oraz w publikacjach
naukowych poswieconych PCM [12, 13]. Doswiad-
czenia grup badaczy z Wielkiej Brytanii i Hiszpanii
jednoznacznie wskazujg na celowoS$¢ stosowania
nowych kryteriow odpowiedzi w badaniach kli-
nicznych, jednak zasadno$ci podejmowania decy-
zji terapeutycznych na podstawie wyniku oceny
MRD w rutynowe;j praktyce klinicznej jeszcze nie
udowodniono. Co istotne, wprowadzenie kategorii
MRD do najbardziej uznawanych na Swiecie kry-
teriow odpowiedzi publikowanych przez IMWG
wskazuje na konieczno$¢ stosowania oceny MRD
rowniez w Polsce.

Mimo ze kryteria oparte na badaniu MRD ist-
nieja juz od 2011 roku, to wedtug wiedzy autorow
nie bylo doniesien o zakresie i sposobie przepro-
wadzania oceny tego parametru w Polsce. Ponadto,
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ze wzgledu na wymagane przy wykonywaniu tak
wyspecjalizowanego 1 czasochlonnego badania
wyposazenie 1 doSwiadczenie, a jednocze$nie sto-
sunkowo niewielka liczbe takich badan, niezbedna
wydaje sie standaryzacja, a takze — by¢ moze —
czeSciowa centralizacja oceny MRD u chorych na
PCM w Polsce. W zwiazku z tym, w ramach Pol-
skiego Konsorcjum Szpiczakowego (PMC, Polish
Myeloma Consortium), przeprowadzono badanie
ankietowe, ktorego celem bylo poznanie obecnej
praktyki klinicznej, potrzeb i mozliwosci technicz-
nych oznaczania MRD u chorych na PCM w Polsce.

Metodyka

Ankieta ,,Ocena choroby resztkowej w szpi-
czaku plazmocytowym w polskich o$rodkach he-
matologicznych” zostala przygotowana w formie
elektronicznego arkusza danych i rozeslana drogg
elektroniczng do polskich o§rodk6w hematolo-
gicznych prowadzacych terapie szpiczaka (tab. 1).
Ankiete te podzielono tematycznie na dwie czeSci
— Kkliniczng oraz laboratoryjng. W czesci klinicznej
zawarto pytania stuzace okresleniu mozliwosci oce-
ny MRD w danym oSrodku. Pytania dotyczyly mie-
dzy innymi rodzaju stosowanej techniki badawczej,
punktow czasowych oraz etapow leczenia, w ktorych
s3 wykonywane oznaczenia MRD. Ponadto w czeSci
klinicznej byly zawarte pytania stuzace zbadaniu
opinii o$rodka na temat oceny MRD u chorych
na PCM z uwzglednieniem preferowanej metody
(FC, NGS, PET/CT, rezonans magnetyczny [MRI,
magnetic resonance imaging)), grup badanych pacjen-
tow (m.in. kwalifikujacych sie oraz niekwalifikuja-
cych do auto-HSCT), punktéw czasowych badania
w odniesieniu do etapu stosowanego leczenia czy
mozliwos$ci oraz konieczno$ci standaryzacji badan
laboratoryjnych i obrazowych stosowanych w ocenie
MRD. Czeéc laboratoryjna ankiety zawierata pytania
na temat sposobu oraz technicznych mozliwo$ci
oznaczania MRD u chorych na PCM metoda FC.
Pytania dotyczyly typu posiadanego cytometru prze-
plywowego, rodzaju i liczby antygendw stosowanych
w identyfikacji plazmocytow, uzywanego protokotu,
jak rowniez decydujacych o czuto$ci badania liczby
wszystkich zhieranych komérek i minimalnej liczby
komorek o nieprawidlowym fenotypie uznawanych
za populacje patologiczna.

Wyniki

Odpowiedzi otrzymano od 15 spo$rod 17
oSrodkow, do ktorych wystano ankiety (88%),
przy czym w 5 przypadkach uzyskano odpowiedzi

Tabela 1. Wykaz osrodkéw uczestniczacych w badaniu an-
kietowym

Table 1. The list of centers participating in the survey

Katedra i Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego,
Poznan

Klinika Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku,
Uniwersytet Medyczny, Lublin

Klinika Hematologii, Wojewddzki Szpital Specjalistyczny
im. Fryderyka Chopina, Rzeszow

Klinika Hematologii, Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow

Klinika Hematologii, Onkologii i Choréb Wewnetrznych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

Klinika Hematologii, Instytut Hematologii
i Transfuzjologii, Warszawa

Oddziat Hematologiczny, Centrum Onkologii
Ziemi Lubelskiej im. sw. Jana z Dukli, Lublin

Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji
Szpiku, Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny,
Uniwersytet Medyczny, Wroctaw

Kliniczny Oddziat Hematologii, Wojewddzki Szpital
Kliniczny im. Karola Marcinkowskiego, Zielona Goéra

Oddziat Onkologii Klinicznej i Hematologii, Wojewddzki
Szpital Specjalistyczny, Biata Podlaska

Klinika Hematologii z Pododdziatem Choréb Naczyn,
Uniwersytecki Szpital Kliniczny, Biatystok

Gdynskie Centrum Onkologii, Szpitale Wojewddzkie
w Gdyni — Szpital Morski im. PCK

Klinika Nowotworéw Uktadu Chtonnego, Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Skiodowskiej-Curie,
Warszawa

Klinika Choréb Wewnetrznych i Hematologii, Wojskowy
Instytut Medyczny, Warszawa

Laboratorium Hematologii, Uniwersyteckie Centrum
Kliniczne, Gdansk

dotyczace wylacznie czeSci klinicznej, a w 2 przy-
padkach — wylacznie czeSci laboratoryjnej ankiety.
Stwierdzono, ze obecnie ocena MRD u chorych na
PCM w jakimkolwiek zakresie jest wykonywana
w 7 spo$rdod 15 badanych o$rodkow. Pozostale
oSrodki deklaruja potrzebe wykonywania badan
monitorujacych MRD motywowang koniecznoScia
zwiekszenia czulo$ci metod oceny odpowiedzi na
prowadzone leczenie. W zwiazku z tym w pozo-
stalych 8 osrodkach planuje sie wprowadzenie
takich badan w macierzystym osrodku (3/8) lub,
ze wzgledu na brak dostepno$ci do odpowiedniego
sprzetu lub wyszkolonego personelu, zlecanie tego
rodzaju badan innym jednostkom (5/8).

Sze§¢ z 7 oSrodkow, w ktorych jest przepro-
wadzana ocena MRD, odpowiedzialo na pytania
czesSci klinicznej dotyczacej kryteriow wyboru
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pacjentow, etapu terapii i sposobu przeprowadza-
nia oceny MRD. We wszystkich przypadkach przy
kwalifikacji pacjenta do oceny MRD stosuje sie
kryterium uzyskania CR lub rygorystycznej catko-
witej remisji (SCR, stringent CR). Punkty czasowe
terapii, w ktorych badanie jest wykonywane, sa
jednak zréznicowane. W 3 przypadkach badaniem
s3 obejmowani tylko chorzy po auto-HSCT (3/6),
w tym w jednym z o§rodkow — dodatkowo po leczeniu
konsolidujacym. W 2 kolejnych o$rodkach badanie
wykonuje sie po zakonczeniu leczenia dowolne;j linii
(2/6). W jednym o$rodku natomiast do badania MRD
sg kwalifikowani wszyscy chorzy w CR zar6wno po
pierwszej, jak 1 po kolejnych liniach leczenia oraz
po auto-HSCT. Badanie MRD we wszystkich tych
przypadkach jest wykonywane metoda FC (6/6).

Metody obrazowe sa wykorzystywane do
monitorowania przebiegu PCM po uzyskaniu odpo-
wiedzi w 8 sposrdod 13 oSrodkow, ktorych personel
uzupelnit cze$¢ kliniczna ankiety. W 5 z nich (5/8)
wykorzystuje sie w tym celu badanie MRI wyko-
nywane regularnie co okolo 12 miesiecy lub po
uzyskaniu odpowiedzi na dowolna linie leczenia.
W 4 oSrodkach (4/8) ocene przeprowadza sie na pod-
stawie wyniku badania PET/CT. Jest ono zlecane
u wszystkich pacjentéw po uzyskaniu odpowiedzi
na dowolng linie leczenia lub po auto-HSCT (2/4)
albo jest ograniczane do monitorowania pacjentow
tylko ze szpiczakiem niewydzielajacym (2/4).

Wyniki ankiety potwierdzity przydatno$c¢ kli-
niczng oceny MRD u chorych na PCM — wszyscy
bioracy w niej udzial dostrzegaja potrzebe opraco-
wania jednolitych wytycznych 1 standaryzacji po-
stepowania w tym zakresie. Wérod 13 klinicystow
odpowiadajacych na pytania odno$nie do wyboru
grupy pacjentow 1 momentu mozliwej oceny MRD
wiekszo$§¢ (9/13) opowiedziala sie za wykonywa-
niem badania u wszystkich pacjentow, ktorzy uzy-
skali odpowiedz na poziomie co najmniej CR nie-
zaleznie od linii leczenia. Ponadto przedstawiciele
3 oSrodkow zaproponowali monitorowanie MRD
w regularnych odstepach czasu. Za ograniczeniem
badania MRD tylko do os6b kwalifikujacych sie do
auto-HSCT opowiedzial sie personel 4 osrodkow
(4/13). W jednym z nich zaproponowano ocene
tylko po auto-HSCT, personel 2 — po zakonczeniu
leczenia dowolne;j linii i po auto-HSCT, natomiast
personel trzeciego oSrodka — po skutecznym
leczeniu indukcyjnym (kryterium CR) i po prze-
szczepieniu oraz za zgoda chorego, kontrolnie raz
w roku w przypadku utrzymujacej sie w badaniach
laboratoryjnych CR.

Najbardziej dostepna i preferowang technika
monitorowania MRD pozostaje FC. Jak wynika

z przeprowadzonej ankiety, wszystkie oSrodki
moga mie¢ dostep do tego rodzaju badan, posiada-
jac wlasne pracownie (10/15) lub zlecajac badania
laboratoriom zewnetrznym (5/15). Ocena MRD
technikami molekularnymi ASO-PCR czy NGS
bytaby mozliwa tylko w 3 przypadkach.

Odpowiedzi na pytania czeSci laboratoryjnej
ankiety autorzy niniejszej pracy otrzymali z 10 pra-
cowni cytometrycznych. W 7 z nich (7/10) u cho-
rych na PCM wykonuje sie ocene fenotypu komo-
rek plazmatycznych przy rozpoznaniu oraz ocene
MRD. W 3 laboratoriach planuje sie wdrozenie
badan MRD w przysztoSci. Dziewiec (9/10) pra-
cowni dysponuje obecnie aparatami 3-laserowymi
umozliwiajagcymi stosowanie 8-kolorowych zesta-
woOw przeciwcial.

Wykonywanie badania MRD z uzyciem 3-5 ko-
loréw deklarujg obecnie 3 oSrodki (3/10). W tych
przypadkach czulo§é oznaczen wynosi 1073-107%,
a liczba analizowanych komorek to 100-200 tys.
Jedno laboratorium podato minimalna liczbe komo-
rek, jaka jest uznawana za populacje patologiczna.
Pozostale laboratoria, w ktorych wykonuje sie lub
planuje badanie z uzyciem 8-kolorowej cytometrii,
deklarujg rozny prog detekcji MRD (1073-1075).
Decydujace o czulo$ci testu liczba wszystkich
zbieranych komoérek oraz ich minimalna liczba
konieczna do stwierdzenia klonu PCM sa w tych
pracowniach wyraznie zréznicowane i wynosza
odpowiednio 100 tys.—2 mln oraz 20-100. W 5 pra-
cowniach (5/10) w panelach przeciwcial przewiduje
sie ocene wszystkich zalecanych obecnie antyge-
now. W pozostalych najczeSciej pomija sie CD27,
CD117 1 CD81, natomiast dodatkowo plazmocyty
nowotworowe sa identyfikowane poprzez ocene
ekspresji CD20, CD28, CD13, CD33 i 3,-mikro-
globuliny. Tylko 2 z 7 laboratoriow deklarujacych
wykonywanie badania MRD u chorych na PCM
spelniaja wszystkie metodyczne zalecenia Miedzy-
narodowego Towarzystwa Cytometrii Klinicznej
(CCS, International Clinical Cytometry Society)
1 Europejskiego Towarzystwa Klinicznej Analizy
Komorek (ESCCA, European Society for Clinical
Cell Analysis) dotyczace oznaczen z czuloScig na
poziomie 107,

Dyskusja

Bardziej skuteczna terapia chorych na PCM
przyczynila sie do znaczacej poprawy jakoSci
osigganych odpowiedzi, a wyniki badan nad naj-
nowszymi lekami, w tym inhibitorami proteasomu
kolejnych generacji i przeciwcialami monoklonal-
nymi anty-CD38, daja nadzieje na dalszy postep
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w leczeniu 1 uzyskiwanie trwalych i gtebokich
odpowiedzi [1, 14]. Badania MRD z zastosowaniem
wieloparametrowej FC i technik molekularnych
(ASO-PCR, NGS), umozliwiajacych wykrywanie
klonalnych plazmocytéw z czuto$cig 10~4-1075, jed-
noznaczne wskazuja, ze taka gleboko$¢ odpowiedzi
koreluje dodatnio z parametrami przezycia chorych,
niezaleznie od rodzaju zastosowanej chemioterapii,
wieku pacjenta czy stadium choroby [12, 13, 15].

Wprowadzenie przez IMWG nowych kryteriow
glebokich odpowiedzi, uwzgledniajacych ocene
MRD z czulo$cig co najmniej 10~°, wskazuje na to,
ze dazenie do eradykacji MRD powinno by¢ jed-
nym z istotnych celow nowoczesnej terapii u cho-
rych na PCM. Pociaga to za soba konieczno§¢
wprowadzenia czutych metod monitorowania MRD
w referencyjnych oSrodkach hematologicznych.
Szczegolowe wytyczne odnosnie do metodyki cyto-
metrycznego badania MRD, pozwalajace na osiag-
niecie tak wysokiego progu czuloSci, opracowali
1 opublikowali eksperci ICCS i ESCCA [16-19].
W wytycznych tych uznano, ze w identyfikacji pra-
widlowych 1 szpiczakowych komorek plazmatycz-
nych najbardziej specyficznymi markerami sa an-
tygeny: CD38, CD138, CD45, CD19, CD27, CD56,
CD81, CD117, oraz cytoplazmatyczna ekspresja
tanicuchow lekkich kappa 1 lambda. Zastosowanie
przeciwcial przeciwko powyzszym antygenom,
W co najmniej 8-kolorowym barwieniu, gwarantuje
wykrycie immunofenotypowych aberracji plazmo-
cytow niemal u wszystkich chorych na PCM oraz
wysoka specyficzno$¢ przy poszukiwaniu MRD
[17]. Czynnikami decydujacymi o czulo$ci testu
sa jako$¢ aspiratu 1 liczba analizowanych komorek
szpiku. Zakladana czulo§¢ badania 10~ oznacza
konieczno$§¢ akwizycji minimum 2 miln komorek,
przy czym badanie iloSciowe MRD wymaga analizy
5 mIn komorek szpiku [18]. W zaleceniach ISCCA/
/ESSCA podano takze sposob okreslania czutoSci
oraz raportowania wyniku badania [19].

Opisujac nowe kategorie odpowiedzi, IMWG
odnosi sie réwniez do samej metodyki badania
MRD, podkres§lajac istotno$¢ walidacji 1 standa-
ryzacji stosowanych procedur. W przypadku cyto-
metrii i oznaczen z czulo$cig 10~ rekomenduje sie
NGF oraz w pelni zwalidowany protokét badania
proponowany przez konsorcjum EuroFlow [11].
Spelnia on wszystkie zalecenia ICCS/ESCCA,
a dodatkowo standaryzuje sposéb konfiguracji cyto-
metru, optymalizuje panel przeciwcial (w zakresie
klonéw 1 fluorochromow) oraz precyzuje sposob
przygotowania i akwizycji probki. Analiza danych
z zastosowaniem odpowiedniego oprogramowania
gwarantuje wysoka specyficzno$¢ 1 powtarzalno§c

oznaczenia oraz zwieksza prog detekcji komorek
PCM do 1076 [20].

Jak wskazujg wyniki przeprowadzonego ba-
dania, 46% ankietowanych oSrodké6w hematolo-
gicznych monitoruje swoich pacjentéw, oceniajac
odsetek komorek PCM w szpiku z zastosowaniem
FC. Mimo ze wszystkie pracownie cytometryczne,
ktore wziely udziat w badaniu, dysponuja aparatami
umozliwiajacymi rOwnoczesng ocene przynajmniej
szesciu fluorescencji, to personel 3 z nich dekla-
rowal ocene MRD z uzyciem 3-5-kolorowego
barwienia. Wiaze sie to nie tylko z mniejsza czu-
toécig badania (103-104), ale takze ogranicza jego
specyficzno$¢ ze wzgledu na heterogenno$¢ feno-
typu plazmocytéw prawidlowych i szpiczakowych,
w tym mozliwo$¢ wystepowania wiecej niz jedne-
go klonu komoérek PCM, oraz stwarza trudno$ci
w wiarygodnym okresleniu klonalnos§ci [20]. Od-
powiedzi udzielone w ramach cze$ci metodyczne;j
ankiety ujawnily znaczne rozbiezno$ci w sposobie
okreslania czulo$ci oznaczen. Deklarowane czulo$-
ci badania z uzyciem o$miu antygenow réznig sie
miedzy laboratoriami nawet 100-krotnie (od 0,1%
do 0,001%) 1 wynikajg z roznic w zakresie liczby
zbieranych komorek oraz przyjetej minimalnej
liczby zdarzen wskazujacych na populacje komoérek
PCM. Podobne rozbiezno$ci w osigganych progach
detekcji wykazaly wyniki badan przeprowadzonych
wsrod 11 laboratoriow, w ktorych badanie MRD
u chorych na PCM wykonuje sie w Stanach Zjed-
noczonych [21]. WSrod laboratoriéw wykorzystu-
jacych w tym celu od 5 do 9 kanaléw fluorescencji
zakres osigganych maksymalnych czulo$ci wynosit
0d 0,02% do 0,0005%. Flanders i wsp. [21] zwracaja
ponadto uwage na roznice w doborze przeciwcial
1 sposobie definiowania patologicznych komorek
PCM. Opracowana przez autoréw niniejszej pracy
ankieta nie zawierala szczego6towych pytan na
temat sposobu analizy. Natomiast z oceny stosowa-
nych w badaniu antygenow wynika, ze wszystkie
laboratoria stosuja markery o udowodnionej swo-
isto$ci, a w detekcji plazmocytéw prawidiowych
1 szpiczakowych CD138+CD38+ wykorzystuja
aberrantna ekspresje co najmniej trzech antygenow
btonowych: CD19, CD45, CD56, oraz cytoplazma-
tycznych tancuchow lekkich. Wszystkie dodatkowe
zalecane obecnie antygeny CD27, CD81 1 CD117
sg badane w 5 z 10 laboratoriow.

Ze wzgledu na dostepno$c i koszty badania
FC wydaje sie technika mozliwa do zastosowania
w standaryzacji wykrywania MRD we wszystkich
o$rodkach hematologicznych w Polsce. Osiagnie-
cie wysokiej czuloSci oznaczen MRD oraz wiary-
godnych, poré6wnywalnych miedzy laboratoriami,
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wynikow bedzie wymagaé przyjecia jednolitych
wytycznych sposobu przeprowadzania testu na
podstawie najnowszych rekomendacji [16-19].
Standaryzacji wymagaja przede wszystkim panel
stosowanych przeciwcial, protoko6t przygotowania
probki umozliwiajacy akwizycje 2—-5 min komérek
oraz sposob definiowania uzyskiwanej czuloSci.
O wiarygodno$ci oznaczen beda w giownej mie-
rze decydowac jako§¢ aspiratu szpiku i1 do$wiad-
czenie diagnosty przeprowadzajacego analize.
Autorzy niniejszej pracy wyrazaja nadzieje, ze
wyniki przeprowadzonej ankiety przyczynia sie
do upowszechnienia i standaryzacji oceny MRD
w polskich o§rodkach hematologicznych, co wply-
nie korzystnie na wyniki leczenia PCM.
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