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Monoklonélni gamapatie zahrnuji onemocnéni postihujici B linii krevnich bunck
maligniho i nemaligniho ptivodu, jejichz spoleénym znakem je vyskyt M-proteinu v séru
nebo v moci pacienta. Maligni monoklonalni gamapatie jsou stejn¢ jako dal$i maligni
onemocnéni s ohledem na cCetnost piipadi z dlouhodobého hlediska na vzestupu.
Mezi maligni monoklonalni gamapatie fadime mimo jiné mnohocetny myelom, coz je druhy
nejcastéj$i  krevni nador, dale pak vzacnéjsi nemoci (napi. Waldenstromova
makroglobulinemie). Vétsiné malignich monoklonalnich gamapatii predchazi nemaligni typ
tzv. monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu. Pacienty s touto diagnézou je doporuceno
sledovat v urcitych intervalech a pfi pfipadném piechodu do malignity v€as zahdjit 1écbu.
Odhalit monoklondlni gamapatii u pacientii vySetifovanych v Oblastni nemocnici Jicin tak,
aby analyza pokryla co moZzna nejvétSi mozny pocet osob v oblasti Ji¢inska, bylo hlavnim
cilem diplomové prace. Zvoleny region je spole¢né¢ s dalSimi (napf. Trutnovsko,
Kralovéhradecko) zasaZen Cetnosti monoklonalnich gamapatii nejvice. Pro dosaZeni cilt
byly zvoleny dv¢ zakladni metody odhalujici vyskyt, typ a koncentraci M-proteinu — gelova
elektroforéza a imunofixace. U pacientll s ndlezem M-proteinu byly rliznymi metodami
vySetteny dal$i parametry (napf. koncentrace kreatininu, vapniku, hemoglobinu, volnych
lehkych fetézct). Diky témto parametriim 1ze pacienta zafadit do urcitého typu maligni nebo
nemaligni monoklondlni gamapatie, do rizika piechodu v maligni formu, pfipadné do stadia
maligniho onemocnéni. Z 3805 elektroforeticky analyzovanych vzorkt byl u 789 prokdzan
M-protein. Imunofixace prokazala pfitomnost paraproteinu u 292 pacientd, z toho

u 177 nové. Maligni forma byla urcena z celého souboru u 14 pacientt.
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Monoclonal gammopathies include diseases affecting B-lineage blood cells of malignant
and non-malignant origin, the common feature of which is the presence of M-protein
in the patient's serum or urine. Malignant monoclonal gammopathies, like other malignant
diseases, are on the rise in terms of case rates in the long term. Malignant monoclonal
gammopathies include, among others, multiple myeloma, which is the second most common
blood tumour, and less prevalent diseases (e.g. Waldenstrom’ s macroglobulinemia). Most
malignant monoclonal gammopathies are preceded by a non-malignant type called
monoclonal gammopathy of undetermined significance. Patients with this diagnosis are
recommended to be monitored at specific intervals and in case of progressions
to malignancy, to initiate treatment in time. The main goal of this thesis was to detect
monoclonal gammopathy in patients examined at the Ji¢in Regional Hospital so that
the analysis covers as many people as possible in the Ji¢in region. The selected region
together with other (e.g. Trutnovsko, Kralovéhradecko) is the most affected by the frequency
of monoclonal gammopathies. To achieve the goals, two basic methods were chosen
to detect the occurrence, type, and concentration of M-protein — gel electrophoresis
and immunofixation. Other parameters (e.g. creatinine, calcium, haemoglobin, free light
chains, etc.) were examined in patients with detected M-protein. Thanks to these parameters,
the pactient can be categorized into a certain type of malignant or non-malignant monoclonal
gammopathy, risk of transition to the malignant form, or stage of malignant disease.
Of the 3805 electrophoretically analysed samples, M-protein was detected in 789.
Immunofixation showed the presence of paraprotein in 292 patients, with 177 being newly
identified. The malignant form of the disease was identified in the entire cohort

in 14 patients.
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1. UVOD

Termin monoklonalni gamapatie zahrnuje onemocnéni vyznacujici se maligni
¢i potencionalné maligni proliferaci  B-bunééné¢ linie produkujici monoklonélni
imunoglobulin tzv. paraprotein. VCasnd diagnostika maligni monoklonalni gamapatie
umoziuje rychlé zahajeni 1écby, ¢imz lze zlepSit progndézu a kvalitu Zivota pacienta.
Diagnostika nemaligni monoklonalni gamapatie bez ¢asové prodlevy je neméné dulezita,
ato z divodu 1% rizika transformace do maligni formy ro¢n¢. Pacienty je tedy nutné
v uritych intervalech sledovat. Nemaligni monoklonalni gamapatie jsou vétSinou
bezptiznakové, coz muize byt Uskalim vcasného rozpoznani onemocnéni (Maisnar 2018,

Séudla 2017, Solcova 2019).

Stanoveni diagndézy monoklondlni gamapatie je zaloZzeno na prikazu paraproteinu
ve vzorku séra nebo moci pacienta. Nejcastéji se provadi prikaz elektroforetickou metodou,
na kterou v pfipad¢ pozitivniho nebo nejasného vysledku navazuje metoda imunofixace.
Imunofixace dale umoznuje urceni typu a koncentrace paraproteinu. Ob¢ zminéné metody
byly v rdmci diplomové prace vyuzity. Typ monoklonalni gamapatie, jehoz urceni bylo
cilem diplomové prace, lze stanovit jednak na zaklad¢ paraproteinu, ale i dalSich
diagnostickych parametrii (napt. koncentrace volnych lehkych fetézct, kreatininu, vapniku)
(Maisnar 2018, S¢udla 2017). Tyto parametry byly stanoveny téméf u vsech pacientl

vySetfovanych v ramci této diplomové prace.

Diplomovéa prace navazuje vyzkumnou ¢asti na bakaldfskou praci, ve které byli
vySetfovani pouze pacienti nefrologické ambulance Oblastni nemocnice Ji¢in a.s., u kterych
jsme se zamétovali predev§im na vyskyt nemaligni monoklondlni gamapatie nejasného
pacientll vysetiovanych v Oblastni nemocnici Ji¢in a.s. ze vSech oddéleni nemocnice,
ale i od praktickych 1ékarti ¢i 1ékarti specialistl. Zaméfili jsme se hlavné na maligni
monoklondlni gamapatie, pfedev§im mnohocetny myelom nebo Waldenstromovu

makroglobulinemii.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Monoklonalni gamapatie

Monoklonélni gamapatie (MG) piedstavuji heterogenni skupinu onemocnéni se
zhoubnym ¢i nezhoubnym ptiivodem. Spole¢nym jmenovatelem této skupiny onemocnéni
je tvorba monoklonalniho imunoglobulinu tzv. paraproteinu (M-proteinu) v disledku
klonalni proliferace B bunécné linie. Paraprotein lze detekovat v séru a/nebo moci. Tato
monoklondlni komponenta mize byt produkovana ve form¢ monoklondlniho
imunoglobulinu nebo jeho strukturnich komponent, tzv. volnych lehkych fetézct (Free
light chains, FLC) k ¢i A. Monoklondlni komponenta nachazejici se v moci je Casto

nazyvana jako Bence Jonesova bilkovina (Kusnierova 2022, S¢udla 2017, S¢udla 2018,

Vavrova 2020).

MG délime z klinického hlediska dle Kyle do dvou zékladnich kategorii:

1. Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS)

2. Maligni monoklonalni gamapatie

Maligni MG roziazujme do dalSich kategorii, které¢ jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Typy malignich monoklondlnich gamapatii (Maisnar 2023)

Typicky mnohocetny
myelom

IgG

IgA

Tezké retézce
v/ Z 1eD

IgE

Kappa

Lehké retézce

Lambda

Variantni formy
myelomu

Doutnajici myelom

Plasmocelularni leukemie

Nesecernujici myelom

Solitarni kostni plasmocytom

Extramedularni plasmocytom

Osteoskleroticky myelom (POEMS)

Zhoubné
lymfoproliferativni stavy

Waldenstromova makroglobulinemie

Maligni lymfomy

Chronickd lymfaticka leukemie

Nemoci tézkych fetézci

Gama

Alfa

Mi

Delta

Amyloidoza

Primarni

Pfi myelomu (sekundarni)
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Vyskyt onemocnéni patficich mezi MG je relativné Casty a s vékem pravdépodobnost
onemocnéni stoupa. Nejéastdji postihuje pacienty onemocnéni typu MGUS (S¢udla

2017).
2.2. Typy monoklonalnich gamapatii

Existuje n€kolik typl MG, mezi nejcastéji zastoupené patii MGUS, z malignich MG
mnohocetny myelom. DalSi text podrobngji popisuje MG, které se objevily
v experimentalni Casti prace. Dale tedy bude popsan mnohocetny myelom

a Waldenstromova makroglobulinemie.

2.2.1. Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je maligni onemocnéni charakteristické klonalni
nekontrolovatelnou proliferaci B-lymfocytl. Vlivem proliferace je onemocnéni
provazeno produkci monoklondlniho imunoglobulinu (nejcastéji typu IgG), ktery
muze byt prokazatelny v séru i v moci. Nejcastéj§im projevem tohoto onemocnéni
byva osteolyza skeletu, porucha funkce ledvin a utlum krvetvorby. Casto vznika
zMGUS typu IgG, IgA, piipadné MGUS lehkych fetdzct. V Ceské republice je
frekvence tohoto onemocnéni 2,65 na 100 000 obyvatel, z ¢ehoz nejcastéji postihuje
star$i lidi, median v€ku pti stanoveni diagnozy je 68 let (ve véku 2040 let se vyskytuje

vzacné) (Czech Myeloma Group 2023, Doubek 2020, Hajek 2019).

Diagnézu MM stanovuje klinicky Iékat na zdklad¢é porovnani rentgenologického,
cytologického a biochemického néalezu daného pacienta, na rozdil od lymfomt, kdy
diagnozu stanovuje patolog. Klinické projevy tohoto onemocnéni byvaji rizné,

nejcastéjsi byva bolestivost kosti. Vybrané projevy MM:

a) Bolesti kosti zpusobené osteolyzou nejCastéji v oblasti bederni patefe,
ale 1 v dalSich c¢astech lidského téla, jsou klasickym klinickym projevem MM.
Myelom zpusobi osteolyticka loziska viditelnd na rentgenovém (RTG) snimku

¢1 pi1 magnetické rezonanci (MR).

b) Infekce zpusobené imunosupresi jsou dal§im typickym projevem MM,

k némuz dochazi kvili defektu B-bunécné imunity. Omezena tvorba funk¢nich

24

1u béznych infekci.
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¢) Anemie je zplsobend mechanickym utlakem nadorovou tkani a plsobenim

cytokind, které jsou tvofeny myelomovymi buiikami.

d) Myelomova nefropatie vedouci az krendlni insuficienci je zplisobena
pfedev§im monoklonalnimi lehkymi fetézci. FLC jsou vstfebavany v tubulech
ledvin, které mohou byt funkéné poskozeny v pfipadé nadmérného mnozstvi

lehkych fetézci.

e) Hyperviskozita je typickym projevem hlavné u IgM MG, ale mize
se vyskytovat i u IgG a IgA MG (Czech Myeloma Group 2023).

Nezbytnosti pro stanoveni diagnézy MM je priikaz pfitomnosti klonalni populace
plasmatickych bun¢k v kostni dfeni. Dals§i nutnd vySetieni zahrnuji prikaz
monoklonalniho imunoglobulinu IgG nebo IgA elektroforeticky s néslednou
imunofixaci, prikaz typickych osteolytickych lozisek pomoci RTG (pfipadn¢ MR).
Tyto a dal§i metody laboratorni diagnostiky MM jsou probrany v kapitole 2.3 (Czech
Myeloma Group 2023, Doubek 2020).

Dal8im uskalim pii ur¢ovani onemocnéni MM je jeho odliSeni od nemaligni MG —
MGUS, a také od variantni formy — doutnajiciho myelomu. Obé& tyto varianty jsou
asymptomatické a mohou piejit do symptomatického MM, rozliSeni téchto typu je
z hlediska zahgjeni 1écby dilezité. K odliseni téchto diagn6z bylo vydano doporuceni
International Myeloma Working Group (IMWQG), které pracuje s vysledky urcitych
diagnostickych metod (uvedeno v kap. 2.5., tabulka 14). Dalsi kritéria k ur¢eni MM
poukazuji na poskozeni tkani ¢i organli myelomem, jedna se o tzv. CRAB symptomy

(tabulka 14). Nazev odpovida dysfunkci ¢i destrukci tkang:
C (calcium) — hladina vapniku zvySend nad 2,8 mmol/l,
R (renal) — rendlni insuficience s kreatininem nad 177 mmol/l,
A (anemia) — anemie s hemoglobinem pod 100 g/1,

B (bone) — osteolytické kostni destrukce (Czech Myeloma Group 2023, Doubek
2020, Maisnar 2018).

Zahajeni 1écby MM by mélo nasledovat v piipadé€ splnéni kritérii symptomatického
MM (ptedevsim CRAB symptomy) nebo u vysoce rizikovych asymptomatickych

stadii. Za vc€asného stanoveni diagnoézy, ptiznivych prognostickych podminek,
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intenzivni vstupni 1 udrZzovaci 1€cby muaze byt MM vylécitelny. Naproti tomu relaps
¢i progres MM vylécitelny neni, zajiStuje pouze lepsi prognézu, preziti je asi 10 let
od stanoveni diagnézy. Lécba MM se dale vyviji. Uvadi se, Ze zafazeni
vysokodavkové chemoterapie v kombinaci s autologni transplantaci prodlouzilo

pacientiim Zivot pfiblizné o 20 mésicti (Doubek 2020, Stork 2017).

2.2.2. Waldenstromova makroglobulinemie

Waldenstromova makroglobulinemie (morbus Waldenstrom — MW) je typ MG
charakteristicky pfitomnosti lymfoplasmocytarntho lymfomu v kostni dfeni
a monoklonalniho imunoglobulinu typu IgM. Casto vznikd z MGUS typu IgM,
rizikovym faktorem tohoto pfrechodu je abnormalni pocet FLC a koncentrace
paraproteinu typu IgM vyssi nez 15 g/l. Jednd se o vzacnéj$i chorobu nez MM,
incidence MW se uvadi 0,34/100 000 muzi a 0,17/100 000 zen. Median pieziti MW
je 5-10 let. Klinické pfiznaky MW mohou byt riiznorodé¢ a souvisi s riiznymi faktory

nemoci:

a) Infiltrace kostni diené vedouci k potlaceni normalni krvetvorby — anemie,

trombocytopenie, neutropenie.

b) Extramedularni proliferace, kterda muize zplsobit lymfadenopatii,

organomegalii (pfedevSim splenomegalii).

¢) Pfitomnost M-proteinu vyvolavajici hyperviskozitu, kryoglobulinemii
nebo periferni neuropatii. Hyperviskozita se projevuje bolesti hlavy, zhorSenim

zraku nebo zmatenosti.

d) Pritomnost nadoru projevujici se B-symptomy (febrilie a subfebrilie, no¢ni

poceni, Ubytek hmotnosti), koZznimi a krvacivymi projevy.

Dile se mize MW projevovat Unavou, gastrointestindlnimi problémy
¢1 osteolytickymi lozZisky skeletu, ktera jsou ale spiSe vyjimecna (Adam 2022, Doubek

2020, Kas¢ak 2019).

Témét v kazdém piipadu MW je postizena kostni dfen, proto je nutnosti
pfi stanovovani diagnozy vysetieni kostni diené. Typicka je pfitomnost B-lymfocyti

se znaky CD19, CD20, CD22, CD25, CD27. Dulezité jsou téz znaky, které v ramci
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MW exprimovany nejsou — CD5, CD10, CDI11¢, CD23 a CD103. Dalsim dilezitym
diagnostickym kritériem je prikkaz monoklondlniho imunoglobulinu IgM v séru.
Diagnostika MW mitize byt dale upfesnéna molekularné genetickym vySetfenim
(mutace v genech MYD8S8, CXCR4). Podplirnymi vySetfenimi souvisejicimi s MW
jsou také prukaz anemie, kryoglobulinemie, hyperviskozity a dalSich. Zminéné

diagnostické metody jsou probrany v kapitole 2.4 (Kas¢ak 2019).

Soucasna lécba MW dosahuje dlouhotrvajici 1écebné odpovédi, po jejimz
dosazeni dochazi ve vétsing piipadu k recidivé onemocnéni vyzadujici dalsi terapii.
Z tohoto divodu se doporucuje asymptomatické onemocnéni typu MW pouze

pozorovat a zahdjit 1écbu az pti splnéni urcitych kritérii:

nocni poceni, ubytek hmotnosti (> 10 %/ 6 mésicli), opakované teploty, inava,

hyperviskozita, kryoglobulinemie, periferni neuropatie,

- symptomaticka hepato/splenomegalie,

- symptomatickd organomegalie ¢i infiltrace tkani/ orgdnd,

- lymfadenopatie,

- koncentrace hemoglobinu pod 100 g/l nebo pocet trombocyti pod 100 x 10°/1.

Naopak jakakoliv koncentrace M-proteinu IgM neni indikaci k zahajeni 1é¢by (KaScak

2019).

2.3. Laboratorni diagnostika monoklonalnich
gamapatii
V¢asna diagnostika MG je dilezitd zejména u malignich forem MG, kdy umoziiuje
v€asné zahdjeni potiebné terapie. Rozvoj 1é€ebnych postupit umoZiiuje zlepsit prognoézu
a kvalitu Zivota pacienta s timto typem onemocnéni. Podezieni na MG mize vzbuzovat
ubytek hmotnosti pacienta, bolesti kosti nereagujici na analgetickou 1é¢bu, anemie,

hyperkalcemie, proteinurie a dalsi (S¢udla 2017).

MG jsou charakterizovany pfitomnosti paraproteinu, proto mezi metody stanoveni
MG patii pfedevSim elektroforéza s ndslednou imunofixaci, které prokazou pfitomnost
tohoto paraproteinu vcéetné jeho kvantifikace. Jak jiz bylo feceno, u pacientli s timto

onemocnénim mohou byt pfitomny pouze FLC (vzacné tézké fetézce), které stanovujeme
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imunoturbidimetrickou ¢i imunonefelometrickou metodou. Tyto specifické metody jsou
doprovazeny metodami zdkladnimi — stanoveni celkové bilkoviny v séru a moci,
sedimentace erytrocytl, stanoveni hemoglobinu, albuminu, kalcia atd. (KuSnierova

2022).
Doporuceny postup pii podezieni na MM, ¢i jinou MG, zahrnuje nasledujici kroky:
1. Laboratorni vySetfeni pii podezieni na MM (provadi prakticky 1ékar):

a. VySetfeni krevniho obrazu, sedimentace erytrocytll. Stanoveni viskozity

séra.

b. Biochemické vysetieni séra: glukdza, urea, kreatinin, kyselina mocova,
minerdly (Na, K, Cl, Ca, P), bilirubin, celkova bilkovina, proteinurie,

elektroforéza séra i moci.
2. Laboratorni vySetfeni pro potvrzeni diagnézy MM:

a. Imunofixace séra a moci, stanoveni jednotlivych tfid imunoglobulini,

stanoveni FLC a poméru k/A.

b. Laktatdehydrogenasa (LDH), C-reaktivni protein (CRP) zjistujici

poskozeni tkani a organi myelomem.
c. P2-mikroglobulin pro vySetfeni myelomové masy a prognozy.
3. VysSetfeni kostni dien¢.

4. Vysetteni kostniho postizeni (RTG, MR) (Maisnar 2023, Vavrova 2020).

2.4. Prehled jednotlivych laboratornich metod
vyuzivanych v diagnostice MG
Ke stanoveni diagnézy MG se vyuziva predevSim elektroforéza a imunofixace, tedy
metody urcujici kvalitativni 1 kvantitativni pfitomnost paraproteinu. Stanoveni diagnozy,
stadia ¢i typu se vSak opira také o dal$i parametry.
2.4.1. Stanoveni vybranych hematologickych parametri

Diagnostika MG spadé nejen do odvétvi klinické biochemie, ale je tfeba vySetfit

1 parametry klinické hematologie (napf. nejzékladnéjsi vySetfeni — krevni obraz).
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2.4.1.1. Krevni obraz

Stanoveni krevniho obrazu (KO) patii mezi bézna a zakladni vySetieni slouzici
k diagnostice a sledovani terapie fady onemocnéni. KO zahrnuje deset az dvanact
¢iselnych vysledkil tvoricich komplexni soubor charakterizujici bunééné elementy
periferni krve. Tyto hodnoty jsou zméfené a vypoctené analyzitorem, tzce spolu
navzajem souvisi. Ke KO lze vysetfit i diferencialni rozpocet leukocytt (pfistrojovy,
mikroskopicky), ktery vypovida o zastoupeni jednotlivych typt leukocytl. Dale lze
také stanovit pocet retikulocytt v periferni krvi (Pulcer 2022). Jednotlivé parametry

KO a referen¢ni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Parametry vysSetieni krevniho obrazu s referencnimi hodnotami
(Kusnierova 2022, Pulcer 2022)

Parametr KO Zkratka Referenc¢ni hodnota
. Zeny 120-160 g/l
Hemoglobin HBG Muzi 135-175 g/l
5 — 2
Erytrocyty (Red Blood Cells) RBC 1%/161?2}; z’g_ ??g )X( 18122
. Zeny 0,35-0,47
Hematokrit HTC Muzi 0.40-0.50
Stfedni objem erytrocytu N
(Mean Corpuscular Volume) MCV 82-98 1l
Distribucni Sife erytrocyta RDW CV 10-15,2 %
(Red cell Distribution Width) SD 37-54 1
Stfedni mnozstvi hemoglobinu v
erytrocytu MCH 28-34 pg
(Mean Corpuscular Hemoglobin)
Stfedni koncentrace hemoglobinu
v erytrocytech .
(Mean Corpuscular Hemoglobin MCHC 320-360 g/l
Concentration)
Leukocyty (White Blood Cells) WBC 4,0-10,0x 10%/1
Trombocyty PLT 150-400x 10%/1
Desti¢kovy hematokrit —
trombokrit PCT 1,2-3,5 ml/l
(Plateletcrit)
Stiedni objem krevni desticky
(Mean Platelet Volume) MPV 7,8-12,81
Distribu¢ni Sife trombocyta PDW CVI9-17%
(Plateletes Distribution Width) SD 12-18 fl

Z hlediska stanoveni diagnozy MG se zKO zaméfujeme predevsim

na koncentract HBG. MM 1 MW jsou provazeny anemii s koncentraci
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HGB <100 g/l. Dale mohou byt provazeny trombocytopenii, neutropenii
&i penizkovaténim erytrocytd. (S¢udla 2017, Vavrova 2020).

2.4.1.2.VySetieni kostni direné

Vysetieni kostni dfené¢ (KD) je soucésti diagnostického postupu u pacientii
s hematologickym/hematoonkologickym onemocnénim, tedy i u diagnéozy MG.
Jedna se o invazivni metodu, proto je vySetieni indikovéano az po zhodnoceni
vysledkt ostatnich vySetteni. Pro cytologické zhodnoceni KD odebirame tzv. aspirat.
Aspirat se odebira specialni punkéni jehlou z hrudni kosti, pfipadné z lopaty kosti
kycelni (trepanobiopsie). Z odebrané KD se zhotovi natér, ktery se nasledné obarvi
a mikroskopicky zhodnoti. Zhodnocenim KD je ziskdn tzv. myelogram. V ramci
diagnostiky MG pozorujeme predevsim vyskyt monoklondlnich plasmocyti v KD,
které se tam fyziologicky nenachdzi. Procentualni pocet plasmocyti v KD je soucasti

kritérii rozli$ujicich typy MG (Maisnar 2018, Pulcer 2022, S¢udla 2017, Zima 2013).

2.4.1.3.Sedimentace erytrocyta

Vysetfeni sedimentace erytrocyti (FW) patii mezi zdkladni laboratorni testy
vypovidajici o probihajicim patologickém procesu. Z diivodu nedostatecné specifity
je vySetfeni FW nahrazovano stanovenim CRP, diky némuz Ize urcit probihajici
virovy nebo bakteridlni zdnét. CRP vSak nenahradi diagnostiku monoklonélnich

gamapatii, protoZe u téchto onemocnéni je dileZzita rychlost sedimentace erytrocytu.

Metoda je zalozena na sledovani rychlosti sedimentace erytrocytd, kterd je
u zdravého ¢loveéka pomald a stal (viz tabulka 3). Ke zrychleni sedimentace dochézi
vlivem tvorby shlukli erytrocytd zpisobené patologickym stavem —
napft. hyperfibrinogenemii, zvySenou koncentraci reaktantd akutni faze, zmnozenim
imunoglobulinu, nadorovym onemocnénim a hemoblastézou. ZvySena sedimentace
muze byt také v té¢hotenstvi. Naopak sniZeni sedimentace pozorujeme ve spojeni
s hepatitidou, uzavérem ZluCovych cest kamenem, polycytemii a polyglobulii

(Kus$nierova 2022).

Tabulka 3 Referencni hodnoty sedimentace erytrocyt( (Prokopcovad 2023)

Muzi Zeny
2-5mm/ 1 hod 3-8 mm/ 1 hod
6—10 mm/ 2 hod 9-15 mm/ 2 hod
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Ptitomnost monoklonalniho imunoglobulinu u MG zptsobuje velmi vysokou FW

(Vavrova 2020).

2.4.2. Stanoveni vybranych biochemickych parametru

Nasledujici probrané metody vyuzivané k diagnostice MG spadaji do odvétvi

klinické biochemie.

2.4.2.1. Mineraly — sodik, draslik, chloridy, vapnik

Stanoveni minerali (iont) fadime mezi zakladni biochemicka vySetfeni krve
pacienta, tzv. biochemicky screening. Stanovenim sodiku, drasliku, chlorida
adalSich iontG (vapnik, fosfor, hoic¢ik, Zzelezo) ziskdme tzv. iontogram

(mineralogram) (Kovafova 2019).

Koncentrace iontl se liS§i v intraceluldrni (uvniti buncék) a extracelularni
(mezi bunkami — krev, mozkomisni mok) tekutin€, coz zajiSt'uje spravnou ¢innost
bunck, srdce, nervosvalové drazdivosti atd. VySetieni vypovida o mnohém, proto je

1 nezbytnou soucasti diagnostiky MG.

Sodik (Natrium, Na*) na sebe vaze nejvice vody a jedna se o hlavni extracelularni
kation. SniZena natremie miZe byt zpiisobena zvySenou sekreci antidiuretického
hormonu, srde¢nim selhavanim, hypoproteinemii, pfeddvkovanim diuretiky. Naproti
tomu ke zvySeni jeho koncentrace dochazi vlivem nedostate¢ného piijmu vody,
zvySenych ztrat vody nebo pfi jeho vysokém piijmu ve formé kuchynské soli

(Kusnierova 2022, Racek 2019).

Draslik (Kalium, K*) najdeme pievazn¢ uvniti bunék, je hlavnim intracelularnim
kationtem. SniZzena kalemie nastdvd pifi pfesunu smérem do bunék —
napf. pii alkaloze, dale pii zvySené ztrat¢ ledvinami nebo infuzi gluk6zy s inzulinem.
Naopak pticinou zvySené koncentrace je pfesun smeérem z bun¢k — napf. pti acidoze,
katabolismu nebo hemolyze a pfi renalnim selhani (ledviny nedokazi K* vylougit)

(Kusnierova 2022, Racek 2019).

Chloridy (CT) jako hlavni extracelularni anion se podili na udrzeni osmotického
tlaku spole¢né s Na". Hypochloridemie souvisi se ztratami Cl” zaZzivacim traktem

(zvraceni, odsavani kyselé stavy zaludku) nebo moci (predavkovani diuretiky),
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pfipadné respiracni insuficienci. Hyperchloridemie nastdva vlivem snizeného
vylucovani CI" moci (selhdni ledvin) nebo travicim traktem (prijmy), dale

pfi respiracni alkaloze (KuSnierova 2022, Racek 2019).

Stanoveni zminénych minerdll je zaloZzeno na principu zmény potencidlu vlivem
koncentrace iontll s vyuzitim iontové selektivni elektrody. Referenéni hodnoty

jednotlivych iontli jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Referencni hodnoty minerdli v séru (Kusnierova 2022, Racek 2019)

Analyt Referenc¢ni hodnoty (mmol/l)
Na* 137-145
K* 3,64,8
Ccr 98-109

Vapnik (Calcium, Ca) se v téle nachazi pfedev§im v kostni tkani, zbytek je
obsazen v extracelularni tekuting, v buitkdch je jeho koncentrace zanedbatelna.
V krevni plasmé je vapnik v nékolika formach (vazany na bilkoviny, ve formé
komplexnich slou¢enin a ionizovany vapnik Ca®"), z nichz pouze ionizovana forma
je biologicky aktivni. Hypokalcemie ma nékolik pficin — nedostatek Ca v potrave,
porucha vstifebavani, snizena produkce parathormonu ¢i nedostatek vitaminu D (¥idi
metabolismus Ca). Naopak hyperkalcemie nastava vlivem piesunu Ca z kostni tkané
do krve (imobilizace pacienta, nadmérné tvorba parathormonu). Pfi¢inou zvySeni Ca
v krvi miize byt i probihajici mnohocetny myelom v diisledku tvorby kostnich 1ézi.
Proto mezi kritéria urceni diagnézy MM patii stanoveni Ca (soucasti tzv. CRAB
symptomil), jehoz koncentrace v séru je u pacientd vyS$i nez 2,75 mmol/l
(ptip. 0 > 0,25 mmol/l nad horni fyziologickou mezi) (Kusnierova 2022, Racek 2019,
S¢udla 2017).

Nejvyuzivanéj§i metodou stanoveni celkového vapniku je atomova absorpcni
spektrofotometrie a ionizovaného vapniku iontové selektivni elektroda. Referencni

hodnoty pfisluSnych forem Ca jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Referencni hodnoty Ca v séru (Kusnierovd 2022, Racek 2019).

Analyt Referenc¢ni hodnoty (mmol/l)
Ca (celkovy) 2,20-2,60
Ca?" (ionizovany) 1,15-1,30

19



2.4.2.2.Urea, kreatinin, kyselina mocova

Hodnoty wurey, kreatininu a kyseliny mocové jsou soucasti zdkladniho
biochemického panelu vySetieni pacienta, svéd¢i predevsim o funkci ledvin, jedna
se o tzv. ledvinovy komplex. Indikaci ke stanoveni mtize byt nefropatie, choroby
a insuficience ledvin, u kyseliny mocové také dna (metabolické onemocnéni). Tyto

analyty fadime mezi nebilkovinné dusikaté latky (Kovarova 2019, Racek 2019).

Urea (mocovina) vznika v jatrech v mocovinovém cyklu jako konecny produkt
detoxikace dusiku pochazejiciho z aminokyselin, z organismu se vylucuje moci
(90 %), travicim traktem (GIT) a kuzi. Koncentrace urey stoupa vlivem zvySeni
katabolismu proteini — dlouhotrvajici hladovéni, infekce, sepse, rozsahlé
pohmozdéniny, nadorova onemocnéni, resorpce hematomil ¢i krvaceni do GIT
(bez vzestupu kreatininu). Déle se hladina zvysuje pfi nedostatecném vyluovani
moc¢i — selhani ledvin. Naopak pokles koncentrace urey zptisobi jeji nedostatecna
tvorba (napf. pfi selhani jater) ¢i zvySeni jejitho vyluCovani (napf. zvySeni
glomerularni filtrace b&hem gravidity). Stanoveni UV detekci ¢i enzymovou
elektrodou umoziuje posoudit dusikovou bilanci organismu (Ku$nierova 2022,

Racek 2019).

Kreatinin vznika jako produkt odbouravéani svalového kreatinu a kreatinfosfatu
aje vylucovan do moci glomeruldrni filtraci. Pro tuto skuteCnost je vySetfenim
tzv. clearance kreatininu posuzovédna funkce glomerularni filtrace ledvin. Toto
vySetfeni je vSak ovlivnéno fadou faktori (mnozstvi svalové hmoty, v€k), proto se
k posouzeni funkce glomeruldrni filtrace stanovuje také koncentrace cystatinu C
v krvi. Dale se doporucuje u tohoto funkéniho testu vyuzit rovnici CKD-EPI
pocitajici pouze s hodnotami cystatinu C v séru nebo v kombinaci s koncentraci
kreatininu v séru (nejptesnéjsi odhad funkce glomerularni filtrace). Kreatinin lze
stanovit dvéma metodami (Jaffého a enzymovou), z nichz se dnes ptiklanime spiSe
k enzymové metod¢ pro jeji vétsi specificnost. Ke zvyseni hladiny kreatininu dochazi
pii selhani ledvin. Masita strava a télesnd ndmaha dokazou hladinu zvysit nepatrné.
Snizeni koncentrace nastava pii atrofii svali u dlouhodobé imobilizovanych

pacientd.
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Stanoveni koncentrace kreatininu a jeho clearance slouzi dale k posouzeni
poskozeni organti nebo tkani myelomem (CRAB symptomy), u pacienti s MM
dochazi k rendlni insuficienci (clearance kreatininu < 40 ml/min; koncentrace

kreatininu v séru > 177 umol/l) (KuSnierova 2022, Racek 2019, Doubek 2020).

Kyselina mocova je konecny metabolit purinovych bazi nukleovych kyselin,
vznikd v jatrech a tenkém stfevé. Vylucovani kyseliny mocové zajistuji predevsim
ledviny, déale také stieva. ZvySeni hladiny kyseliny mocové ovliviiuje strava
(nadmérny pfijem purint), renadlni insuficience, enzymova porucha (vzacnéji)
a protinadorova 1é€ba B-bunéfnych neoplazii u onkologickych pacientl
(tzv. syndrom nadorového rozpadu). S hyperurikemii je spjaté metabolické
onemocnéni dna charakteristickd atakami artritidy. Hypourikemie je obvykle
asymptomatickd, miize byt zptisobena léky, snizenou resorpci v distdlnim tubulu,
enzymovou poruchou, pfipadné¢ vlivem nékterych onemocnéni (malignity,
popéleniny, diabetes mellitus). Stanoveni je zaloZeno na principu spektrofotometrie

(Kusnierova 2022, Racek 2019).
Fyziologické hodnoty vsech tii analytl jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Referencni hodnoty analyti — urea, kreatinin, kyselina mocovd v séru

(Prokopcovd 2023)
Referencni hodnoty v séru
Analyt Muzi Zeny
Urea 2,8-8,0 mmol/l 2,0-6,7 mmol/l
Kreatinin 64-104 pmol/l (18—64 let) | 49-90 umol/l (18—64 let)
Kyselina mo¢ova 230-480 pmol/l 155-350 umol/l

2.4.2.3. Celkova bilkovina

Krevni plasma obsahuje rizné druhy bilkovin liSicich se koncentraci, velikosti
molekuly a funkci, z nichZ vétSina je produkovana hepatocyty. Plasmatické bilkoviny
se podili na udrZeni tekutiny v krevnim fecisti, transportu riiznych latek (1éky,
vitaminy, minerdly, hormony), udrZzeni pH krve, obran¢ proti infekcim,
hemokoagulaci, fibrinolyze aj. Indikace ke stanoveni celkové bilkoviny mize byt
u poruch vyzivy a imunity, dale pfi podezieni na mnohocetny myelom. Celkova
bilkovina se fadi mezi zdkladni vySetieni MG, a také pii pozitivnim ndlezu umoziuje

kvantifikovat nalezeny paraprotein. Diagnostika je zaloZena na principu
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spektrofotometrie s vyuzitim biuretového ¢inidla. Snizenou koncentraci proteinu
v plasmé zplisobi pfevodnéni pacienta, velké ztraty moci nebo podvyziva. Naopak
hyperproteinemie doprovazi dehydrataci, mnohocetny myelom ¢i jiny druh MG.
Fyziologickd koncentrace celkové bilkoviny v séru je 65-85 g/l. Na stanoveni
celkové bilkoviny v plasmé navazuje v diagnostice MG elektroforéza bilkovin

(Maisnar 2018, Kovarova 2019 Prokopcova 2023, Racek 2019).

2.4.2.4. Albumin

Albumin patii mezi sérové bilkoviny, z nichZ tvoii vice nez 50 %. Jako vétSinu
bilkovin plasmy ho syntetizuji hepatocyty. Mezi funkce albuminu fadime udrzeni
vody v krevnim fecisti (onkoticky tlak plasmy), transport latek (nekonjugovany
bilirubin, neesterifikované mastné kyseliny, hormony $titné zlazy, Ca, Mg, Zn, 1éky),
udrzeni acidobazické rovnovahy a ochrana proti volnym radikalim. Stanoveni
albuminu se provadi z divodu sledovani syntetické Cinnosti jater, dale ke zjisténi
velikosti myelomové masy ve spojitosti s MM ¢i ve spojitosti s chronickym
onemocnénim ledvin. Princip spektrofotometrického stanoveni koncentrace
albuminu je zalozen na tvorbé barevného komplexu albuminu s bromkresolovym
purpurem ¢i  bromkresolovou zeleni. Dal$i moZznosti je turbidimetrie.
Hypoalbuminemie nastava vlivem sniZzené syntézy (hepatopatie, proteinova
malnutrice, alkoholova cirh6za jater), zvySeného katabolismu (akutni zanéty, nadory,
akutni stavy, nefroticky syndrom), hyperhydratace pacienta, téhotenstvi
(fyziologicky) a 1éEby kortikosteroidy. ZvySend koncentrace albuminu nastava
pfi hemokoncentraci vlivem terapie diuretiky nebo dehydratace. Fyziologicka
koncentrace albuminu v séru je 35-53 g/l. Pti elektroforéze sérovych bilkovin je
albumin prvni a nejvétSi frakci nalezenou v elektroforeogramu. Pro tvorbu
monoklonédlniho imunoglobulinu pfi MG miiZze byt koncentrace albuminu sniZena,
coz je patrné v elektroforeogramu (KusSnierovéa 2022, Prokopcova 2023, Racek 2019,

Racek 2021, Vavrova 2020, Zima 2013).

2.4.2.5. Imunoglobuliny
Imunoglobuliny (Ig) reaguji v téle s antigenem jako protilatky, jsou tedy soucasti
obrany organismu a tvoii je buiiky lymforetikularniho systému. Strukturné se jedna
o glykoproteiny, jsou tvofeny dvéma tézkymi fetézci (heavy, H) a dvéma lehkymi

retézci (light, L) vzajemné spojenymi disulfidickymi mistky. Lehké fetézce jsou

22



dvojiho typu — k, A. Tézké fetézce fadime do péti typa — vy, a, W, 9, €, dle kterych
délime imunoglobuliny do péti tfid — IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Déle mazeme rozd¢lit
molekulu Ig na dva mensi fragmenty Fab a jeden vétsi fragment Fc, timto zpiisobem
S$tépi molekulu enzym papain. Na Fab fragmentu se nachazi variabilni konec Ig, ktery
je proménny dle konkrétniho antigenu. Konstantni konec spole¢ny pro vSechny
protilatky se nachazi na Fc fragmentu (Racek 2019). Struktura molekuly

imunoglobulinti je zndzornéna na obrazku 1.

vazba anngenu

\ <« lehky fetézec
«—— téiky fetézec

variabilni oblast

konstantni oblast

Obrdzek 1 Struktura imunoglobulinu (Racek 2019)

Koncentrace Ig je ovlivnéna vékem. Nizsi koncentraci Ig nalezneme fyziologicky
u novorozencl a kojenct. Patologicky dochézi ke sniZeni pfi dédi¢nych poruchéach
syntézy, ziskanych poruchach syntézy (nadory lymfatickych tkani, mnohocetny
myelom) nebo nadmérnych ztratdch (nefroticky syndrom). Nadmérna tvorba Ig

zpusobi u MG polyklonalni ¢i monoklonalni hyperimunoglobulinemii.

Laboratorni diagnostika je zaloZena na reakci antigen—protilatka, jedna se tedy
o imunochemické metody nejcastéji imunoprecipitatni (imunoturbidimetrie,
imunonefelometrie). Pro stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu se vSak
vyuzivaji elektroforetické metody, protoze tyto Ig maji pouze n¢které z determinant,
dochdzi k rychlé tvorbé precipitatu a vysledky imunochemického stanoveni mohou

byt faleSné vyssi.

Imunoglobulin G (IgG) je v plasmé zastoupen v nejvyssi koncentraci ze vSech
Ig. Jednd se o monomer prochéazejici fetoplacentarni bariérou, a proto ma
novorozenec vyss$i hladinu tohoto imunoglobulinu, kterd postupné klesa. IgG vznika

jako odpovéd’ na rozpustné antigeny (napi. toxiny, produkty rozkladu bakterii).
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Fyziologické koncentrace IgG v zavislosti na véku a pohlavi jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7 Referencni hodnoty IgG v séru (Prokopcovad 2023)

V¢ék (m, mésic; r, rok) Koncentrace — muzi (g/1) Koncentrace — Zeny (g/1)
0—1m 3,97 -17,65 3,91-17,37
Im-1r 2,05-9,48 2,03 -9,34

1-2r 4,75 -12,10 4,83 -12,26
2-80r 5,40 — 18,22 5,52-16,31

Imunoglobulin A (IgA) nalezneme v plasm¢ ve formé monomeru a na povrchu

sliznic (GIT, dychacich cest) ve form& dimerli, proto neprochédzi fetoplacentarni
bariérou. Chrani sliznice pfed bakterialni infekci. Fyziologické koncentrace IgA

v zavislosti na véku a pohlavi jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 Referencni hodnoty IgA v séru (Prokopcova 2023)

Vék (m, mésic; 1, rok) Koncentrace — muzi (g/1) Koncentrace — zeny (g/1)
0-3m 0,05-0,34 0,05-0,34
3m-1r 0,08-0,91 0,08 —0,91
1-12r 0,21 -291 0,21 —2,82
12-60r 0,63 —4,84 0,65 —4,21
>60r 1,01 — 6,45 0,69 - 5,17

Imunoglobulin M (IgM) vznikd ¢asné jako reakce na bakteridlni ¢i virovou

infekei, pozd€ji je nahrazovan syntézou IgG. V plasmé se vyskytuje ve formé

pentameru,

neprochazi

fetoplacentéarni

bariérou,

ale v plodu se tvori

jiz pted porodem. Fyziologické koncentrace IgM v zavislosti na véku a pohlavi jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Referencni hodnoty IgM v séru (Prokopcovd 2023)

Vék (m, mésic; r, rok) Koncentrace — muzi (g/1) Koncentrace — zeny (g/1)
0-3m 0,06 - 0,21 0,06 — 0,21
3m—1r 0,17-1,43 0,17 -1,50
I-12r 0,41-1,83 0,47 -2,40
>12r 0,22 -2,40 0,33 -2,93
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Imunoglobulin D (IgD) ma nizkou hladinu v krvi, slouzi jako receptorova
molekula na povrchu B-lymfocytti. Dalsi funkce tohoto typu Ig jsou doposud

neznamé.

Imunoglobulin E (IgE) reaguje s alergeny a vyvola tim uvolnéni histaminu
a jinych mediatord alergické reakce z mastocytl. Indikace k jeho stanoveni je
pii podezieni na atopii, pfipadné parazitarni infekci. Fyziologické koncentrace IgE
v zavislosti na véku a pohlavi jsou uvedeny v tabulce 10 (Kusnierova 2022, Racek

2019, Racek 2021, Zima 2013).

Tabulka 10 Referencni hodnoty IgE v séru (Prokopcovd 2023)

VéEk (m, mésic; 1, rok) Koncentrace (kU/1)
0-12m <15,7
1-5r <60,0
5-10r <90,0
10-15r <200,0
>15r <100,0

2.4.2.6. Volné lehké retézce imunoglobulint
Stanoveni volnych lehkych fetézct (FLC) se fadi jiz mezi specidlni vySetieni
bilkovin slouzici pro laboratorni diagnostiku MG. B-lymfocyty produkuji
polyklonalni lehké fetézce jako soucdst imunoglobulinové molekuly, ale také jako
volné lehké fetézce, které se dostadvaji do obchu (asi 500 mg). V krevnim obéhu
rozliSujeme dva typy FLC — k (nejCastéji jako monomer) a A (nej€astéji jako dimer).
FLC jsou nasledné¢ vylucovany v glomerulech a vstfebavany v proximalnich

tubulech, do moci se dostane 1-10 mg FLC, které jsou denné vylouceny z téla.

V klinické praxi se stanovuje jednak koncentrace obou typtit FLC zvlast’ a dalSim
dilezitym parametrem je jejich pomér (FLC ratio, FLC index). Nadmérna
koncentrace polyklondlnich FLC je spojovana s autoimunitnimi onemocnénimi.
U malignich proliferaci plasmatickych bunék (véetné MG) a nemoci z lehkych
fetézcl dochazi ke zvySeni koncentrace monoklondlnich FLC i jejich poméru

(Kusnierova 2022, Véavrova 2020).

Diagnostika FLC v séru i moci je zalozena na principu imunoturbidimetrie

nebo imunonefelometrie. Diky protildtkdim namifenym proti epitopiim, které jsou
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pristupné jediné bez vazby na tézky fetézec, lze detekovat pouze lehké tetézce
vyskytujici se volné. FLC index se vypocita jako pomér FLC k ku FLC A. Referen¢ni
hodnoty jednotlivych stanoveni jsou uvedeny v tabulce 11. Ke spravnému
zhodnoceni ziskanych vysledkt je nutné kvantitativné stanovit imunoglobuliny IgA,

IgG a IgM (Kus$nierova 2022, Vavrova 2020).

Tabulka 11 Referencni hodnoty FLC (Prokopcovd 2023)

FLC kappa FLC lambda
Pomér k/A
(mg/1) (mg/1)
Sérum 3,30-19,40 5,71-26,30 0,26-1,65
Mo¢ 1,35-24,19 0,24-6,66 2,04-10,37

2.4.2.7. B2—mikroglobulin

Nizkomolekularni protein P—mikroglobulin (B2M) se nachazi na vétSiné
jadernych bunék jako soucast hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA) —
molekuly 1. tfidy. Fyziologicky je jeho hladina v séru i mo¢i, ptipadné i jinych télnich
tekutinach nizkd vlivem metabolismu HLA. Jeho koncentrace odrazi proliferaci
myeloidnich a lymfoidnich bun¢k, dale zavisi na funkci ledvin a slouzi jako
prognosticky faktor u pacientti s mnohocetnym myelomem. V souvislosti s funkci
ledvin je pozorovana zvySena koncentrace B2M v séru souvisejici se sniZzenou
glomerularni filtraci, naopak sniZend koncentrace B2M v séru upozoriiuje
na tubulérni poSkozeni. Od stanoveni B2M v mo¢i se upustilo pro jeho nestalost
vpH nizS§im nez 5,5 a v souCasné dobé je nahrazovano stanovenim

ai—mikroglobulinu. Koncentraci B2M stanovujeme pomoci imunoturbidimetrie

¢i imunonefelometrie. Fyziologické hodnoty v séru i moci jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 Referencni hodnoty B2M (Prokopcovd 2023)

Sérum (mg/1)
0,97-2,64

Mo¢ (mg/l)
<0,32

B2M ftadime spole¢né s albuminem do mezindrodniho prognostického indexu
pro MM, ktery rozdéluje MM do tfi klinickych stadii (Kusnierova 2022, Vavrova
2020).
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2.4.2.8.Laktatdehydrogenasa

Laktatdehydrogenasa (LDH) je enzym katalyzujici pfeménu pyruvatu na laktat
v ramci anaerobni glykolyzy, pii niz se z NADH+H" staiva NAD". Stanoveni aktivity
LDH je zaloZeno na této reakci, konkrétné se spektrofotometricky stanovuje pfeména
NADH+H' na NAD". Tento enzym je ptitomny ve vSech tkanich, nejvétsi aktivitu
ma v jatrech, svalech a erytrocytech. Fyziologické hodnoty aktivity LDH v séru
dospélého Cloveka se pohybuji v rozmezi 1,75-3,42 ukat/l. ZvySenou aktivitu mize
zpusobit intravaskuldrni hemolyza, infarkt myokardu, svalova onemocnéni,
nadorova onemocnéni aj. Aktivita LDH je také pozorovana u pacienti s MM,
poukazuje na poskozeni tkéni a jeji zvySeni znamend nepfiznivou prognodzu

pro pacienta (Kusnierova 2022, Prokopcova 2023, Racek 2019, Zima 2013).

2.4.3. Elektroforetické metody

Elektroforetické metody vyuzivaji rozdilné pohyblivosti castic latky vlivem
elektrického pole. Pohyblivost ¢astic zavisi na velikosti ndboje, velikosti molekuly
(u zénové elektroforézy), ale také vlastnostech prostiedi, ve kterém déleni probiha.
V ramci klinické biochemie se elektroforéza vyuziva k déleni proteint krevniho séra,
kdy dochazi k rozdé€leni na 5—6 frakci — albumin a globuliny a1, a, B (Casto Bi, B2) ay.
V klinické praxi se vyuZivaji pfedevSim dva typy elektroforézy, a to zdénova
elektroforéza s gelovym nosiCem (agarézovy, acetatcelulozovy) nebo kapilarni
elektroforéza vyuZivajici jako nosi¢ tenkou sklenénou kapildru. Vystupem zoénové
elektroforézy je tzv. elektroforeogram, ktery je dale obarven a hodnocen pomoci
denzitometru (viz obrazek 2) (Kusnierova 2022, Racek 2019, Racek 2021, Zima
2013).
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3 denzitometricky
zaznam

gel obarveny g
amidocerni &

Obrdzek 2 Vystup elektroforézy sérovych bilkovin rozdélen na 5 frakci (albumin, ai, az,
8 ay globuliny) (Racek 2019)

Vlivem patologického stavu pacienta muze byt podil frakci pozménén. Zménu
podilu lze ptifadit uréitym chorobnym staviim, rozliSujeme tedy tzv. elektroforetické

typy (Racek 2021).

2.4.3.1.Typ akutniho zanétu

V piipadé probihajiciho akutniho zanétu je koncentrace proteinli v krvi v normé,
ale je pozménén jejich pomér ve prospéch reaktantii akutni faze. Mezi reaktanty
akutni faze patii zejména bilkoviny a1 a o frakce (¢asto i1 B2). Pro vyrovnani celkové

koncentrace dochdzi k ubytku albuminu (Racek 2021).
2.4.3.2.Typ chronického zanétu

Chronicky zanét navazuje na akutni. Pfetrvava vzestup o a o2 frakce, k nimz se
prida vzestup vy frakce zahrnujici imunoglobuliny. Opét je podil dorovnan poklesem

albuminové frakce (Racek 2021).
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2.4.3.3.Typ chronické hepatopatie

T&zké nemoci jater (jaterni fibrdza, jaterni cirhdza) zpusobi nedostatecnou tvorbu
bilkovin timto organem, tudiz dochazi k poklesu albuminu, ai—globulint, oo—
globulinli a Pi—globulind. Naopak dochazi k vzestupu IgA, ktery se nachazi
mezi B a y frakci, coz ma za nasledek vznik typického f—y mistku (Racek 2021).

2.4.3.4.Typ nefrotického syndromu

Pti nefrotickém syndromu dochazi k nadmérnym ztratdm bilkovin — pfedevs§im
albuminu a y—globulint. Bilkoviny s nejvétsi molekulou neprojdou glomerularnim
sitem, jejich koncentrace stoupd. Jedna se o ax—globuliny a f—globuliny (Racek

2021).
2.4.3.5.Malnutricni typ

Pfi malnutrici je nedostatek aminokyselin pro syntézu bilkovin, jejich celkova
koncentrace klesa. Vyrazné je sniZzena hladina albuminu a i globulinli, ostatni

frakce byvaji v normé (Racek 2021).
2.4.3.6.Monoklonalni gamapatie

Ptitomnost monoklonélniho imunoglobulinu se v elektroforeogramu projevi
uzkym prouzkem, ktery mize byt kdekoli od az frakce po y frakci. T€z8i forma tohoto
onemocnéni muze vyustit v hypoalbuminemii, ¢ vymizeni ostatnich
imunoglobulinti. V ramci diagnostiky MG hraje elektroforéza nezastupitelnou roli.
Pokud je prokdzadn M-protein v elektroforeogramu navazuje ur€eni jeho typu

a kvantifikace metodou imunofixace.

Monoklonalni komponenta (tzv. Bence—Jonesova bilkovina) muize byt
elektroforézou prokazovana i v zakoncentrované moc¢i pacienta. Vystup je hure
hodnotitelny, jelikoZ v moc¢i je vyrazné niz§i koncentrace bilkovin. Do moci
pronikaji FLC pro svou malou molekulu, jejich ndlez je dikazem dediferenciace

a horsi prognozy (Racek 2021).
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2.4.4. Imunofixace

Imunofixace neboli imunofixacni elektroforéza (IFE) je metoda nasledujici
po elektroforéze v ptipad€ nalezu paraproteinu v séru i v moci. Pii IFE nejprve dojde
k rozdé€leni bilkovin elektroforézou na agar6zovém gelu, néasledné se gel inkubuje
s antiséry, promyje od nenavazanych bilkovin, obarvi se kyselou violeti
(ptip. amidoCerni) a zhodnoti se vizualn¢ ¢i denzitometricky. Pouzivana antiséra
specificka proti tézkym fetézclim vy, a, p a lehkym fetézcim «, A se pipetuji do péti
fad. V ptipad¢ pritomnosti dané bilkoviny vytvaii komplex antigen—protilatka, proto

1ze stanovit typ monoklonalniho imunoglobulinu (Kusnierova 2022).

Metoda IFE slouZi pro potvrzeni ndlezu paraproteinu a pro jeho typizaci. Provadi
se v ptipadé podezieni na MG 1 bez prikazu M-proteinu v elektroforéze. Dale je nutna
k potvrzeni kompletni remise pacienta s MG, u kterého byl v minulosti M-protein

prokazan (Vavrova 2020).

Pti diagnéze MG muze byt v IFE viditelny kompletni imunoglobulin, tzn. urcity
typ tézkého i lehkého fetézce (napt. IgG k) nebo pouze urcity typ lehkého fetézce
prfitomného  vlivem FLC. Pfitomnost FLC je doporuceno  potvrdit

imunoturbidimetricky ¢i imunonefelometricky (KuSnierova 2022).

2.4.5. Kryoproteiny

Patologické proteiny tzv. kryoproteiny precipituji pii nizsich teplotach nez 37 °C,
v ptipad¢ vysSich teplot se opét rozpousti. RozliSujeme dvé skupiny kryoproteint —
kryoglobuliny (v séru i plasm¢) a kryofibrinogeny (pouze v plasmé). Vlastnost
kryoprecipitace je variabilni, mohou ji mit monoklondlni 1 polyklonalni

imunoglobuliny, pfipadné oba typy (smiSena kryoprecipitace) (Kusnierova 2022).
Kryoglobuliny jsou trojiho typu:

a) Kryoglobuliny typu I precipituji do 24 hodin v chladni¢kové teploté (2—-8 °C),

tvofi je paraprotein, provazi je hyperviskozita. Jejich koncentrace byva > 5 g/l.

b) Kryoglobuliny typu II precipituji shodné s typem I, tvoii je monoklonalni

komponenta ptedev§im M-protein typu IgM s protilatkovou aktivitou
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proti polyklondlnim imunoglobuliniim (hlavné¢ IgG). Jejich koncentrace

byva> 1 g/l.

¢) Kryoglobuliny typu III precipituji nékolik dnii pfi teploté 2-8 °C, tvofi je

polyklondlni imunoglobuliny, koncentrace byva < 1 g/l.

Stanoveni kryoprecipitacnich vlastnosti spociva v prikkazu kryoprecipitatu
(viditelného okem) ve vzorku uchovavaném pfti chladni¢kové teploté (2—8 °C) a jeho
nasledném rozpusténi pii zahtdti na 37 °C. Jinou moznosti je stanoveni
imunoglobulinii v séru pii teploté 2-8 °C a nasledné pti 37 °C, kdy je v ptipad¢
rozdilnych hodnot potvrzen kryoprecipitat. Pokud je kryoglobulin v séru pacienta
prokazan je nutné, aby byl vzorek pied elektroforézou a imunofixaci predehiivan

na 37 °C (Kusnierova 2022, Vavrova 2020).
2.4.6. Viskozita séra

Viskozita séra je spojena s obsahem proteinli v séru, hodnoti tekutost séra.
Stanoveni viskozity séra je dilezit¢ u pacientli s podezienim na hyperviskdzni
syndrom, tzn. i u pacientii s MG. Z MG nejcastéji provazi MW kvili vysoké
koncentraci IgM, dale také MM. Indikace k vySetfeni viskozity séra je koncentrace M—
proteinu typu IgM > 40 g/l a IgG > 60 g/I (Kusnierova 2022, S¢udla 2017, Vavrova
2020).

2.4.7. Pritokova cytometrie v diagnostice MG

V diagnostice MG se uplatiiuje i moderni analytickda metoda — pritokova cytometrie
rozliSujici butiky a jejich ¢asti na zakladé optickych vlastnosti. Pritokova cytometrie
je vyuzivana v hematoonkologii pfedev§im k imunofenotypizaci leukocytli (Pulcer

2022, Zima 2013).

Pritokova cytometrie je zaloZena na pratoku fluorescenéné znacenych bunék
laserovym paprskem, kdy se zaznamenava a elektronicky zpracovava rozptyl a emise
fluorescence. Priitokovy cytometr se sklada z fluidiky, zajist'ujici pratok bunck v fadé
za sebou. Dalsi ¢asti je optika, ktera zahrnuje zdroje monochromatického svétla (laser,
soustavy Cocek, filtry atd.). Diky této Casti Ize rozliSit bunky na zaklad¢ velikosti

(forward scatter) a vnitini sktruktury, v¢. granularity (side scatter). Posledni ¢asti je
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elektronika prevadéjici svételny signal na elektronicky, ktery je vystupem pratokové

cytometrie — histogram nebo dvouparametrovy graf (Pulcer 2022).

Pritokovy cytometr se také vyuziva k imunofenotypizaci leukocytt, kterou lze
provést pomoci monoklondlnich protilatek (MADb). Tyto MAb jsou vzdy namifené
proti ur¢itému povrchovému znaku daného leukocytu, tzv. CD znaku. Diky znalosti
pouzité protilatky dokazeme urcit pfesny druh bunky, jeji klonalitu a kvantitu.
Imunofenotypizaci mizeme s vyuzitim MAb provést metodou histochemickou, oproti
které ma vSak pritokova cytometrie vyhodu moznosti vyuziti vice MAb najednou.
Dokazeme tedy mnohem piesnéji urCit sledovanou buiiku nebo dokonce celou

bunécnou populaci (Zima 2013).

V ramci diagnostiky MG se prutokovd cytometrie vyuziva k vyhodnoceni
zbytkového nadorového onemocnéni — minimalni rezidualni nemoc (MRD — minimal
residual disease). V ptipadé MM se MRD stanovuje v KD pacienta. Pro diagnostiku
normalni a abnormalni populace bun¢k v KD jsou nezbytné znaky CD19 a CD56,
doporucené znaky CD20, CD28, CD27, CDS81, CD117, ptipadn¢ i CD200. Obecné
plati, Ze nemocni s negativni MRD maji vyznamné lep$i prognoézu, kterd nezavisi

na volbé 1écby pacienta (Hajek 2017, Héjek 2019).
2.4.8. Zobrazovaci metody v diagnostice MG

Zobrazovaci metody maji v diagnostice MG také vyznamnou roli. PiredevS§im
maligni MG jsou mimo jiné charakteristické kostnimi loZisky, kterd jsou pravé
viditelnd v zobrazovacich metodach. V ptipadé nemaligniho MGUS je doporuceno
RTG celého skeletu, dalsi a dnes jiZ preferovanou moZnosti je vypocetni tomografie
(CT), celotélova MR, PET/CT nebo PET/MR. U pacientli bez bolesti kosti s ndlezem
M-proteinu IgG < 15 g/l nebo IgA < 10 g/l nemusi byt vySetfeni zobrazovacimi

metodami pozadovano (Hajek 2019, Maisnar 2018).
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2.5. Déleni monoklonalnich gamapatii dle
diagnostickych kritérii

Vsechna vySe uvedena diagnostickd kritéria umoznuji stanovit diagnézu MG,
v¢. stanoveni konkrétniho typu. Kazdy z typti MG se vyznacuje urCitou charakteristikou,

ty jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13 Charakteristické znaky jednotlivych typl MG (S¢udla 2017, Zima 2013)

Diagnoza Typické klinické projevy Diagnostika
M-Ig <30 g/l v séru
oy Plasmocyty v KD
MGUS Asymptomaticky stav <30 %

Bez postizeni organt
Ptitomnost M-Ig

, ’ ‘ v séru/ moci
Unavovy syndrom, bolesti Plasmocyty v KD

MM-—typicky skeletu, patologické fraktury, > 30 %
recidivujici infekce aj. = L

PostiZzeni organt —
CRAB symptomy
M-Ig >30 g/l v séru

MM — doutnajici Asymptomaticky stav Plasmocyty v KD
>10 %

Bez postiZeni organti

Bez ptitomnosti M-Ig

Unavovy syndrom, bolesti Plasmocyty v KD
MM — nesecernujici skeletu, patologické fraktury, >10 %
recidivujici infekce Znéamky postiZeni
organtl
Leukocytoza,
Nahly zacatek, tnavovy cirkulujici monoklon.
Plasmocelularni syndrom, bolesti kosti, infekce, | plasmocytom v krvi >
leukemie teploty, anemicky syndrom, 2 x 10°/1 (pritokova
krvacivé projevy aj. cytometrie),
zvySeni LDH
Solitarni 1éze: CT/MR
o , Lokalizovana kostni bolest, klonalni atypické
Solitarni kostni 1z s
extramedularni 1éze, lokalni plasmocytomy
plasmocytom . .
projevy (biopsie), absence
CRAB, M-Ig
Sklerotizovana kostni
Polyneuropatie, organomegalie, 1éze, Castlemanova
POEMS . . MRS o
endokrinopatie, kozni zmény a;. choroba, zvysené
hodnoty VEGFA
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Anemicky syndrom,

M-Ig typu IgM,

splenomegalie/hepatomegalie

Waldenstromova hypervisk6zni syndrom, >10 %
makroglobulinemie | hepato/spleno/lymfadenomegalie, | lymfoplasmocytarnich
poruchy zraku aj. element v KD
Lymfadepopatle, splenomegahe, Biopsie kosti/
., anemie, trombocytopenie, . ..
Maligni lymfomy . . y . sliznice/ loziska,
neinfekéni horecky, no¢ni
. ;. PET-CT
poceni, hubnuti aj.
Klonélni zmnozeni
, . abnormalni B-
Lymfocyt6za, anemie, o .
o . lymfocytt v krvi
Chronicka trombocytopenie, > 5x10°/1B
lymfatickd leukemie lymfadenopatie, )

lymfocyta, pfit.
povrchovych antigenti
CD5, CD19, CD20

Nemoci tezkych
Fetézcil

Unavovy syndrom, anemicky
syndrom,
hepato/spleno/lymfadenomegalie,
teploty, malabsorp¢ni syndrom

aj.

Pritomnost Ig
v nadmérné mite (dle
typu HCD)

Amyloidoza

Unavovy syndrom, nefroticky
syndrom, rendlni insuficience,
polyneuropatie, méstnava srdecni
slabost aj.

Pozitivni vysledek
barveni vzorku tkdn¢
kongo Cerventi,
prikaz amyloidu,
zvysené hodnoty FLC

NejcastéjSim onemocnénim z fady MG je MGUS zahrnujici asi 2/3 vSech vyskytl

MG. Jedna se o asymptomatické, nezhoubné onemocnéni s pfitomnosti paraproteinu,

které se muze zmeénit v maligni MG. MGUS se transformuje pfedev§im do MM

pfes asymptomatické stadium — doutnajici myelom. Diagnosticka kritéria téchto stadii

jsou uvedena v tabulce 14 (S¢udla 2018, Solcova 2019, Zima 2013).
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Tabulka 14 Diagnostickd kritéria — MGUS, doutnajici myelom a MM (Zima 2013)

MGUS Doutnajici Mnohocetny myelom
myelom
pn o< NG|
. M-IgA <20 M-IgA > 30
v séru (g/1)
Parapro:tgm v - - Ptitomen
moci
Pocet o
>
plasmocytl <10 > 10 - llgsrrfgg I:glrlllﬁz
v KD (%) P Y
Proteinurie lehkych
fetézci <1 g/ 24 h
Piitomnost
Bez pritomnosti organového poskozeni
myelomem
Hyperkalcemie C Ca> 2,8 mmol/l
s (o . Kreatinin
Renalniho selhani (insuficience) R > 177 umol/l
. HGB
Anemie A <100 g/l
Osteolytické kostni
Osteolytickych lozisek B destrukce/
osteoporoza

Miru rizika pfemény MGUS v symptomaticky MM dokaZeme urcit podle dalSich

diagnostickych kritérii, kterd jsou uvedena v tabulce 15. Jedna-li se o vysoké riziko

vzniku MM, rozumime tim 58% riziko ptechodu do 20 let od stanoveni diagnozy MGUS.

Tabulka 15 Riziko premény MGUS do MM (Zima 2013, Vdvrova 2020)

Rizikové faktory Riziko
Nizké | Nizké-stiedni | Stiedni-vysoké Vysoké
M-p rotelg <15 g/l 1 podminka 2 podminky Zadn,a
typ M-proteinu IgG nesplnéna nesplnén z podminek
Pomér FLC Normalni P pieny nesplnéna
Riziko pfechodu
MGUS do
malignity béhem > 21 37 >8
20 let (%)

Dle uvedenych rizik jsou doporuceny intervaly pravidelného sledovéani pacienti

s diagn6zou MGUS. Navrh vySetfovacich postupli u téchto pacientt zavedl Kyle v roce

2010 (tabulka 16).
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Tabulka 16 Doporuceni sledovadni pacientt s diagnézou MGUS (Zima 2013)

Vysetifovaci postupy

Nizké riziko

Stiedni/ vysoké riziko

Vysetieni KD

Ne

Ano

Kontrolni elektroforéza

Za 3—6 mésicu

Za 3—6 mésicu

Nalez bez vyvoje po
provedeni kontrolni
elektroforézy

Za 2-3 roky (nebo pfii
novych obtizich)

Za 6—12 mésicta

Nasleduje maligni stav — MM, ktery zhodnocenim urcitych faktori mizeme dale

rozd¢lit do tfech klinickych stadii (tabulka 17), kterd zaroven urcuji prognézu pacienta.

Tabulka 17 Klinicka stadia MM (Zima 2013)

loziska v kostech

4. M-komponenta vysoka:
IgG>70 g/l
IgA > 50 g/l
exkrece FLC do moci
>12g/24h

s Kritéria Median
Stadium I.(rlterla International Staging preziti
(dle Durieho a Salmona) Systém (ISS) (mésice)
Jsou-li splnény vSechny tyto
podminky:
1. HGB > 100 g/
2. Cav séru — v normé
3. RTG skeletu — v normé B2M <3,5 mg/l
! 4. M-komponenta nizka: Al . 1 62
16G < 50 g/l bumin>35g
IgA <30 g/l
exkrece FLC do moci
<4 g/24h
Nejsou-li splnény podminky
L. ani III. stidia:
1 Nejsou-li splnény podminky 1. B2M <35 mg/l, 44
L. ani III. stadia. albumin < 35 g/1
2. B2M 3,5-5,5 mg/l,
bez ohledu na albumin
Je-1i ptitomen alesponi jeden
z uvedenych znak:
1. HGB <85 g/l
2. Ca v séru — zvySeny
> 3,0 mmol/l
3. RTG skeletu
I vicecetna osteolyticka B2M > 5,5 mg/l 29

dusikatych latek)

Subklasifikace: A — kreatinin < 177 pmol/l
B — kreatinin > 177 umol/l (renélni insuficience s retenci
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3. CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit vyskyt monoklondlnich gamapatii,
predevs§im malignich, u pacientd vysetfovanych v Oblastni nemocnici Ji¢in a.s. K dosazeni

cile bylo potfebné splnit nasledujici body:

e Sbirat vzorky séra (pfipadné i moc€i) pacienti vySetifovanych v Oblastni nemocnici

Ji¢in a.s. v obdobi od €ervna 2021 do zati 2023
e Provést elektroforetickou analyzu séra (pfipadné 1 moci) z nasbiranych vzorki

e  Provést imunofixacni analyzu vzorki séra (pfipadné i moci) u pacientli s ndlezem

M-proteinu v elektroforeogramu

e Stanovit dal§i dualezit¢ parametry u pacientd s prokdzanym M-proteinem
ke zhodnoceni néalezu monoklonalni gamapatie — CRAB symptomy, celkova

bilkovina, FLC, imunoglobuliny atd.

e Vyhodnotit namétené vysledky vcetné rozdéleni nalezi do typi MG a provést

jejich statistickou analyzu
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Biologicky material

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byly vyuzivany vzorky séra a moci
pro elektroforézu i imunofixaci. Podrobnéjsi informace o vysetiovanych pacientech
budou uvedeny v kapitole 5. Pro dosazeni nejlepSich vysledki je doporuceno vyuzivat
Cerstvé vzorky séra a moce. Z ekonomického hlediska je vSak zadouci vyuzivat kity
k analyze takového poc¢tu vzorka, pro které jsou urceny. Z tohoto divodu byly vzorky

skladovéany dle parametrti uvedenych v tabulce 18 (Sebia 2020).

Tabulka 18 MoZnosti skladovani vzorkt pro pozdéjsi analyzu (Sebia 2020)

Doba skladovani (tyden)

Teplota skladovani
Q) Sérum Mo¢
2-8 1 1
-20 12 4

4.1.1. Sérum

Jednim z analyzovanych biologickych materidli v ramci experimentalni ¢asti prace
bylo sérum, které vyzaduje jiny pfistup pied elektroforetickou a imunofixacni

analyzou.

4.1.1.1. Sérum pro elektroforézu

Vzorky séra se pfedem k elektroforetické analyze nefedi ani jinak neupravuji.

Pokud pouZzivame vzorky po rozmrazeni, je nutné jejich diikladné promichani.

Ve specialnich ptipadech je doporuceno upravit vzorek séra piidavkem roztoku
Fluidil, ktery je pfikladan k reagen¢ni soupravé. K 75 ul séra je doporuceno ptidat
25 wl Fluidil, dukladné¢ promichat pomoci vortexu po dobu 15 sekund a dale

postupovat dle standardniho protokolu. Pfipady vyZzadujici upravu vzorku:
e vzorky s narusenymi difuznimi vlastnostmi, tzn. visk6zni nebo zakalené vzorky,
e vzorky s polymerizovanym IgM,

e vzorky s elektroforeogramem s nizkou intenzitou.
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4.1.1.2. Sérum pro imunofixaci

Pted imunofixaci je tfeba vzorky séra upravit, ¢imz se postup lisi od elektroforézy.
Redicim roztokem (diluentem) je bromfenolova modf, kterd slouZi k ulehéeni

nanaseni vzorku na migra¢ni plochu pfistroje.

Sérum se tedi dle tabulky 19, nésledné je tfeba nafedény vzorek dikladné
promichat. V piipadé, ze je hladina celkovych Ig vyssi nez 20 g/l, pouziva se vyssi

fedéni vzorku (vyjma stopy ELP — viz déle). Naopak hladiny celkovych Ig nizsi

v

Tabulka 19 Redéni vzorku séra diluentem pred imunofixaénim stanovenim

STOPA Sérum (ul) | Diluent (ul)
Imunofixacni stopa IgG 20 100
Referencni stopa ELP a vSechny dal$i imunofixacni stopy 30 60

K sad¢ reagencii je rovnéz ptidan Fluidil, ktery se vyuziva stejnym zpiisobem jako

u elektroforézy (viz kapitola 4.1.1.1).

4.1.2. Mo¢

K elektroforetické analyze vyuzivame vzorky ranni moc¢i zahusténé na koncentraci
bilkoviny 1,5-2 g/l. Pro imunofixaci je doporu¢en vzorek sbirané moci, pokud neni
k dispozici 1ze metodu provést také ze zahusténé moci jako u elektroforézy (Sebia

2020).

Vzorek ranni moce odebirame do Cisté a suché nadoby, nejlépe plastové zkumavky.
Pro zabranéni kontaminace se doporucuje ptedchozi omyti zevniho genitalu

(Prokopcova 2023).

Zahusténi moci na prislusnou koncentraci bilkovin umoziiuje technika vyuzivajici
absorpci rozpousStédla a nizkomolekularnich latek na celul6zovou membranu,
kdy se naopak makromolekuly koncentruji na dné¢ nadobky. Zminény princip mimo
jiné vyuziva absorp¢ni koncentrator VIVAPORE firmy Sartorius (obrazek 3), ktery
byl vyuzit v ramci experimentalni ¢asti prace. Zatizeni VIVAPORE pipetou naplnime
po okraj vzorkem ranni moci, nechdme stat na rovné podloZce, po dosazeni rysky 50
(znamenajici zahusténi 50%) odsajeme zbyly vzorek do Cisté a fadné¢ oznalené
zkumavky. Takto upravenou mo¢ analyzujeme pomoci elektroforézy, piipadné

imunofixace (Vivapore 2021).
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Obrdzek 3 Zafizeni pro zahusténi moci (Vivapore 2021)

4.2. Pristroje

Elektroforéza 1  imunofixace byly provedeny na  poloautomatickém
multiparametrickém systému HYDRASYS 2 Focusing. Poloautomat umoZziuje provedeni

kompletni

- elektroforetické analyzy — naneseni vzorku, migrace, inkubace, suSeni, barveni,

odbarveni a zavérecné suseni,

- imunofixacni analyzy — naneseni vzorku, separace, imunofixace, blotting, suseni

a obarveni.
Ptistroj] HYDRASYS 2 Focusing ma nékolik ¢asti:

- Migracni modul — nosi¢ elektrody, nosi¢ aplikatoru, dynamickéd maska, ty¢ vodice

masky,
- Barvici modul — drzak gelu,
- Uzivatelské rozhrani — TFT barevna dotykovéa obrazovka.

Dale byl vyuzit Photo scanner znaky Epson pro spravné vyhodnoceni vzniklych
elektroforeogramtli, piipadné¢ imunofixanich vystupli. Gely jsou hodnoceny

v pocitacovém programu Phoresis (Sebia 2020).
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4.3. Reagencie a material

V ramci experimentalni casti diplomové prace byly vyuzity sady reagencii od firmy

Sebia, kterd dodava kity pro elektroforetické i imunofixacni stanoveni.
4.3.1. Reagencie a material pro elektroforézu

K elektroforetické analyze séra 1 moci jsou urCeny sady reagencii HYDRAGEL
pI1-f2 s moznosti analyzy 7, 15 nebo 30 vzorkl. Sada obsahuje agar6zové gely,
houbicky s pufrem, fedici roztok, amidocerni, aplikatory, tenké filtracni papiry.
Soucéasti sady mneni odbarvovaci roztok, promyvaci roztok a Fluidil,

které se objedndvaji samostatné (Sebia 2020).
4.3.1.1. Agarozové gely

Agarozové gely slouzi jako nosné médium pro elektroforézu. Jedna se o alkalicky
pufrované gely s pH 8,6 = 0,5. Gely obsaZzené v sadé HYDRAGEL jsou pfipraveny
k pouziti, neni tfeba je dale upravovat. Gely lze skladovat pti pokojové (15-30 °C)
nebo chladni¢kové (2-8 °C) teploté do doby expirace (Sebia 2020).

4.3.1.2. Pufrované stripy

Pro kontakt gelu s elektrodami a také jako zasobarna pufru slouZi pufrované
houbovité prouzky (stripy), které jsou soucasti sady a jsou pfipraveny k pouZziti. Puft,
kterym jsou napustény, obsahuje tlumici roztok s pH 8,5 = 0,5. Obdobn¢ jako gely
se skladuji pti pokojové i chladnickové teploté, dilezity je neposkozeny obal,

protoZze jinak hrozi vyschnuti (Sebia 2020).
4.3.1.3. Redici roztok pro amido¢erii

K vizualizaci elektroforeogramu slouzi barvici roztok, k jehoz ptipravé je nutna
amidogerf a fedici roztok (60 ml, pH 2). Redici roztok se skladuje pfi chladni¢kové

teploté¢ a nesmi se mrazit (Sebia 2020).
4.3.1.4. Amidocern

Pro obarveni gelu se vyuziva amidocerii (20 ml), kterd je sama o sob¢ viskdzni

a muze gelovatét, proto je tieba ji natedit nasledujicim postupem:
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1. Do lahvicky zasobniho roztoku amidocerni pfiddme asi 15 ml fediciho roztoku

pro amidocern. Nadobku peclivé uzavieme.
2. Lahvicku dakladné protfepeme po dobu 5 sekund.
3. Promichany obsah lahvi¢ky pielijeme do odmérného vélce.

4. Do prazdné lahvicky opét nalijeme asi 15 ml fediciho roztoku, promichame
a prelijeme do odmérného valce. Tento krok opakujeme 2-3krat do uplného

rozpusténi amidocerni v zdsobni lahvi.

5. Nalijjeme zbyly obsah fediciho roztoku do odmérného valce a nésledné valec

doplnime do 300 ml destilovanou (deionizovanou) vodou.
6. Obsah vélce promichdvame po dobu 5-10 minut.

7. Obsah valce prelijeme do zasobniho kanystru pfipojeného k pfistroji. Nyni je

barvici roztok pfipraven k pouziti.

Takto pripraveny roztok je pouzitelny pro obarveni deseti geld, poté je tieba

roztok vymeénit (Sebia 2020).
4.3.1.5. Aplikatory

Aplikatory obsaZené v sad¢ Sebia slouzi k naneseni vzorkii na gel, jsou pfipraveny

k pouziti (Sebia 2020).
4.3.1.6. Tenké filtracni papiry

Pro odséati piebytecné tekutiny z povrchu gelu se vyuZivaji tenké filtracni papiry

na jedno pouZiti (Sebia 2020).
4.3.1.7. Odbarvovaci roztok

Koncentrat odbarvovaciho roztoku se nafedi 1000x destilovanou (deionizovanou)

vodou (5 ml koncentratu doplnény do 5 1 vodou).

Takto pfipravenym roztokem se odstranuje piebyte¢né mnoZstvi barviciho
roztoku z elektroforeogramu a pln€ se odbarvuje pozadi agar6zové plotny. Timto

roztokem se také vyplachuje barvici prostor po promyvacim kroku (Sebia 2020).
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4.3.1.8. Promyvaci roztok

Promyvaci roztok se fedi 62,5x destilovanou (deionizovanou) vodou (80 ml
koncentratu doplnit do 5 1 vodou). Promyvaci roztok ¢isti modul pfistroje urceny

k barveni gelt (Sebia 2020).

4.3.1.9.Vlhka zasobni komora

Vlhka zasobni komora se uchovava v lednicce (2—-8 °C). Po naneseni vzorki
na aplikatory se tyto aplikéatory vlozi do vlhké komory. Vlhké prostiedi umozni
difuzi vzorkl do aplikétora (Sebia 2020).

4.3.2. Reagencie a material pro imunofixaci

Po elektroforéze, pii niz byl prokazan paraprotein, byla nasledné provedena
imunofixace séra (piipadné 1 moci). Sada reagencii urcend pro imunofixaéni analyzu
se nazyva HYDRAGEL IF 1, 2, 4 nebo 9 podle poctu analyzovanych vzorkt. Béhem
imunofixace jsou proteiny nejprve elektroforeticky rozdéleny a nasledné inkubovany

se specifickymi antiséry proti t€zkym (IgG, IgA, IgM) a lehkym (k, 1) fetézctim.

Neékteré¢ komponenty v sadé HYDRAGEL IF se shoduji se soucastmi kitu
HYDRAGEL p1-p2. Jedna se o agardzové gely, pufrované stripy, aplikatory, tenké
filtracni papiry, odbarvovaci roztok, promyvaci roztok, Fluidil a vlhkou zdasobni

komoru. Déle jsou zminény ¢asti kitu obsazen¢ pouze v HYDRAGEL IF (Sebia 2020).

4.3.2.1. Kysela violet’

Na rozdil od barveni elektroforeogramil se k vizualizaci imunofixace vyuZiva
kyseld violet. Zasobni roztok kyselé violeti (75 ml) se fedi destilovanou
(deionizovanou) vodou do 300 ml. Takto pfipraveny barvici roztok je urcen
pro barveni deseti geld, nasledné je tfeba ho vyménit. Zasobni 1 pracovni roztok
se miize skladovat pti pokojové i chladniCkové teploté. Nutnosti je vSak uchovani

v pevné uzaviené nddob¢, aby nedochdzelo k odpatovani (Sebia 2020).

4.3.2.2. Diluent

Vzorky séra se pred imunofixaci fedi z divodu ulehfeni nandsSeni vzorku
na migracni marker. K této upravé vzorku slouzi diluent (fedici roztok), ktery

vtomto piipadé¢ pifedstavuje bromfenolovda modi. Diluent obsazeny v sadé
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HYDRAGEL IF je ptipraven k pouziti, skladuje se pii pokojové nebo chladnickové
teploté. Postup fedéni vzorkl sér je uveden v kapitole (4.1.1.2) (Sebia 2020).

4.3.2.3. Antiséra
Antiséra pochézejici z riznych zivociSnych druhii (nejcastéji savei) namifené
proti lidskym imunoglobuliniim slouzi k imunofixaci bilkovin, které byly rozdé€leny
elektroforézou. Tyto protilatky jsou namitené proti lidskym tézkym fetézctim v, o, p
a proti lidskym lehkym fetézctim k, A. Pro lepsi rozliSeni a snadnéjsi praci s nimi jsou
jednotlivé protilatky obarveny riiznymi barvami. Pro nandSeni antisér je soucasti

sady HYDRAGEL barevna referencni Sablona. Antiséra se skladuji pti 2—8 °C a nesmi
se mrazit (Sebia 2020).

4.3.2.4. Fixaéni roztok

Imunofixace probiha v Sesti migracnich stopach, z nichz prvni je referencni (ELP)
stopa. Do mista ELP stopy se zadné antisérum nenanasi, proto je nutné proteiny v této
stop¢ fixovat, k tomu slouzi fixac¢ni roztok. Fixacni roztok neni tfeba pfedem

upravovat, skladuje se pfi teploté 2—8 °C (Sebia 2020).

4.3.2.5. Antisérové segmenty

Antisérové segmenty slouzi k aplikaci antisér a fixa¢niho roztoku na gely

k imunofixaci (Sebia 2020).

4.3.2.6. Zesilené filtrac¢ni papiry

Oproti elektroforetické sadé obsahuje sada pro imunofixaci nejen tenké filtracni
papiry, ale také zesilené, které slouzi k odsati proteind, které s protilatkou

nereagovaly, a odsati nadbytku protilatek z gelu po imunofixaci (Sebia 2020).

4.4. Postup elektroforetického stanoveni

Elektroforéza probihda na poloautomatickém pfiistroji, proto postup zahrnuje
automatické 1 manudlni kroky. Mezi automatizované ¢asti metody fadime naneseni
vzorki, elektroforetickou migraci, suSeni, barveni, odbarvovani a osuseni gelu. Ru¢né
se vkladaji reagencie, manipuluje se se vzorky a gely, nastavuje piistroj do pfisluSného

modu.

Postup mizeme rozdélit do 4 fazi — nastaveni migrace, migrace, pfiprava zpracovani

gelu a dokonceni zpracovani gelu (Sebia 2020).
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4.4.1. Nastaveni migrace

1. Zapneme analyzitor HYDRASYS. V menu pfistroje vybereme piislusny

program:
a. ,,7 B1-B2* pti analyze 7 vzorkl s vyuzitim sady HYDRAGEL 7 p1-52,

b. ,,15/30 B1-B2“ ptfi analyze 15 nebo 30 vzorkii s vyuzitim sady
HYDRAGEL 15 (30) B1-552.

2. Z laboratorniho informacniho systému (LIS) vytiskneme Pracovni protokol

pro elektroforézu.

3. Z pfislusné sady HYDRAGEL (dle poctu stanovovanych vzorki) vyjmeme

aplikatory, umistime je na rovnou podlozku ¢isly jamek nahoru (obrazek 4).

Obrazek 4 Aplikator vzorki HYDRAGEL (Sebia 2020)

4. Do kazdé jamky aplikatoru pipetujeme 10 pl séra nebo zahuSténé moci.

Nanaseni vzorkl do vSech jamek aplikatoru by nemélo trvat déle nez 2 minuty.

5. S aplikadtorem manipulujeme pouze za ochranny ramecek s napisem ,,Sebia®.
Aplikator vlozime do vlhké komory zoubky smérem nahoru. Vlhkou komoru

zavieme, umistime do lednice a nechame vzorky difundovat po dobu 5 minut.

6. Mezitim otevieme viko migracniho modulu, zvedneme nosice elektrod

a aplikatort.

7. Ze sady reagencii a ochranného obalu vyndame pufrované stripy, které je nutné

drZet pouze za plastové konce. Pufrované stripy umistime za dérované konce
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na kovové vystupky migracniho rdmecku nad elektrody tak, aby vyztuzeni

prouzki smétovalo k nosici (obrazek 5).

Obrazek 5 Spravné umisténi pufrovanych prouzki do migracniho modulu

(Sebia 2020)

8. Do spodni tfetiny migracni plochy naneseme destilovanou vodu
a. 120 pl pro analyzu 7 vzorkl a vyuziti sady HYDRAGEL 7 p1-52,

b. 200 pl pro analyzu 15 nebo 30 vzork a vyuziti sady HYDRAGEL 15 (30)
p1-p2.

9. Ze sady reagencii vyjmeme agarozovy gel a jeden tenky filtraCni papir.
Agarézovy gel vyndame z ochranného obalu tak, abychom se nedotykali horni
casti gelu. Gel si polozime na dlaft a manipulujeme s nim prsty pouze za hrany.
Ptebytecnou vodu z gelu vysajeme pomoci tenkého filtracniho papiru tak,
ze filtracni papir po povrchu gelu postupné rolujeme azZ do pfilnuti papiru po celé
ploSe gelu a nasledn¢ papir sejmeme (delsi kontakt gelu s filtranim papirem

by mohl znamenat nezadouci vyschnuti gelu).

10. Agardzovy gel opfeme jeho spodnim okrajem o zardZzku na spodni Casti
vyznacené¢ho ramecku na migracni plose. Gel ohneme a postupné pokladame
do kontaktu s kapkou vody, nechdme vodu rovnomérné rozestoupit po Siice
gelu a pokracujeme s postupnym pokladdnim gelu az do jeho narovnéni
na migra¢ni plochu. Gel musi byt narovndn s vyznaCenym rameckem

na migracni plose a nesmi pod nim byt vzduchové bubliny (obrazek 6).
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11.

12.

Obrdzek 6 VloZeni gelu na migracni plochu (Sebia 2020)
SniZime migracni ramecek s pufrovanymi stripy dolt.

Z lednice vyndame vlhkou komoru s aplikatory a aplikatory z komurky
vyjmeme. Odlomime ochranny ramecek aplikatorti a umistime je do nosice
aplikatort tak, aby Ccisla vyznafend na aplikatorech sméfovala k nam

(obrazek 7)
a. do pozice €. 6 v ptipadé analyzy 7 nebo 15 vzorkd,

b. do pozice €. 3 a 9 pfi analyze 30 vzorkl

=
e

Obrazek 7 VloZeni aplikatoru do nosice (Sebia 2020)
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13. Uzavieme viko migracniho modulu.

14. Stisknutim tlacitka,,START* v levé ¢asti menu spustime migraci (Sebia 2020).
4.4.2. Migrace

Migrace probiha jako automatizovany proces v syst¢ému HYDRASYS.

1. Nejprve probiha aplikace vzorkd do gelu, kterd je umoznéna kontaktem gelu
s pufrovanymi stripy i aplikatory. Tento kontakt je umoznén po posunuti vSech

¢asti migracniho rdmecku smérem doli. Aplikace probiha 30 sekund.

2. Po dokonceni aplikace se zvedne nosi¢ aplikatorti. Elektrody nesouci stripy

zustavaji dole.

3. Nasledné probéhne migrace vyuzivajici fizeni teploty na zdkladé Peltierova

efektu. Migrace probiha 7 minut pti 20 °C a pfi konstantnim vykonu
a. 10 W pro analyzu 7 vzorki,
b. 20 W pro analyzu 15 nebo 30 vzorku.

Peltieruv efekt je fyzikalni jev, ktery popisuje vytvaieni teplotnich rozdilii pti
priachodu elektrického proudu pfes spoj dvou riznych vodich
(termodynamickych materiali). V dusledku tohoto proudu dochazi k absorpci
tepla na jednom spoji (ochlazovani) a uvolfiovani tepla na druhém spoji

(ohfivani). Jev je zavisly na sméru proudu a materialu vodicu.
4. Po migraci se zvedne nosic elektrod a elektrody se odpoji.

5. Nasleduje suSeni gelu, pii kterém stoupd teplota migra¢ni plochy az na 65 °C.

SuSeni probihd 10 minut.

6. Poslednim bodem migrace je ochlazovani gelu nejprve na 50 °C a nasledné

na 20°C béhem 5 minut.

7. Po dokonceni vSech krokl automatizované migrace zazni zvukovy signal (Sebia

2020).
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4.4.3. Priprava zpracovani gelu

1. Otevieme viko migra¢niho modulu.
2. Vyndame aplikatory a odstranime je.

3. Zvedneme oba nosice, sundame pufrované stripy (uchopenim za plastové konce)

a odstranime je.
4. Manipulaci za hrany a spodni ¢ast vyjmeme vysuseny gel.
5. Omyjeme migrac¢ni plochu a elektrody navlh¢enou bunicinou.

6. Z barvici komory syst¢ému HYDRASYS vyjmeme drzak gelu a otevieme ho.
Do zlabkl drzdku umistime vysuSeny gel a zavieme ho. Ujistime se, Ze je plotna

umisténa spravné uvnitt drzaku (obrazek 8) (Sebia 2020).

HYDRASYS 2 i

Obrdzek 8 VloZeni gelu do drZdku gelu pfed barvenim (Sebia 2020)

7. Drzék s gelem umistime zpét do barvici komory.
8. Pfed zapnutim pfislu§ného programu zkontrolujeme
a. zda kontejner obsahuje minimaln¢ 300 ml barviciho roztoku,

b. zda kontejner pro odbarvovani obsahuje minimaln¢ 1 litr

odbarvovaciho roztoku,
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c. zda kontejner na odpad neni plny.

9. V pravém menu pfistroje vybereme program pro barveni ,,PROTEIN(E)/B1-p2*
a stiskneme ,,START*.

Nasledné probihd barveni, odbarvovani a suseni gelu, béhem kterého je modul

zajistén. Po dokonceni vSech procest zazni zvukovy signal (Sebia 2020).
4.4.4. Dokonceni zpracovani gelu

1. Vyjmeme drzak s gelem, otevieme ho a vyndame usuSeny obarveny gel.
2. Zhodnotime elektroforeogramy okem.

3. Zhodnotime vystup elektroforézy denzitometricky pomoci skeneru. V programu
Phoresis zvolime pftislusny pocet pacientl na jednom elektroforeogramu
auvsech pacienti vyplnime hodnotu celkové koncentrace bilkovin v séru
(ptipadné moci).

4. Hodnoceni elektroforeogramti zahrnuje zhodnoceni jednotlivych oblasti
proteinti, pfipadné jejich upravu v programu a piipadny nélez M-proteinu.
Po nélezu M-proteinu a oznaceni jeho oblasti program vypocita jeho koncentraci
na zédkladé celkové koncentrace proteini v séru (moci) pacienta. Dojde tedy

ke kvantifikaci M-proteinu.

5. V ptipad€ nalezu M-proteinu pokracujeme imunofixaci séra (moci) dan¢ho

pacienta (Sebia 2020).

4.4.5. Kontrola kvality

Pro kazdou sérii vzorki je doporu¢eno zatadit kontrolni sérum. Kontrolni sérum

dodava také spolecnost Sebia (Sebia 2020).

4.4.6. Interpretace vysledki

Elektroforéza bilkovin na agar6zovém gelu, ktery slouzi jako univerzalni
a efektivni podplirné médium, rozdéli bilkoviny na 6 hlavnich frakci. Vystupem je
elektroforeogram (obrdzek 9). Doporucuje se provést hodnoceni gelu ihned

po dokonceni zpracovani gelu, kdy je gel nejkvalitné;si.
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Obrdzek 9 Elektroforeogram (Sebia 2020)

Referencni rozmezi jednotlivych frakci bilkovin se mulze liSit v jednotlivych
laboratofich. Referenéni meze pro Oddéleni klinické biochemie v nemocnici Ji¢in jsou

uvedeny v tabulce 20.

Tabulka 20 Referencni hodnoty jednotlivych frakci bilkovin séra

(Prokopcovd 2022)
%

Albumin 60,3-72,8
al-globuliny 1,0-2,6
a2-globuliny 7,2-11,8
B1-globuliny 5,6-9,1
2-globuliny 2,2-5,7
y -globuliny 6,2—-15,4

Kazdy ciselny vysledek elektroforézy je také doplnén o klinické interpretacni
komentate. Dalsi vySetfovaci postup je dle vysledkli konzultovan s zadajicim 1€karem.
Pro spravnou diagnostiku monoklonalnich gamapatii se mimo elektroforeogram
pfihlizi  také k vysledkim dalSich specidlnich  vySetfeni (Sebia 2020,
Prokopcova 2023).
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4.5. Postup imunofixace

K typizaci paraproteinu imunofixaci se vyuzivd obdobny poloautomaticky systém
HYDRASYS jako u elektroforézy. Manualni kroky zahrnuji manipulaci se vzorky a gely,
aplikaci fixacniho roztoku a antisér, aplikaci reagencii a nastaveni pfistroje. Automaticky
provadi systém postupné naneseni vzorku, elektroforetickou migraci, inkubaci s fixacnim

roztokem a antiséry, suseni, barveni, odbarvovani a findlni suseni (Sebia 2020).
4.5.1. Nastaveni migrace

1. Zapneme systétm HYDRASYS. V levé ¢asti menu zvolime pfislusny program

migrace.
a. ,,1 IF SM/DM* pro analyzu 1 vzorku s vyuzitim sady HYDRAGEL 1 IF,

b. ,2/4 IF SM/DM” pro analyzu 2 nebo 4 vzorkd s vyuzitim sady
HYDRAGEL 2 (4) IF,

c. ,,9 IF SM/DM” pro analyzu 9 vzorku s vyuzitim sady HYDRAGEL 9 IF.
2. Z LISu vytiskneme Pracovni protokol pro imunofixaci.

3. Z ptislusné sady HYDRAGEL (dle poctu stanovovanych vzorki) vyjmeme

aplikatory umistime je na rovnou podlozku ¢isly jamek nahoru:

a. 1 aplikator pro analyzu 1 vzorku (HYDRAGEL 1 IF) nebo 2 vzorkl
(HYDRASYS 2/4 1F,

b. 2 aplikétory pro analyzu 4 vzorkt (HYDRAGEL 2/4 IF),
c. 3 aplikatory pro analyzu 9 vzorkti (HYDRAGEL 9 IF).

4. Do kazdé jamky aplikatoru pipetujeme 10 ul zfedéného séra (viz kapitola
4.1.1.2) nebo koncentrované moci (viz kapitola 4.2) dle nésledujici tabulky 21.

Nanaseni vzorkil do vSech jamek aplikatoru by nemélo trvat déle neZ 2 minuty.

Jamky €. 1, 8 a 15 se v sadé HYDRAGEL IF 2/4 nevyuzivaji, proto je vhodné si je

pied nanaSenim vzorkii oznacit (napt. kiizkem).
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Tabulka 21 Postup pipetovdni pri imunofixaci

Imunofixacni stopa
ELP | G | A | M | K | L
Sada HYDRAGEL Cislo jamky
1IF 1 | 2 | 3 | 4 | 5 6
2/4 IF
Vzorek €. 1 nebo 3 2 3 4 5 6 7
Vzorek ¢. 2 nebo 4 9 10 11 12 13 14
9IF
Vzorek €. 1, 4 nebo 7 1 2 3 4 5 6
Vzorek ¢. 2, 5 nebo 8 7 8 9 10 11 12
Vzorek ¢. 3, 6 nebo 9 13 14 15 16 17 18

5. S aplikdtorem manipulujeme pouze za ochranny ramecek s napisem ,,Sebia“.
Aplikator vlozime do vlhké komory zoubky smérem nahoru. Vlhkou komoru

zavieme, umistime do lednice a nechame vzorky difundovat po dobu 5 minut.

. Mezitim otevieme viko migracniho modulu, zvedneme nosice elektrod

a aplikatort.

. Ze sady reagencii a ochranného obalu vyndame pufrované stripy, které je nutné
drzet pouze za plastové konce. Pufrované stripy umistime za dérované konce
na kovové vystupky migracniho ramecku nad elektrody tak, aby vyztuZeni

prouzkli smétovalo k nosici (obrazek 5).
. Do spodni tietiny migracni plochy naneseme destilovanou vodu
a. 120 pl pro analyzu 1 vzorku s vyuZzitim sady HYDRAGEL 1 IF,

b. 200 pl pro analyzu 2, 4 nebo 9 vzorkl s vyuzitim sady HYDRAGEL 2/4
IF nebo 9 IF.

. Ze sady reagencii vyjmeme agar6zovy gel a jeden tenky filtracni papir.
Agardzovy gel vyndame z ochranného obalu tak, abychom se nedotykali horni
casti gelu, gel si poloZime na dlai a manipulujeme s nim prsty pouze za hrany.
Ptebytecnou vodu z gelu vysajeme pomoci tenkého filtratniho papiru tak,
ze filtracni papir po povrchu gelu postupné rolujeme azZ do pfilnuti papiru po celé
plose gelu a nasledné papir sejmeme z gelu (delsi kontakt gelu s filtranim

papirem by mohl znamenat nezaddouci vyschnuti gelu).
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10.

11.

12.

13.

14.

Agardzovy gel opteme jeho spodnim okrajem o zardzku na spodni Casti
vyznaceného ramecku na migracni plose. Gel ohneme a postupné pokladame
do kontaktu s kapkou vody, vodu nechdme rovnomérné rozestoupit po Siice
gelu a pokraCujeme s postupnym pokladanim gelu az do jeho narovnani
na migracni plochu. Gel musi byt zarovnan s vyznacenym rameckem

na migracni ploSe a nesmi pod nim byt vzduchové bubliny (obrazek 6).
Snizime migra¢ni ramecek s pufrovanymi stripy dold.

Z lednice vyndame vlhkou komoru a aplikatory z ni. Odlomime ochranny
ramecek aplikatorti a umistime je do nosice aplikatori tak, aby ¢isla vyznacena

na aplikatorech smétovala k nam (obrazek 7):
a. do pozice €. 6 v pfipad¢ analyzy 1 nebo 2 vzork,
b. do pozic €. 3 a 9 pii analyze 4 vzorkd,
c. do pozic €. 2, 6 a 10 pfi analyze 9 vzorki.
Uzavieme viko migra¢niho modulu.

Stisknutim tlacitka ,,START* v levé ¢asti menu spustime migraci (Sebia 2020).

4.5.2. Migrace

Migrace probiha jako automatizovany proces v systému HYDRASYS. Migrace je

zaloZena na principu Peltierova efektu (viz kapitola 4.4.2) a probihd za konstantniho

vykonu 10 W pro HYDRAGEL 1 IF a 20 W pro HYDRAGEL 2/4 IF a 9 IF pti 20 °C.

Po zaznéni signalu je migrace dokoncena, na displeji se objevi napis ,,0 AS” (Sebia

2020).

4.5.3. Nastaveni imunofixaci

Béhem probihajici migrace si pfipravte tzv. dynamickou masku, kterd slouzi

k rovnomérnému naneseni antisér na gel dle nasledujiciho postupu.

Vodici ramecek (obrazek 10) poloZime na rovnou plochu. Pokud analyzujeme
1 nebo 2 vzorky, je tfeba do rdmecku umistit distanéni ramecek (obrazek 11)

pro redukci délky.
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Obrdzek 11 Distancni ramecek dynamické masky pro redukci délky
(Sebia 2020)

2. Segment slouzici pro nanaSeni antisér upevnime do jeho drzdku tak,
ze ho nejprve pod uhlem 45° vtla¢ime proti plastovym pruzinkdm do drzaku,
souCasn¢ tadhneme segment i drzak od sebe a segment postupné narovnavame

(obrazek 12). Segment by mél byt zafixovan do zoubkii drzaku.

Obrdzek 12 Postup umisténi segmentu pro antiséra do drZdku (Sebia 2020)
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3. Drzak se segmentem umistime do vodiciho rdmecku dynamické masky

(obrazek 13).

Obrdzek 13 Umisténi drZzdku se segmentem do dynamické masky (Sebia 2020)

4. Na drzak ptfed jamky umistime barevnou Sablonu (dle ptfislusné metody), ktera

slouzi ke spravnému naneseni antisér.

Obrdzek 14 Umisténi barevné referencni sablony do dynamické masky
(Sebia 2020)

5. Reagencie pipetujeme do jamek dle barevné referen¢ni Sablony, ktera usnadiuje

aplikaci antisér (viz tabulka 22), nasledovné:
a. HYDRAGEL I IF — 6 jamek: 8 pl na jamku,

b. HYDRAGEL 2/4 IF — 15 jamek: 8 pl na jamku pfi analyze 2 vzorkd,
12 pl na jamku pfi analyze 4 vzorkd,
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v tomto kitu se nevyuzivaji jamky 1, 8 a 15,

c. HYDRAGEL 9 IF — 18 jamek: 8 pul na jamku.

Tabulka 22 Antiséra
STOPA REAGENCIE BARVA
ELP Fixac¢ni roztok Zluta

G Antisérum proti tézkym fetézcim y Rizova
A Antisérum proti tézkym fetézclim o Tmaveé modra
M Antisérum proti tézkym fetézclim p Zlutozelena
K Antisérum proti lehkym fetézcim « (volné i vazané€) |  Svétle zelena
L Antisérum proti lehkym fetézciim A (volné i vazané) Svétle modra

6. Po napipetovani antisér do jednotlivych jamek, vyjmeme referencni Sablonu
(Sebia 2020).

4.54.

Po dokonceni migrace nasleduje imunofixace, tedy po zaznéni zvukového signalu

Imunofixace

a zobrazeni napisu na displeji ,,U AS”.

1. Otevieme viko migra¢niho modulu.

2. Vyjmeme aplikatory vzorkd, které vyhodime do nebezpecného odpadu.

3. Zvedneme oba nosice, sundame pufrované stripy a odstranime je. Vyjmeme

1 oba nosice. Gel ponechame na misté.

4. Vezmeme piipravenou dynamickou masku s antiséry a poloZime ji na vodici

kovovou tycku v misté¢ migracni plochy (obrazek 15). S dynamickou maskou

manipulujte pouze za napis ,,Sebia‘“.
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Obrdzek 15 Umisténi dynamické masky na gel v migracnim modulu
(Sebia 2020)

5. Drzak segmentu na dynamické masce piesunujeme do nejnizsiho bodu (nejblize

k nédm).

6. Uprostied drzaku segmentu se nachazi vyznaceny bod, na ktery zatla¢ime prstem

a op¢t uvolnime (obrazek 16).

Obrdzek 16 Centrdlni bod drzdku segmentu (Sebia 2020)

7. Uchopime drzdk segmentu za oznacenou uchytku na pravé strané
a rovnomérnym pomalym pohybem posouvame drzdk segmentu po celé délce
dynamické masky nahoru a zase zpét dolti (obrazek 17). Tato aplikace by méla
trvat pfiblizné€ 5 sekund, aby doslo ke spravnému a rovnomérnému rozprostteni

antisér po celé plose gelu.
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Obradzek 17 Aplikace antisér pomoci dynamické masky (Sebia 2020)

8. Vyjmeme celou dynamickou masku a zavieme viko migra¢niho modulu.

9. Nasledn¢ stiskneme tlacitko ,,START* (Sebia 2020).

4.5.5. Inkubace

Po naneseni antisér nasleduje inkubace rozdé€lenych bilkovin s antiséry. Inkubace

je také zaloZena na Peltierové efektu pii 20 °C, jedna se o automatizovany proces.

Po dokonceni inkubace zazni zvukovy signal a objevi se napis ,,4 THICK FILTER
PAPER* (Sebia 2020).

4.5.6. Odsati prebyte¢né tekutiny z gelu

1. Z obalu vyjmeme zesileny filtracni papir.
2. Otevieme viko migra¢niho modulu.

3. Zarovname okraj filtracniho papiru s okrajem gelu, naklonime jej pod thlem 45°

a pomalu jej pfilozime na cely gel.

4. Jednou rukou si pfidrzujeme filtracni papir na gelu, aby nedoSlo k jeho
posouvani po gelu (mohlo by dojit k znehodnoceni vysledk). Prsty druhé ruky
ptejizdime nejprve po okrajich filtraéniho papiru a nasledné po celé jeho plose,

aby doSlo k dokonalé pfilnavosti papiru na gelu.

5. Zavteme viko migracniho modulu.
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6. Stiskneme tlac¢itko ,,START*.

Nasleduje automatické odsati gelu do filtracniho papiru opét na principu Peltierova
efektu pii 40 °C. Po dokonceni zazni zvukovy signal a objevi se napis na displeji ,, 1

THICK FILTER PAPER* (Sebia 2020).
4.5.7. SuSeni gelu

1. Otevieme viko migra¢niho modulu.

2. Odstranime filtracni papir.

3. Gel ponechame na mist¢.

4. Viko zavieme a stiskneme tlac¢itko ,,START*.

Nésleduje automatizovany proces suSeni gelu Peltierovym efektem pii 50 °C.
Po jeho dokonceni zazni zvukovy signal a na displeji se objevi hlaska ,, MAINTAINED
TEMPERATURE®.

Timto krokem je dokoncena cast imunofixace probihajici v migra¢nim modulu

(Sebia 2020).
4.5.8. Nabarveni gelu

1. Otevieme viko migra¢niho modulu.
2. Vyjmeme osuseny gel.

3. Otevieme drzak gelu, do kterého umistime osuSeny gel tak, aby se nachazel

mezi draZzkami drzaku. Zavieme drzak gelu.
4. Drzak se spravné umisténym gelem vlozime do barviciho modulu.

5. Pfed zah4jenim barveni se ujistime, Ze mame dostatecné mnozstvi promyvaciho
roztoku (minimaln¢ 400 ml), barviciho roztoku (minimaln¢ 300 ml)
a odbarvovaciho roztoku (minimalné 1 litr). Dale se ujistime, Ze odpadni nadoba

neni plna.
6. Z pravého menu pfistroje vybereme program /F ACID VIOLET.

7. Spustime barvici proces stisknutim tlac¢itka ,,.START* (Sebia 2020).
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4.5.9. Konec¢né zpracovani gelu

1. Vyjmeme drzék s gelem z barviciho modulu. Otevieme ho a vyjmeme obarveny

gel.

2. Obarveny gel okem zhodnotime (Sebia 2020).
4.5.10. Kontrola kvality

Po kazdé zméné reak¢niho c¢inidla je doporuceno analyzovat kontrolni sérum

stejnym zptisobem jako pacientskd séra (Sebia 2020).
4.5.11. Interpretace vysledkii

Imunofixacéni analyzou séra nebo moci pacienta miizeme ziskat nasledujici vystupy:

1. Nepritomnost monoklonilni komponenty, kterd se vyznacuje jemnym

difuznim zbarvenim polyklondlnich imunoglobulinil ve v§ech stopéch.

2. Pritomnost monoklonalni komponenty, kdy v obarveném gelu nachdzime
monoklondlni prouzek detekovany jednim z antisér proti tézkym nebo lehkym
fetézcim. Detekovany prouzek musi byt umistén ve stejné migracni vzdalenosti

jako monoklondlni prouzek v referencni stopé (ELP).

3. Pritomnost dvou nebo vice monoklonalnich komponent, v tomto ptipadé
se jedna o biklonalni gamapatii (2 prouzky tézkych fetézct a 2 prouzky lehkych
fetézcl) nebo o oligoklonélni gamapatii (mnohocetné prouzky 1 nebo vice typi

tézkych fetézcl nebo jednim/dvéma typy lehkych fetézcit) (Sebia 2020).

4.6. Statistické vyhodnoceni vysledku

Ke statistickému zhodnoceni ziskanych dat v rdmci experimentélni ¢asti diplomové
prace byla vyuzita popisna statistika. Pro zjiSténi vztahu mezi dvéma kategoridlnimi
proménnymi jsme pouZili neparametrickou statistickou metodu Chi—kvadrat test. Tato
metoda umoziiuje posoudit, zda mezi proménnymi existuje statisticky vyznamna
zavislost na 5% hladiné vyznamnosti. Cetnosti studovanych proménnych se nejprve
zavedou do kontingen¢ni tabulky, ze které se nasledné stanovuje p—hodnota metodou
Chi—kvadrat. Pokud je p—hodnota nizsi nez hladina vyznamnosti (v naSem piipadé 5 %),

zamitdme nulovou hypotézu, tudiz se jedna o statisticky vyznamnou zavislost
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mezi danymi proménnymi. Naopak pokud je p—hodnota vyssi nez hladina vyznamnosti,
nulova hypotéza je potvrzena a parametry na sobé nejsou statisticky vyznamné zavislé.
Statistickd analyza byla provedena v programech Microsoft Excel 2021 a GraphPad

Prism.

62



5. VYSLEDKY

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace bylo elektroforeticky vysetfeno celkem
3805 pacientskych vzorkl v obdobi od ¢ervna 2021 do zaii 2023. Z vySetienych vzorkt byl
u 789 elektroforeticky (ELFO) prokéazan paraprotein, proto u nich nasledovalo vysetieni IFE.
Pokud bychom analyzu IFE pievedli na pocet pacienti, znaci jejich pocet 518 (u ne¢kterych
byla imunofixace provedena vicekrat). U zbylych 3016 vzorka byl ELFO nélez negativni
(obrazek 18). Imunofixace prokazala paraprotein u 292 pacientii. U 7,3 % pacientskych
vzorkl byla prokazana benigni forma MG (MGUS) s riznym rizikem pfechodu do maligni
formy. U 5,9 % pacientskych vzorki se pfitomnost M-proteinu imunofixa¢né neprokazala
(obrazek 19). U zbylych 14 vzorkl IFE a dalsi parametry prokéazaly néktery z typ maligni
MG.

Sample £: 9 Dabe: 211/ 2022 10 DLI00ITS
Depart. - DOGEA,

Albumin

|| |I ol o2 |31 ¥y
y. V‘l’m‘-—f"“‘m‘_

Obrdzek 18 Negativni ndlez ELFO (Albumin: 60,3-72,8 %; a1: 1,0-2,6 %, o: 7,2-11,8 %;
61:5,6-9,1 %; 82: 2,2-5,7 %, y: 6,2—15,4 %)
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ELP G A M K L

L ]

Obrazek 19 Negativni nalez IFE — 6 stop: ELP (bez antiséra, obdoba ELFO), G (anti-IgG),
A (anti-IgA), M (anti-IgM), K (anti-x), L (anti-A)

Jednalo se o pacienty zriznych oddéleni Oblastni nemocnice Ji¢in 1 partnerské
nemocnice Novy BydZov, ale také od praktickych Iékatii nebo specialistii (napf. alergolog,
o¢ni 1€kat). Nejvice zachytl jsme zaznamenali u pacienti z Oddé€leni transfuzniho
a hematologického (HTO) nemocnice Ji¢in. ELFO stanoveni bylo u vétSiny pacientl
pozadovano lékafem. V piipad€, Ze anamnéza ¢i laboratorni vysledky ukazovaly moZnost
vyskytu MG, byla ELFO po konzultaci analytického pracovnika laboratofe s oSetfujicim
1ékatem dovysetiena (celkem u 2 % pacientil). Pro 1ékafe Oblastni nemocnice Ji¢in i okolni
praktické 1€kare Ci specialisty se konaji seminafe poukazujici na problematiku MG, vcetné
typickych pfiznakd (naptf. bolestivost zad, inava), coZ umoziuje vys$i zachyt tohoto
onemocnéni. Tuto skutecnost potvrzuje tabulka 23, kterd ukazuje procentualni zastoupeni
jednotlivych oddéleni, praktickych 1ékait a specialistt, ktefi nechali vysettit ELFO u svych
pacienti a MG se pomoci IFE prokazala. Pokud neni v tabulce uvedeno jinak, jedna se

o oddéleni Oblastni nemocnice Ji¢in a.s.
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Tabulka 23 Zastoupeni pacientt s MG dle oddéleni ¢i lékart

Oddéleni Pacienti s pozitivnim IFE (%)

HTO 26,0

Interni oddéleni 16,8

Prakticti 1ékari 14,7

Interni ambulance (Novy Bydzov) 5,5
Metabolicka ambulance 4,1
Nefrologické odd¢€leni 3,4
Neurologicka ambulance 3,1
Interni ambulance 2,8

Interni odd¢€leni (Novy Bydzov) 2,8
Gastroenterologie 2,7
Revmatologie 2,4

Dialyza 2,1

Jednotka intenzivni péce 2,1
Neurologické oddéleni 2,1
Odd¢leni klinické biochemie 2,1
Leékarska pohotovostni sluzba 1,4
Neurologie (poliklinika) 1,0
Lécebna dlouhodobé nemocnych (LDN) 0.7

(Novy BydzZov)

Nefrologickd ambulance (Novy Bydzov) 0,7
Lékar véznice Valdice 0,7
Anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni 0,3
Diabetologie 0,3
Hemodialyza 0,3

Chirurgie 0,3
Nefrologickd ambulance 0,3
Revmatologie (Novy Bydzov) 0,3
Endokrinologie (poliklinika) 0,3
Alergologie 0,3

Oc¢ni l1ékar (poliklinika) 0,3
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Z celkového poctu 292 pozitivnich IFE byl paraprotein prokazan nové (difive nebyl
diagnostikovan) u 177 pacientd, ve vétsin€ ptipadi jako nemaligni forma MGUS mimo osmi
pfipadii s maligni formou MG. V nasledujicich grafech (obrdzek 20-22) je zndzornén
celkovy pocet novych zachyti v daném mésici (modry sloupec) a z toho pocet novych

malignich (€erveny sloupec) a nemalignich (Sedy sloupec) MG ve zminéném obdobi.

Rok 2021
14
2 12
>
S
@ 10
N
S
\E 8
=
=]
N 6
o
[oF
° 4
>0
&
: II
. C C
Cerven  Cervenec srpen zari fijen listopad  prosinec
Hnovy zachyt W MGUS ® maligni MG
Obrdzek 20 Zdchyt novych MG v jednotlivych mésicich roku 2021.
Rok 2022
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Hnovy zachyt B MGUS B maligni MG

Obrazek 21 Zdchyt novych MG v jednotlivych mésicich roku 2022
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Obrdzek 22 Zachyt novych MG v jednotlivych mésicich roku 2023

Ve sledovaném obdobi bylo zjisténo celkem 14 piipadii malignich MG, z nichZ u osmi

bylo onemocnéni diagnostikovano nové. Nasledujici tabulka 24 shrnuje vysledky a zakladni

udaje o pacientech s malignim typem MG. Na ptilozenych obrazcich 23-26 jsou viditelné

ptiklady zachytl paraproteinli u pacientl s maligni MG.

Tabulka 24 Prehled pacientid s maligni MG

Pacient M- Typ
¢ Novy | Pohlavi | Vék | Oddéleni protein M- Typ MG
) (g/D) proteinu
1 Ne Muz 69 HTO 30,9 IgM A MW
5 Interni odd. Doutnaiici
2 Ano | Zena | 91 Novy 66,0 IgG A J
y myelom
BydzZzov
3 Ne Zena 91 LDN I}Iovy 30,4 IgG 2 Doutnajici
BydzZzov myelom
4 Ano Muz 86 | Hemodialyza 47,0 IgG k MM
5 Ano Muz 82 HTO 30,5 IgG k MM
6 Ano Zena 80 | Interni amb. 44,4 IgG k MM
7 Ano Zena 57 Chirurgie 43,6 IgG MM
5 Interni odd. Doutnaiici
8 Ano | Zena | 88 Novy 49,9 IgG J
y myelom
Bydzov
9 Ano Muz 50 | Interni odd. 60,8 IgG 2 MM
10 Ano Muz 59 | Prakt. lékar 84,6 IgG k MM
11 Ne | Zena | 87 HTO 32,2 1gG MM
IgG 24
12 Ne Muz 50 HTO 19,6 IgM K MW
13 Ne | Muz | 67 HTO 15,7 oG | Doutnajici
myelom
14 Ne Zena 87 HTO 18,1 IgM K MW

67




Na obrazku 23 je ukazan elektroforeogram pacienta 10, u né¢hoz byla nalezena nejvyssi
koncentrace paraproteinu. Konkrétné se jednalo o IgG « a jeho koncentrace byla 84,6 g/1.
Na nasledujicim obrazku 24 je zaznam z IFE tohoto pacienta.

Sample #: 5 Date:5/5/2023 ID: 05040470
Depart.: NPO5A

Obrdzek 23 Elektroforeogram pacienta ¢. 10 s nejvyssi koncentraci paraproteinu
v oblasti 8 (IgG k 84,6 g/l)

ELP G A M K L

- - -

Obrazek 24 Vysledny gel IFE pacienta ¢. 10 s nejvyssi koncentraci paraproteinu
(IgG k 84,6 g/l)

U pacienta ¢. 1 byl identifikovan paraprotein IgM. V obrazku 25 je ukazan

elektroforeogram tohoto pacienta a v obrazku 26 zdznam IFE.

68



ID: 1116Pe255S
Birth: 23/11/1952

Sample #: 16 Date:16/11/2023
Depart.: JX58A

Serum protein electrophoresis

Obrdzek 25 Elektroforeogram pacienta ¢. 1 s paraproteinem typu IgM v oblasti y

ELP G A M K L

Obrdzek 26 Vysledek IFE pacienta C. 1 s paraproteinem typu IgM A

U pacientt s doutnajicim myelomem jsou dal§im diilezitym faktorem CRAB symptomy,

diky kterym dokéazeme rozlisit, zda se jedna o doutnajici myelom ¢i MM (tabulka 25).

Tabulka 25 CRAB symptomy pacientu s doutnajicim myelomem

Pacient ¢. Kreatinin (umol/l) Ca (mmol/l) HGB (g/1)
2 173 1,86 53
3 128 1,97 103
8 58 2,38 112
13 59 2,31 132

69



Dals$im dulezitym sledovanym faktorem jsou volné lehké fetézce a jejich pomér. Tento
parametr muze poukdzat na vyskyt amyloidézy. Amyloidéza je onemocnéni,
které se diagnostikuje po specifickém nalezu amyloidu, ktery se v laboratofi Oblastni
nemocnice Ji¢in neurcuje. V piipadé podezieni na toto onemocnéni je pacient odeslan
na specializované pracovisté (napi. Fakultni nemocnice Hradec Kralové). Pomér FLC
mimo amyloidézy umoziuje spolecn¢ s dalSimi parametry urcit riziko pfechodu benigni
MGUS do maligniho MM. Z celkového poctu 292 IFE pozitivnich pacienti byla u 192
(4. 65,8 %) zjiSténa néjakd abnormalita v hodnotdch FLC nebo jejich poméru. Statistika
abnormalniho vyskytu FLC je uvedena v tabulkach 26 a 27.

Tabulka 26 Statistika abnormdlnich hodnot FLC vsech pacientt

Pocet Nejvyssi Nejnizsi

abnormalnich hodnota hodnota

(%) (mg/ml) (mg/ml)
FLCk 17,9 6050,00 7,70
FLC A 1,4 2890,00 2,55
pomérg 1,0 378,33 0,01

Tabulka 27 Statistika jednotlivych typu FLC vsech pacientt

) FLC k, FLC LK LK
Kombinace A, pomé r% FLC x, pomér > | FLC 2, pomér > | FLC «, FLC 1
Pocet
abnormalnich 21,2 26,1 5,8 26,6
(%)

Zjisténou koncentraci a typ M-proteinu a pomér FLC jsme u 278 pacientd s MGUS dale
pouzili k ur€eni rizika pfechodu do maligni formy MG. Urc€eni rizika mimo jiné koreluje
s doporuenymi intervaly a vySetfenimi u pacienta s diagnézou MGUS. Nasledujici

tabulka 28 rozdéluje pacienty s MGUS do 4 skupin dle rizika pfechodu do maligni formy.

Tabulka 28 Rozdéleni pacientt s MGUS dle rizika prechodu do malignity

Riziko
Nizké Nizké-stredni Stiedni-vysoké Vysoké
44,9 40,1 143 0.7

Pocet pacient
(%)
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Mezi dalsi vySetfované parametry v ramci experimentalni ¢asti diplomové prace pattily

albumin a B2M, které vyuzivame k urceni stadia MM dle kritérii ISS. Dva pacienty s MM

nebylo mozné zatadit do urcitého stadia MM, protoZe u nich nebyl stanoven B2M. Zatazeni

ostatnich pacienti je uvedeno v tabulce 29.

Tabulka 29 Zarazeni pacientt s MM do stadii dle kritérii ISS

C. pacienta s MM B2M (mg/l) Albumin (g/1) Stadium MM
4 - 20,0 -
5 5,370 38,6 II
6 8,264 - III
7 4,059 41,8 II
9 — 27,0 —
10 4,254 - II
11 9,180 34,0 I

Stadia MM urcujeme také dle kritérii Durieho a Salmona, v nichz bereme ohled

na koncentraci HGB, Ca, M-proteinu a vylu¢ovani FLC do moc¢i za 24 hodin. Vylu¢ovani

FLC do moci nebylo v ramci experimentalni ¢asti méfeno. Tato kritéria rozdéluji MM také

do podskupin A a B dle koncentrace kreatininu. Rozdéleni stadii je uvedeno v tabulce 30.

Tabulka 30 Zarazeni pacientt s MM do stadii dle kritérii Durieho a Salmona

C. pacienta HGB Ca M-protein Kreatinin ‘ qe
s MM (@) | (mmol) I()g/l) (umolyy | Stadium MM
4 69 1,57 196G 47,0 867 B
5 101 2,84 19G 30,5 120 TA
6 91 2,41 19G 44,4 84 A
7 104 2,6 16G 43,6 66 A
9 87 3,40 19G 60,8 253 B
10 77 20 16G 84,6 75 A
11 110 2,56 19G 32,2 205 TA

Shrnuti vSech dilezitych vysledkli pro MG zobrazuje tabulka 31.
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Tabulka 31 Celkovy prehled vysledk( v experimentdalni cdsti prace

ELFO méreni celkem 3805
IFE méieni celkem 789
Pocet pacientii méienych 518
IFE
IFE pozitivni pacienti 292
IFE negativni pacienti 226
MGUS 278
Maligni MG 14
., Doutnajici myelom: 29 % )

Typ maligni MG MM- 50 % MW: 21 %
Prechod z MGUS do 3 pacienti (¢. 5, 11, 14)
maligni MG v daném 11 %

obdobi ’
Nové MG 177
Mutzi (pozitivni IFE) 157 53,8 %
Zeny (pozitivni IFE) 135 46,2 %
Primérny vek Tt nejmladsi: 28 let
(pozitivni IFE) zen: 73 let nejstarsi: 92 let
muzu: 70 let
Celkov bilkovina (g/l) 71,7 - 1435 (fo
Kreatinin (umol/l) 139,04
Ca (mmol/l) 2,28
HGB (g/1) 123
Paraprotein v séru (g/) 5,87
Paraprotein v mo¢i 103,75
(mg/l)
Pocet pacientii s 5
pozitivhim (nejnizsi koncentrace: 20 mg/1)
paraproteinem v mo¢i (nejvyssi koncentrace: 320 mg/1)
Pocet typii paraproteinu 320
Pocet pacientii s ndlezem daného paraproteinu
IgG « 127 39,7 %
IgG 1 76 23,8 %
IgM « 38 11,9 %
IgM 2 25 7,8 %
IgA k 13 4,0 %
IgA 4 9 2,8 %
IgD 2 1 0,3 %
Lf 1 0,3 %
Bi IgG « 14 4.4 %
Bi IgG A 7 2,2 %
Bi IgM « 5 1,6 %
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Bi IgM 1 0 0%
Bi IgA « 3 0,9 %
BiIgA 1 1 0,3 %

Naméfené vysledky byly nasledné zpracovany popisnou statistickou analyzou.
Pro zjisténi statistické vyznamnosti jednotlivych faktort (v€k, pohlavi) a prognostickych
znakli métenych u pacientl byl vyuzit Chi—kvadrat test. Hodnoty na hladiné vyznamnosti

5 % ziskané timto testem jsou uvedeny v tabulce 32.

Tabulka 32 Statisticka analyza faktor( ovliviujicich vyskyt MG

Faktor ‘ MGUS ‘ Maligni MG | p-hodnota
Pohlavi
Zena 128 (46,0 %) 7 (50,0 %) 0,959
Muz 150 (54,0 %) 7 (50,0 %)
Vék
20-29 1 (0,4 %) 0
30-39 4 (1,4 %) 0
40-49 8 (2,9 %) 0 0,826
50-59 28 (10,1 %) 4 (28,6 %)
60—69 52 (18,7 %) 2 (14,3 %)
>70 185 (66,5 %) 8 (57,1 %)
Typ paraproteinu
IgG 213 (69,6 %) 11 (78,6 %) 0,474
IgM, IgA, IgD, lehké fetézce 93 (30,4 %) 3 (21,4 %)
Koncentrace paraproteinu (g/1)
<15 g/l 266 (95,7 %) 0 <0,001
>15 g/l 12 (4,3 %) 14 (100 %)
Albumin (g/l)
> 35 22 (42,3 %) 2 (40 %) 0.920
<35 30 (57,7 %) 3 (60 %) ’
B2M (mg/1)
<35 37 (52,1 %) 2 (25 %)
3,5-5,5 21 (29,6 %) 4 (50 %) 0,335
>35,5 13 (18,3 %) 2 (25 %)
HGB (g/)
> 100 225 (80,9 %) 6 (42,9 %) <0,001
<100 53 (19,1 %) 8 (57,1 %)
Ca (mmol/l)
<228 129 (46,4 %) 7 (50 %) 0.792
>2.8 149 (53,6 %) 7 (50 %) ’
Kreatinin (umol/l)
<177 241 (86,7 %) 11 (78,6 %) 0.389
> 177 37 (13,3 %) 3 (21,4 %) ’
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FLC pomér

normalni (0,26—1,65)

134 (48,6 %)

2 (14,3 %)

abnormalni 142 (51,4 %) 12 (85,7 %) 0,012
IgG
normalni (5,40-16,31 g/1) 224 (80,6 %) 3 (21,4 %) <0.001
abnormalni 54 (19,4 %) 11 (78,6 %) ’
IgA
normalni (0,63—4,84 g/1) 228 (82,0 %) 3 (21,4 %) <0.001
abnormalni 50 (18,0 %) 11 (78,6 %) ’
IgM
normalni (0,22-2,93 g/1) 233 (83,8 %) 5 (35,7 %) <0.001
abnormalni 45 (16,2 %) 9 (64,3 %) ’

Statistickou analyzou byly zjistény p—hodnoty, diky kterym miiZeme ur¢it, zda se jedna

o statisticky vyznamny vliv (pokud je p niz8i nez 5 % = 0,005) ¢i nikoli. Analyza prokézala,

ze na vyskyt malignich MG maji statisticky vyznamny vliv koncentrace paraproteinu, HGB

a jednotlivych typt Ig, dale pomér FLC. Parametry s hodnotou p nizsi nez 5 % jsou graficky

znazornény na obrazcich 27-32.

Koncentrace paraproteinu

300 -
B <15q/
= =154
200+
®
(14 ]
o
o
100+
[:l_
0% I@G
S
-S}Q"
&

Obrdzek 27 Vystup Chi-kvadrdt testu vlivu koncentrace paraproteinu na MG
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Koncentrace hemoglobinu
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Obrdzek 28 Vystup Chi-kvadrat testu vlivu koncentrace HGB na MG

Pomér FLC
300- o
Hl normalni

E abnormalni

200

] O
@ N
¥ &
&
&

Obrdzek 29 Vystup Chi-kvadradt testu vlivu poméru FLC na MG
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Koncentrace IgG
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Obrdzek 30 Vystup Chi-kvadradt testu vlivu koncentrace 1gG na MG

Koncentrace IgA

300+ o
Hl normalni
= abnormalni

200+

@

(14

=]

j= 1

100
U_
\5‘3 .@‘G
N
é\%
&

Obrazek 31 Vystup Chi-kvadrdt testu vlivu koncentrace IgA na MG
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Koncentrace IgM
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Obrdzek 32 Viystup Chi-kvadradt testu vlivu koncentrace IgM na MG
Paraprotein v moc¢i byl prokdzdn v podstatn¢é méné ptipadech nez v séru,
pouze u 5 vySetfovanych pacientli. Ukazka elektroforeogramu a vysledku IFE modi je
zobrazena na obrazcich 33 a 34. Na obrazku vysledku IFE je znatelné, Ze se jedna o moc,
kde je nckolikandsobné niz$i koncentrace proteini nez v séru, coz viditelné ovliviiuje
vysledny vzhled gelu.

Sample #: 7 Date:26/5/2022 ID: 05250255
Depart.: JX05L

Obradzek 33 Elektroforeogram — ndlez paraproteinu v moci v oblasti y
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Obrdzek 34 Vysledek IFE — ndlez paraproteinu 4 v moci
Dal$im zajimavym ndlezem je pfitomnost biklondlniho paraproteinu, ktery byl pfitomen

celkem u 30 pacientl. Tento specificky nalez Ize vidét na obrézcich 35 a 36.

Sample #: 9 Date:4/5/2023 ID: 05040082
Depart.: IX53A

Obrdzek 35 Elektroforeogram — ndlez biklondlniho paraproteinu v oblasti y
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Obrdzek 36 Vysledek IFE — ndlez biklondlniho paraproteinu typu IgG
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6. KAZUISTIKY

V této casti experimentdlni prace uvadim kazuistiky dvou pacientll vySetfovanych

ve sledovaném obdobi na nasem pracovisti.

6.1. Kazuistika 1

Muz, 50 let
Rodinna anamnéza: Bez pozoruhodnosti.

Osobni anamnéza: Bez chronické medikace, v poslednim tydnu 3X denné Iéky

na bolest, alkohol vyjimecné, kutdk pied 20 lety (3 cigarety/den), alergie nema.
Pracovni anamnéza: Truhlar

Nynéjsi onemocneni: Pacient 1é€en na ORL pro akutni zanét zevniho zvukovodu,
bolest ucha trvajici zhruba mésic. V poslednim tydnu se k bolesti ucha ptidala i bolest

hlavy, motani hlavy pfi chtizi, nechut’ k jidlu, mravenceni v oblasti spodni ¢asti rtu.

Laboratorni vysetreni: Z oddéleni ORL vyZadovéan ministandard: Urea (10,7 mmol/l),
kreatinin (245 umol/l), kyselina mocova (704 umol/l), bilirubin celkovy (4 umol/l), Na
(136 mmol/l), K (4,58 mmol/l), Cl (104 mmol/l), ALT (0,26 pkat/l), AST (0,55 ukat/l),
GGT (0,36 pkat/l), CRP (11,5 mg/l), KO+diff (HBG 93 g/l).

Nov¢ zjisténa anemie, pacient pielozen na Interni oddéleni.

Vysetfeni poZadovana z Interniho oddé€leni zahrnovala specidlni metody pro zjisténi

pfic¢iny vzniku anemie vcetné elektroforézy séra a vySetieni FLC.

Nalez paraproteinu IgG A 60,8 g/l (obrazek 37 a 38).
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Sample #: 11 Date:12/12 /2022 ID: 12100023
Depart.: JX05L

Obrdzek 337 Ndlez paraproteinu v oblasti y v elektroforeogramu pacienta (kazuistika 1)

ELP G A M K *L:

Obrdzek 348 Ndlez paraproteinu IgG A 60,8 g/l po IFE (kazuistika 1)

Dalsi vysetreni: CT mozku (normalni nélez), ultrazvuk bficha (normalni nélez),
ultrazvuk karotid (normdlni nélez), skiagrafie (bez patologie), RTG pravé rameno

(bez kostniho traumatu, mirna artrdza).

Diagnosticky souhrn: Mnohocetny myelom, hyperviskézni syndrom, hyperurikemie,

mikrocytarni mikrochromni anemie, chronické onemocnéni ledvin.
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Zaver: Vzhledem ke klinickému projevu a laboratornim néleziim podezieni
na mnohocetny myelom komplikovany hyperviskéznim syndromem. Zah4jena
parenteralni hydratace, forsirovand diuréza a lécba bisfosfonaty. Pacient informovan
o onemocnéni a pielozen k dalsi pé¢i na IV. interni a hematologickou kliniku Fakultni

nemocnice Hradec Kralové.

6.2. Kazuistika 2

Zena, 87 let (2/2022)

Osobni anamnéza: Pacientka s diagnostikovanym mnohocetnym myelomem v r. 2019,
sdilené péce s I'V. interni a hematologickou klinikou Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Lécba: cyklofosfamid + prednison + thalidomidin, chemoterapie ukoncena 10/2019.
Diagnosticky souhrn: Mnohocetny myelom (1/2019):
— paraprotein IgG 30,4 g/1, FLC 682 mg/l,
— vicecetna osteolyticka loziska kycelni kosti, mnohocetna loziska v zebrech,
— trepanobiopsie — 70% infiltrace mnohocetnym myelomem.

Pacientka po ukonceni chemoterapie pravidelné kontrolovana a vySetfovana na HTO

Oblastni nemocnice Ji¢in a.s.

Prvni indikace k vySetfeni elektroforézy (obrazek 39) a imunofixaci (obrazek 40) séra
(10/2021), nalez paraproteinu IgG A 9,6 g/l, kreatinin (142 umol/l), celkové bilkovina
(76,5 g/l).
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Sample #: 5 Date:7/10/2021 1D: 10050269
Depart.: JX58A

Obrdzek 359 Ndlez paraproteinu v oblasti y v elektroforeogramu pacienta
(kazuistika 2, 10/2021)

ELP G A M K L

Obrdzek 40 Ndlez paraproteinu IgG A 9,6 g/l po IFE (kazuistika 2, 10/2021)

Dalsi vySetteni elektroforézy (obrazek 41) a imunofixaci (obrazek 42) séra (2/2022),
nalez paraproteinu IgG A 32,2 g/l, kreatinin (205 umol/l), celkova bilkovina (94,5 g/1).
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Sample #: 3 Date:11/2/2022 ID: 02100263
Depart.: 1¥58A

Obradzek 41 Ndlez paraproteinu v oblasti y v elektroforeogramu pacienta
(kazuistika 2, 2/2022)

ELP G A M K L

Obrdzek 4236 Ndlez paraproteinu IgG A 32,2 g/l po IFE (kazuistika 2, 2/2022)

Zaver: Sledovan postupny vzestup paraproteinu a koncentrace kreatininu. Stav
hodnocen jako relaps onemocnéni. Pacientce nabidnuto konziliarni vySetfeni
na IV. interni a hematologické klinice Fakultni nemocnice Hradec Kréalové. Pacientka

odmitla, preferuje paliativni postup na ambulanci HTO Oblastni nemocnice Ji¢in a.s.
Lécba (2/2022): Prednison, Endoxan.

Pacientka zemfela (5/2022).
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7. DISKUSE

V dlouhodobém métitku pocet malignich novotvart v Ceské republice, ale i ve svéts,
konstantné roste, podrobnd data vyskytu nejCastéjSich malignit shromazd'uje Narodni
onkologicky registr. Incidence malignich monoklonélnich gamapatii je z dlouhodobého
hlediska také na vzestupu, a¢ jsou nékteré typy vzacné, MM je druhym nejcastéjSim krevnim
nadorem (Krejéi 2022). Nartist poétu pacientl trpicich MM v CR neni zptisoben pouze
rostoucim poctem novych ptipadd, ale také vyraznym pokrokem v diagnostice i 1écbé
od za¢atku tisicileti (Kolektiv autorti 2022). Aktulni incidence MM v CR je 2,65/100 000
obyvatel (Czech Myeloma Group 2023). Na konci minulého stoleti pacienti s MM priezivali
primérné 2,5-3 roky. Dnes je mozné dosdhnout pétiletého pieziti az u poloviny pacientil
starSich 70 let. S agresivni lé¢bou a transplantaci kmenovych bun¢k mohou pacienti mladsi
70 let zit az 8 let. Pokrok v 1é¢bé MM patii k témét nejvyraznéjsim ve srovnani s 1écbou
jinych nadorovych onemocnéni (Kolektiv autorti 2022). V ramci naseho vyzkumu byl MM
prokazéan u 7 pacientil z celkového poctu 518 IFE vySetfovanych pacientil, coz pfi pfepoctu
na 1 rok dava 5,4/100 000 obyvatel, tedy tidaj nasobné vyssi. To je zptisobeno faktem, ze se
nejedna o méteni ndhodné vybraného souboru obyvatel, ale jedna se o pacienty s problémy

naznacujicimi moznost vyskytu MG ¢i1 jiného patologického stavu.

Oproti MM je dalsi typ maligni monoklonalni gamapatie MW vzacnéjsi. Incidence tohoto
onemocnéni je asi desetkrat niz§i nez MM, uvadi se 0,26/100 000 obyvatel (Adam 2009).
Z 1FE vySetfovanych 518 pacientl byly odhaleny 3 ptipady MW, v piepoctu 2,31/100 000
obyvatel. Vys§i incidence je opét zpisobena vybérem pacientli. Pro pfesnou diagnostiku
a piipadnou 16¢bu jsou v CR uréena centra diagnostiky a 1é¢by MW, nejbliz§i centrum je
pracovisté Interni hematologické a onkologické kliniky ve Fakultni nemocnici Hradec

Kralové, kam byli pacienti s podezienim na MW odeslani.

Obéma témto malignitam a dalSim malignim MG predchazi prekancer6za MGUS, ktera
se z MG vyskytuje nejéastéji. Cetnost MGUS je asi stokrat vy§si nez MM, piiblizné 3,2 %
(3200/100 000 obyvatel) (Maisnar 2013, Solcova 2021). Ze studovaného souboru 3805
pacientskych vzorkl byl MGUS nalezen u 278 z nich, tedy 7,3 %. Je uvadéno, ze kazdy rok
1 % MGUS progreduje do maligni MG, mimo jiné i proto je dileZitd v€asna diagnostika
pacientti s MGUS pro jejich pravidelné sledovani. Behem obdobi sledovéni (¢erven 2021—

zati 2023) doslo k ptechodu z MGUS do maligni MG u 3 pacienttl, coz je 1,1 % ptipadi.
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Vyskyt MG je v ramci Narodniho onkologického registru sledovan mimo jiné dle
jednotlivych regionti CR. Dle dostupnych dat je vyskyt malignich lymfoproliferativnich
onemocnéni véetné MG v Kralovéhradeckém kraji ze vSech krajii nejvyssi, a to konkrétné
v oblasti Trutnovska, Ji¢inska a Kralovéhradecka. Z tohoto divodu probehla studie
“Analyza &astgj§iho vyskytu mnoho&etného myelomu ve vychodnich Cechach” trvajici
10 let, ve které se autofi zaméfili na pacienty s MGUS a Cetnost ptfechodu do maligni MG
konkrétn¢ v oblasti Trutnovska. V rdmci této analyzy byla progrese do malignity 1,6 % rocné
(v nasem vyzkumu 0,44 % ro¢n¢). Nejcastéjsi maligni diagndzou byl jako v nasem piipadé
MM. Zminéna studie prokézala, ze vyssi vyskyt malignich lymfoproliferaci v regionu
souvisi s vyssi Cetnosti MGUS, coz potvrzuje i naS vyzkum odhalujici 7,3 % MGUS
z celkového poc¢tu méfenych pacientt. Priciny vyssi incidence mohou byt rizné a 1ze o nich
pouze spekulovat. V uvahu ptipadaji faktory zivotniho prostfedi, napt. zvySeny vyskyt
radonu, pfechod radioaktivniho mraku po havérii Cernobylské atomové elektrarny aj.

(Maisnar 2013).

Incidence vyskytu MG s rostoucim vékem stoupd, jedna se o nemoc starSich. Mediadn
véku pfi stanoveni diagnozy je 68 let (Czech Myeloma Group 2023, Solcova 2019). V ramci
nasi experimentalni prace byl medidn i primér v€ku stanoven na 71 let. NejmladSimu
pacientovi bylo 28 let, u takto mladych lidi (do 40 let) se nemoc vyskytuje vzacné. Nemoc
(pfedeviim MM) je mirné Castéji diagnostikovana u muzi (Solcova 2019). V nasi analyze
tvotili muzi vice nez polovinu pacienti s MG (53,8 %). Nej€astejSim typem paraproteinu je
IgG (70 %), méné Casty IgM (15-20 %) a nejméné se vyskytuje typ IgA (11 %). Z lehkych
fetézcl prevazuje k (62 %) nad A (38 %) (Solcova 2019). Tuto skute¢nost potvrdila i nase
analyza. NejcastéjSim typem nalezené¢ho paraproteinu byl IgG x (39,7 %), dale IgG A
(23,8 %) a az poté nasledovaly dalsi typy tézkych fetézci M-proteinu. Béhem studie jsme
také narazili na dva vzacné se vyskytujici typy M-proteinu, a to IgD a paraprotein tvofeny

pouze lehkym fetézcem.

Pro zisk dat v diplomové praci byla vyuzZita gelova elektroforéza systému HYDRASIS,
ktera byla porovnavana s dalSimi metodami v ramci studie ¢asopisu Klinickd biochemie
a metabolismus. Ze studie vyplyva, ze systém HYDRASIS produkuje spolehliva data
o sérovych proteinech srovnatelna s jinymi moznostmi gelové elektroforézy. Za nevyhodu
autofi povazuji poloautomaticky systém s nutnosti obsluhy po celou dobu probihajici
analyzy. Jiné systémy pracujici na principu gelové elektroforézy byvaji pln€ automatizované

a pracuji na zakladeé ¢arového kodu na zkumavce. V ramci této studie byly také porovnavany
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systémy gelové elektroforézy s kapilarni elektroforézou. Kapilarni elektroforéza je dle
vyzkumu rychlej$i, u¢innéjsi a poskytuje vyssi zachyt paraproteini. Nevyhodou kapilarni
elektroforézy v této problematice je analyza paraproteinti v moci, kterd je oproti gelové
v Oblastni nemocnici Ji¢in a.s., na kterém byl vyzkum diplomové prace provadén,
po uvazeni vSech pozitiv a negativ pieslo z gelové elektroforézy systému HYDRASIS

na kapilarni elektroforézu, a to po ukonceni naSeho vyzkumu (od zati 2023).

Studie publikovana ,,College of American Pathologists* se zaméfila na porovnavani
identifikace typu a kvantifikace paraproteinu pomoci IFE a tzv. imunosubtrakce (ISE) séra,
ktera se provadi v systému kapilarni elektroforézy, v oblasti diagnostiky MG. Studie
upozoriiuje na nizsi zachyt paraproteinii v niz§i koncentraci a vzacnéjsiho typu (biklonalni
paraproteiny, IgD) metodou ISE. Vzhledem k tomu, Ze pro pacienty s MG je zasadni v€asna
diagnostika, kvantifikace a uréeni typu paraproteinu pro vcasné a spravné zahajeni 1écby,
povazuji za optimalni vyuziti IFE (Mrosewski 2021). V rdmci zminéné studie byla vyuzita
sada HYDRASIS IFE obdobné jako v ndmi provadéné analyze. Pokud bychom vychézeli

z vysledkli zminéné studie, nepfisli bychom na 10 % ptipadii ze vSech MGUS.

Ceska myelomova skupina (CMG) spustila projekt CRAB, ktery je cilen na praktické
lékate a Iékate prvniho kontaktu s pacienty (napf. ortopedy, fyzioterapeuty), kam pacienti
nejcastéji dochazeji pii bolesti zad. Tento projekt ma upozornit na rostouci vyskyt MG,
na které by meéli 1€kafi myslet pravé pifi bolesti zad, kterd neustupuje a Casto vznika
neocekavané (bez zjevné pticiny). Tento projekt poukazuje jednak na jednoduchou a levnou
variantu vySetieni zakladnich biochemickych a hematologickych metod (a RTG vySetieni)
zahrnutych v tzv. CRAB symptomech, zminénych v teoretické ¢asti prace. Dale CMG
upozoriiuje na pokles vySetfovani sedimentace erytrocyti, ktera byla diive béznou soucasti
preventivni prohlidky pacienta. Sedimentace erytrocyti byva v moderni mediciné
nahrazovana vySetienim CRP, které vSak na MG neupozorni, pfestoZe i u této nemoci
probihé velice Casto zanétlivy proces (Straub 2019). JelikoZ do CRAB symptomt fadime
zédkladni laboratorni metody, byly tyto symptomy vySetfeny 1 u vSech nadmi sledovanych
pacientll. Problém s nedostate¢nou indikaci sedimentace erytrocyti potvrzuje i nas vyzkum,

pfi kterém byla sedimentace vySetiena pouze u 27,8 % vSech pacientt.
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1 4 A4
8. ZAVER
Zhodnoceni diplomové prace 1ze shrnout do néasledujicich bodu:

V obdobi od ¢ervna 2021 do zéii 2023 jsme provedli elektroforetickou analyzu vzorka
lidského séra (pfipadné¢ moci) u pacienti vysetfovanych v Oblastni nemocnici Ji¢in a.s.
Jednalo se o pacienty z riznych odd€leni nemocnice, od praktickych 1ékaid nebo 1ékari
specialistli. Elektroforetickd analyza probihala na zdklad¢ indikace lékatem, nebo byla
nasledn¢ vysetfena po dohod¢ bioanalytického pracovnika Oddéleni klinické biochemie

nemocnice Ji¢in s oSetfujicim Iékaiem na zaklad¢ anamnézy pacienta.

V ptipad¢ nalezu paraproteinu v elektroforeogramu nasledovalo vySetfeni imunofixaci
pro stanoveni typu a koncentrace nalezeného paraproteinu nebo piipadného vylouceni
nalezu paraproteinu. Paraprotein byl elektroforeticky prokazan u 789 pacientskych vzorki
z celkového poctu 3805 vysetiovanych vzorkd. Imunofixaéné se tento nalez potvrdil u 292

pacientdi. Imunofixace vyloucila pfitomnost paraproteinu u 226 pacienti.

U vzorkll s imunofixacné potvrzenym paraproteinem jsme nasledné vySetiili dalsi
podstatné parametry (CRAB symptomy, FLC aj.), abychom je mohli déale zaradit dle

stanovenych kritérii.

Na zéklad¢ vSech zjisténych vysledkil jsme stanovili, o jaky typ monoklondlni gamapatie
by se mohlo u konkrétniho pacienta jednat a vysledek konzultovali s oSetfujicim 1¢katrem.
Pacienti s podezfenim na mnohocetny myelom byli odeslani na Oddé¢leni klinické
hematologie a transfuziologie, kde jim byl sdélen dalSi postup a 1écba. Pii podezieni na
Waldenstromovu makroglobulinemii byli pacienti odeslani na specializované pracovisté pro
diagnostiku a 1é¢bu tohoto onemocnéni. Zachyt nemaligniho onemocnéni MGUS byl sdélen
osetfujicim lékaiim, pacienti s timto druhem monoklonalni gamapatie budou sledovéni

v urcitych intervalech dle rizika pfechodu do maligni formy.
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9. POUZITE ZKRATKY

B2M
CMG
CRAB
CRP
CT
ELFO
ELP
FLC
FW
GIT
HGB
HTC
IFE

Ig
IMWG
ISE
ISS

KO
LDH
LIS
MADb
MCV
MG
MGUS
MCH

MCHC

MM

B2-mikroglobulin

Ceska myelomova skupina (Czech Myeloma Group)
Calcium, Renal, Anemia, Bone

C-reaktivni protein

Vypocetni tomografie (Computed Tomography)
Elektroforéza

Referencni stopa

Volné¢ lehké fetézce (Free Light Chains)
Sedimentace erytrocytt (Fahracus Westergren)
Gastrointenstinalni trakt (travici trakt)
Hemoglobin

Hematokrit

Imunofixaéni elektroforéza

Imunoglobulin

International Myeloma Working Group
Imunosubtrakce

International Staging System

Kostni dient

Krevni obraz

Laktatdehydrogenasa

Laboratorni informacni systém

Monoklonélni protilatky

Stfedni objem erytrocytli (Mean Corpuscular Volume)
Monoklonalni gamapatie

Monoklonélni gamapatie nejistého vyznamu

Stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech (Mean Corpuscular
Hemoglobin)

Stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration)

Mnohocetny myelom
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MPV
MR
MRD
MW
PCT
PDW
PLT
RBC
RDW
RTG
WBC

Stiedni objem krevni desticky (Mean Platelet Volume)
Magneticka rezonance

Minimalni rezidualni nemoc (Minimal Residual Disease)
Waldenstrémova makroglobulinemie (morbus Waldenstrom)
Destickovy hematokrit — trombokrit (Plateletcrit)
Distribu¢ni Sife trombocyta (Plateletes Distribution Width)
Trombocyty (Plateletes)

Erytrocyty (Red Blood Cells)

Distribucni Site erytrocytt (Red cell Distribution Width)
Rentgen

Leukocyty (White Blood Cells)
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