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SOUHRN

Hlavnim predstavitelem monoklonalnich gamapatii je mnohocCetny
myelom. Mnohocetny myelom je zhoubné onemocnéni zpusobené maligni
transformaci B lymfocytd, jejich klonalni proliferaci a akumulaci terminalnich
vyvojovych stadii plazmocyta.

Diagn6éza je stanovena na zakladé pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu v séru nebo moci, prikazu infiltrace kostni dfené myelomovymi
burikami a osteolytického postiZzeni. Z laboratornich metod, které nam pomahaiji

ur€it paraprotein, patfi stanoveni a identifikace monoklonalniho
imunoglobulinu pomoci elektroforézy a imunofixace, stanoveni volnych lehkych
fetézcu, cytologické vySetfeni punktatu kostni dfené. Prikaz osteolytického
postiZeni je provadén makroskopickymi zobrazovacimi technikami jako RTG.

Moznosti IéEby se v poslednich letech vyrazné zlepsily. Mezi |éCebné
programy zahrnujici vysokodavkovou chemoterapii s autologni transplantaci
pfibyly léky, kterymi jsou thalidomid, lenalidomid a bortezomib.

V praktické Casti prace jsme se zabyvali srovnanim metod ELFO, IFE a
VLR (Elektroforéza, imunofixace, volné lehké Fetézce) z hlediska citlivosti
zachytu paraproteinu. Ze zavéru sledovani vyplynulo, ze vySetfeni sérovych
hladin VLR se jevi méné citlivou metodou nez stanoveni patologickych hodnot
indexu k/l. V naSem Souboru pacientu byla kromé toho potvrzena vySsi citlivost
metody IFE ve srovnani s ELFO a vySSi citlivost indexu k/l ve srovnani

s vySetfenim sérovych hladin VLR.



SUMMARY

Multiple myeloma is one of the main representatives of monoclonal
gammapathy diseases. It is caused by malignant transformation of B-
lymphocytes, its clonal proliferation and accumulation of terminal stages of
plasmocyte maturation.

Clinical diagnosis is based on presence of this monoclonal
immunoglobulin in serum or urine, myeloma cells infiltration into bone marrow
and finding osteolytic lesions in bones. The electrophoresis and immunofixation
of monoclonal immunoglobulins, free light chains assay, cytology of bone
marrow aspirate are the most important laboratory tests helping in the
statement of this immunoglbuline. The proof of the osteolytic damage is made
using imaging technologies, such as RTG.

Treatment of multiple myeloma had significantly improved during last
years. The main options of therapy include high-dose chemotherapy and
autological transplantations, together with immune modulating drugs, such as
thalidomide, lenalidomide and bortezomib.

Experimental part was focused on the comparison of sensitivity of
paraprotein assessment by electrophoresis, immunofixation and free light
chains assay. We can assume on the base of the results of the work that the
free light chain assay is less sensitive method compared to k/l index.

In addition — the higher sensitivity of IFO in comparison with
electrophoresis and the higher sensitivity of k/l in comparison with the serum

levels free light chains was found in our set of patients.
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| UvoD
ZADANI BAKALARSKE PRACE - CiL PRACE

Cilem této bakalafské prace je shromazdit informace a poznatky
o0 mnohocCetném myelomu, vypracovat pFfehled o provadéné laboratorni
diagnostice tohoto onemocnéni. DalSim cilem je srovnani diagnostickych
pristuptl na nasem pracovisti s doporuéenim Ceské myelomové skupiny
pro vySetfeni mnohocetného myelomu.

Hlavnimi zdroji pro tuto praci byly knizni odborné publikace
pro hematologii a hematoonkologii, biochemii a imunochemii, dal§i potfebné
informace byly dopInény z odbornych €asopisl a internetovych zdroj.

Pfednostné jsem informace hledala v eské a slovenskeé literatufe. Dale
jsou zde zminény vysledky Ceskych studii, zabyvajicimi se touto problematikou

a srovnani s vysledky ziskanymi na nasem pracovisti.



Il TEORETICKA CAST

1 Monoklonalni gamapatie

Monoklonalni gamapatie (MG) jsou stavy vyznacujici se maligni
monoklonalni proliferaci B lymfocytd a jsou charakterizovany produkci
homogenniho monoklonalniho proteinu (oznacuje se jako M-protein, Mig,
M-komponenta, paraprotein) nebo jeho strukturalnich komponent (tj. lehkych
Fetézcll, vzacné i tézkych fetézcd) molekuly imunoglobulinu (Spicka, 2008).

Tézké fetézce patfi k jedné z péti imunoglobulinovych tfid G, A, M, D
nebo E, lehké fetézce jsou antigenniho typu kappa nebo lambda.

Monoklonalni imunoglobulin nalezi vzdy k jedné imunoglobulinové tfidé
(Ig), kjedné podtfidé Ig a ma jen jeden typ lehkych fetézcl. Rozdil
od normalnich Ig je pfedevS§im v homogenité. Protilatkova aktivita u vétSiny
paraproteinli neni znama, ale jednou z teorii pavodu monoklonalnich Ig je
imunitni odpovéd, ktera se vymkla kontrolnim mechanizmam (Tichy, 2006).

Maligni klon bunék produkuje patologicky imunoglobulin — paraprotein.
Kromé paraproteinu dochazi k uvolfiovani dalsi molekuly tzv. syndecanu-1.
Tato molekula nese oznaceni CD138. Bylo prokazano, Ze jde o novy
prognosticky ukazatel MM (Pecka, 2006).

viwv s

mnohocetny myelom.

2 Mnohoc¢etny myelom — historie onemocnéni

MnohoCetny myelom je puvodni popisny nalez, ktery patologové
v devatenactém stoleti pfifadili pitevnimu nalezu kosti postizenych Cetnymi
osteolytickymi loZisky. Zjistili, Zze se nejedna o metastazy néjakého karcinomu,
ale o nadory vyruastajici z bunék kostni dfené (Adam, 2007).

Mnohem znaméjSi jsou vS8ak zpravy Henry Bence Jonese (1847)
a Williama Macintyrea (1850), ktefi v moci londynského obchodnika nalezli
protein o velmi specifickych vlastnostech, podle dnesni terminologie
paraproteinurii ¢i Bence-Jonesovu (B-J) proteinurii.

Termin ,mnohocCetny myelom® pouzil v roce 1873 von Rustizky, ktery
popsal i typicky vzhled myelomovych bunék (Spi¢ka, 2006).

Teprve pozdéji byly popsany jednotlivé typy bunék kostni dfené a zjistilo

se, Ze tyto nadory jsou tvofeny burikami, které jsou podobné normalnim



plazmatickym bufkam tzv. plazmocytim ( Adam, 2007). Nazev plazmaticka
bunka zavedl roku 1875 Hartz Heinrich Waldeyer.

Charakteristicky obraz nemoci popsal profesor Otto Kahler v roce 1889.
| kdyZ je morfologicka charakteristika znama jiz od zacatku dvacatého stoleti,
podrobnéjSi informace o cytologickych, morfologickych a imunologickych
vlastnostech plazmocytd byly ziskany az v poslednich desetiletich (Spicka,
2006).

3 Epidemiologie onemocnéni

V souCasnosti je MM druhou nejCastéji se vyskytujici hematologickou
malignitou. Jeho relativni zastoupeni v této skupiné onemocnéni tvofi asi 10 %.

Onemocnéni postihuje pfedevsim starSi vékové skupiny (median 60-65
let). Méné nez 2 % vSech pacientu je ve véku do 40 let.

Roc¢ni incidence nemoci je pfiblizné 4 nové zjisténa onemocnéni na 100
tisic obyvatel. Vy3Si incidence je v afro-karibské populaci neZz u populace
kavkazské (Hajek, 2009). Incidence MM v poslednich letech stoupa. Je to dano

predevsim zlepSenim diagnostiky tohoto onemocnéni (Sakalova, 2010).

4 Etiologie onemocnéni

Stejné jako u vétSiny hematologickych malignit je prvotni pfi¢ina MM
neznama. Na zvySeném riziku choroby se podili zfejmeé jak geneticka dispozice,
tak i vlivy prostfedi. Pro vliv endogennich faktorl svédc&i zvySeny vyskyt MM
v nékterych rodinach. U pfibuznych prvniho stupné pacientdt s MM bylo
popsano 3-6 krat vyssi riziko choroby (Spicka, 2006).

Je prokazano, ze vSem pfipadim MM pfedchazi monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (Sakalova, 2010).

Na vzniku onemocnéni se mohou dale podilet ionizujici zafeni, chemické

kancerogeny a virové infekce .

5 Patofyziologie onemocnéni

MM je zhoubné hematologické onemocnéni charakterizované maligni
mutaci B lymfocytu ve folikulu lymfatické tkané. Dochazi k nekontrolované
proliferaci a diferenciaci této mutované formy na patologicky zménéné
plazmocyty (Pecka, 2006).

Konecnym stadiem je zrala myelomova burika (MB). Myelomové buriky

jsou témér nesmrtelné, a proto se hromadi v kostni dfeni. Vylu€uji do svého



okoli mnoho cytokinud a ty zpusobuji pestré klinické projevy choroby. Cytokiny
stimuluji osteoklasty k odbouravani kosti (osteoporéza) a brzdi krvetvorbu
(pancytopenie). Porucha ve vyzravani plazmocytl je zodpovédna za snizenou
syntézu vlastnich protilatek coz vede k poruSe protilatkové imunity (Adam,
1997).

5.1 Klinické pfiznaky a projevy

Klinické zkuSenosti dosvédcCuji, Zze v typickych pfipadech MM probiha
v urCitych vyvojovych fazich. Rustova aktivita nadorové populace je ve vétsiné
pfipadd v pocateCnich fazich onemocnéni nizka. Z toho vyplyva,
Ze symptomatickou chorobu pFfedchazi bezpfiznakové obdobi, jehoz délka
kolisa od nékolika mésici po mnoho let. Béhem této doby je diagnostikovan
MM asi u 15-20 % pacient na zakladé laboratorniho vysetfeni (at jiz ,nahodné*
celkové bilkoviny €i hodnoty sedimentace). V dalSich fazich jiZ nemoc postihuje
mnohé organy a systémy, proto byvaji symptomy MM dosti rdznorodé (Spicka,
2006).

Nejcastéjsi klinické projevy

1. Pfiznaky destrukce kosti:

e déle trvajici nevysvétlené bolesti patefe, spojené se zmenSovanim télesné
vysKky, bolesti jinych kosti

e osteopordza, obzvlasté u muzld a premenopauzalnich zen

e symptomy odpovidajici kompresi michy, nebo kompresi kofenu misnich
nervu

2. Projevy oslabené imunity a (nebo) zhorsené funkce KD:

e opakované, dlouhodobé infekce

e anémie, typicky normochromni, pfipadné spojené s leukopenii
a trombocytopenii

3. Trvale vysoka hodnota sedimentace erytrocytd (FW) nejasné etiologie,
zvySena viskozita plazmy, zvySena koncentrace celkove bilkoviny v plazmé

4. ZhorSena funkce ledvin

o

Hyperkalcemie
U pacienta maze byt pfitomen jeden, ale i vice pfiznaki soucasné
(Hajek, 2009).



5.2 Stanoveni diagnézy

Diagnostika MM je =zalozena na soucasné pfitomnych projevech

onemocnéni, kterymi jsou:

e pfitomnost monoklonalniho Ig v séru nebo v moci

e cytologicky ¢i histologicky prukaz infiltrace kostni dfené myelomovymi
elementy

e osteolytické postiZzeni skeletu

Diagnézu nemoci stanovuje lékaf na zakladé porovnani biochemickych,
rentgenologickych a cytologickych nebo histologickych nalezli s pfijatymi
diagnostickymi kritérii pro toto onemocnéni (Adam, 2001).

Zakladni  charakteristkou MM je pfitomnost monoklonalniho
imunoglobulinu v séru, ktery vS8ak mlze byt pfitomen i u relativné benigni
jednotky tzv. monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), ale také
u dalSich malignich chorob (AL amyloidozy,Waldenstromovy
makroglobulinémie) a jinych chronickych zanétlivych stavl (Hajek, 2009).

MGUS je povazovana za benigni onemocnéni, ale mlze se
transformovat do MM. U vice nez jedné tfetiny pacienti dochazi k rozvoji MM
z MGUS (Balcarkova, 2007).

Diagn6zu MM nelze stanovit pouze zjednoho vySetfeni. Vzhledem
ke kontinudlnimu pfechodu mezi monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu
a MM bylo nutné vytvorit klinicka kriteria, jejiz cilem je odlisSit MM od MGUS
(Hajek, 2009).

NejsirsSiho pfijeti dosahla kritéria dle Durieho a Salmona (D-S)
zroku 1975. Tento nejCastéji uzivany systém stanoveni MM je stale dobfe
pouzitelny.

V roce 2003 byla nové revidovana diagnosticka kritéria MG skupinou
International Myeloma Working Group (IMWG, 2003), ktera déli MM do dvou
zakladnich kategorii, asymptomatické a symptomatické formy onemocnéni .

Lécba by podle IMWG kritérii méla byt zahajena az v pfipadé splnéni
kritérii symptomatické faze onemocnéni tj. v pfipadé poskozeni nékterého
z organu, pritomnosti ,CRAB" symptomu. | kdyz zkratka CRAB zahrnuje jen
HyperCalcemii, Renalni insuficienci, Anemii a kostni (Bone) poskozeni, muze jit

o jakékoliv jiné poSkozeni souvisejici s MM (Hajek, 2009).



Hyperkalcémie vznika na podkladé zvySeného kostniho obratu
a osteoresorpce, zvysuje nefrotoxicitu lehkych Fetézclh. ZvySena koncentrace
urey a kreatininu signalizuje renalni insuficienci. Na pfitomnost paraproteinu
nas mlze upozornit vysoka koncentrace celkové bilkoviny séra (90 g/l a vice)
pfi souCasné nizké koncentraci albuminu vséru, i kdyz u MGUS
a v pocatec€nich stadiich MM mohou byt koncentrace celkové bilkoviny normalni
(Granatova, 2011).

V roce 2005 zverejnil IMWG novy prognosticky systém pro MM, ktery je
mnohem jednodu$Si nez puvodni Durieho a Salmon(v. Tento systém vyuziva
pouze dvou laboratornich ukazateld stanovenych v dobé& diagndzy, sérovych
koncentraci albuminu a beta 2- mikroglobulinu (Maisnar, 2008)

K potvrzeni diagndézy se bézné vyuziva imunohistochemické vySetfeni,
které prokaze klonalni restrikci lehkych fetézcu (pfevahu jednoho typu lehkého
fetézce) v poméru vétsim nez 16:1. Pomér mensi nez 4:1 svédCi obvykle
pro reaktivni pavod plazmocelularni infiltrace (Granatova, 2011).

| pFes tato kritéria vSak €asto nelze rozhodnout, zda se jedna o MM, nebo
o nemaligni MGUS. Pokud neni diagn6za po prvnim komplexnim vysSetieni
jasna, je vhodnéjsi ponechat diagnézu neuzavienou a pacienty s timto nalezem

pravidelné kontrolovat ve 3-6 mési¢nich intervalech (Hajek, 2009).

Tab. 1. Diagnosticka kritéria MM dle Durieho a Salmona, 1975

Velka kritéria Mala kritéria
1) Plazmocytom (histologie tkané) a) Plazmocytéza v kostni dreni (10
— 30 %)
2) Plazmocyt6za v kostni dieni > 30 % b) Koncentrace Mg nizS8i nez
v bodé 3

3) Sérové koncentrace monoklonalniho c) Osteolyticka loziska

imunoglobulinu (Mlg)

V séru: Mig > 35 g/I, MIgA > 20 g/l d) Snizeni ostatnich fyziologickych
imunoglobulind
Mnozstvi lehkych fetézcl v moci IgG <6 g/l
za 24 hodin > 1g IgA <1 g/l
IgM < 0,5 g/l

10



Diagn6éza MM je jasna, je-li pfitomno jedno velké a jedno malé kritérium,

anebo jsou-li pfitomna kritéria a+b a dale kritérium ¢ nebo d (Adam,2007).

Tab. 2. Stanoveni klinického stadia MM dle Durieho a Salmona, 1975
l. stadium Jsou splnény vSechny nize uvedené podminky :
Koncentrace Hb > 100 g/|
Koncentrace Ca do 3 mmol/l
Normalni kostni struktura anebo solitarni kostni loZisko
plazmocytomu
Relativné nizka koncentrace Mlg:a) MIgG < 50 g/l,b) MIgA
< 30 g/l c) exkrece lehkych fetézcl v moci do 4 g/24 hodin
[l. stadium Nejsou splnény podminky I. ani lll. stadia.
[ll. stadium Je splnéna alespori jedna z nasledujicich podminek :
Koncentrace Hb < 85 g/l
Zvysena koncentrace Ca nad 3 mmol/l
Vice nez 3 osteolyticka loZiska
Vysoka koncentrace Mig : a) MigG > 70 gll,
b) MIgA > 50 g/l, c) vylou€eni vice nez 12 g lehkych
fetézcl moce za 24 hodiny.
Subklasifikace : A — kreatinin do 2 mg/ml; B — renalni insuficience s retenci

dusikatych latek, kreatinin > 2mg/ml (2).

Tab. 3. Kritéria dle International Myeloma Working Group (IMWG), 2003
1. Pfitomnost MIg v krvi nebo v moci
2. Pfitomnost monoklonalnich plazmocytu v kostni dfeni obvykle > 10 % nebo
biopticky prikaz plazmocytomu.
3. Pfitomnost alespori jedné dysfunkce ¢i poSkozeni organu zplsobené

plazmocytarnim myelomem:

C — kalcium hyperkalcemie v séru >2,8 mmol/l

R —rena renalni insuficience (sérovy kreatinin > 180 mikro mol/l)

A —anemia anemie (hemoglobin < 100 g/l nebo 20 g/l pod dolni hranici normy)
B — bone osteolyticke lozisko nebo osteoporéza

Jiné — symptomaticka hyperviskozita, amyloidéza; bakterialni infekce > 2 za rok
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Pro diagnézu symptomatického mnohocetného myelomu je nutno spinit

vSechna tfi kritéria (Kacirkova, 2007).

Tab. 4. Mezinarodni prognosticky index pro mnohoc¢etny myelom, IMWG, 2005
(Hajek, 2009).

Klinické stadium B2M Albumin (g/l)
I <35 > 35
Il <35 <35
Nebo 3,5-5,5 > 35
1l >5,5

Z uvedeného vyplyva, Ze kurCeni diagnézy MM jsou pouzivany

laboratorni vysledky a nalezy zobrazovacich technik.

5.3 Podskupiny mnohoéetného myelomu

Nesekreéni forma myelomu - neoplastické plazmocyty sice
imunoglobulin tvofi, ale nesecernuji, takze v séru ani v moCi nelze prokazat
M-komponentu.

Asymptomaticky myelom je v sou¢asné dobé doporuCované oznaceni
pro tzv. doutnajici myelom (SMM). V tomto pfipadé je koncentrace M-Ig vice
nez 30g/l a nebo plazmocyty tvofi 10-30 % ze v8ech jadernych bunék KD,
avSak nejsou pfitomna osteolyticka loZiska a pacient je zcela asymptomaticky.

Plazmocytarni leukemie je definovana jako plazmocytarni myelom
s vice nez 2x 109/l cirkulujicich plazmocytl v periferni krvi nebo vice nez 20 %
plazmocytl ze vSech leukocytu.

Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS) - zahrnuje
pfipady s pfitomnosti M-komponenty avSak bez prikazu neoplazie
z plazmatickych bunék bez pfitomnosti organového Ci tkafiového poskozeni
(Kacirkova, 2007).
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5.4 Laboratorni diagnostika

Zkvalitnéni diagnostiky ma mimoradny vyznam pro v€asnou diagnozu
malignich gamapatii a pro lepSi prognozu jejich IéCitelnosti (Sakalova, 2010).
V poslednich letech bylo dosaZeno velkého pokroku v diagnostice MM (Straub,
2008).

Zakladnim vySetfenim pro diagnézu MM je stanoveni pfitomnosti
monoklonalniho imunoglobulinu v séru nebo mocdi. Ktomu se pouzivaji
elektromigracni metody (elektroforéza, imunofixace) a imunoturbidimetrické
nebo imunonefelometrické metody (stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru
¢i modi).

Druhym vyznamnym vySetfenim je stanoveni rozsahu postizeni kostni
diené. Kbézné provadénym vySetfenim Kkostni dfené (cytologické
a histologickeé) pribylo provedeni  imunofenotypizacniho, respektive
imunohistochemického vySetfeni. Cilem téchto vySetfeni je potvrzeni klonalni
populace nadorovych plazmatickych bunék (Maisnar, 2008).

Velmi dulezité v diagnostice MM jsou zobrazovaci vySetfeni pouzivana
k urCeni rozsahu kostniho postizeni.

K podezfeni na diagnézu MM mohou pfispét i vysledky dalSich

laboratornich vysSetfeni, které mohou souviset s patofyziologickymi projevy.

5.4.1 Elektroforéza bilkovin nasledovana provedenim imunofixace

Biochemicka diagnostika vyuziva pro laboratorni prikaz paraproteinu
elektroforézu bilkovin. Tato metoda je dostateCné citliva, rychla, levna
a dostupna. Slouzi k vyhledavani a kvantifikaci Mlg.

Imunofixaéni  elektroforézu (IFE) vyuzivame k potvrzeni ELFO
a klasifikaci a kvantifikaci Mlg (Tichy, 2006).

Elektroforéza i imunofixace patfi do skupiny elektromigracnich metod.
Elektromigracni metody patfi mezi metody separacni. Separace jednotlivych
latek je dana jejich rozdilnou migracni rychlosti v elektrickém poli, ktera je
umeérna velikosti naboje a strukture dané molekuly.

Elektrické pole zajiStuje stejnosmérny proud, ktery je pfiveden mezi dvé
elektrody, se kterymi je vodivé spojeno migracni prostiedi pro vzorky

(agarézovy gel). Po rozdéleni jednotlivych latek se barvicimi technikami
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provede vizualizace jednotlivych zon odpovidajicich jednotlivym rozdélenym
latkam.

U imunofixace se pfed vizualizaci inkubuje rozdéleny vzorek
se specifickou protilatkou proti stanovované slou¢eniné (SOP).

Imunofixani elektroforéza umoznuje identifikovat abnormalni frakce
v séru nebo moci inkubaci se specifickymi monovalentnimi antiséry (anti-a, anti-
M, anti-y, anti-k, anti-A, pfipadné anti-d, anti-€) aplikovanymi pfimo
na elektroforeogram. Po obarveni vzniklé precipitaty odpovidaji reakci antigen-
protildtka. ImunofixaCni elektroforéza je asi 10x citlivéjSi pro detekci

monoklonalniho gradientu nez prosta elektroforéza (Tichy, 2006).

5.4.2 Stanoveni volnych lehkych fetézcl

Relativné novou, ale jiz dobfe dostupnou metodou je stanoveni volnych
lehkych Fetézct v séru (,free light chain®, FLC, VLR).

Principem stanoveni VLR je prikaz pomoci protilatky proti vnitfnimu
epitopu molekul lehkych Fetézcli Mlg, ktery v kompletni molekule zlstava
pro detekci nedostupny.

Kromé& samotného stanoveni VLR je vyuzivan i pomér obou tFid lehkych
fetézcu (index k/l), ktery odrazi nejen nadprodukci patologického proteinu,
ale i miru suprese tvorby fyziologickych fetézct (Tichy, 2006).

Monitorovani sérovych hladin VLR je uZitenou metodou ke sledovani
prabéhu MM, ale i khodnoceni aktivity dosazené remise onemocnéni.
Stanoveni VLR se doporuduje také k monitorovani ¢asné odpovédi na terapii
(Séudla, 2010).

5.4.3 Stanoveni B2-mikroglobulinu

B2-mikroglobulin (B2M) je glykoprotein, ktery je homologni s konstantni
Casti tézkych Ig retézcl, je soucasti HLA systému a je exprimovan na vSech
jadernych bunkach.

Koncentrace B2M v séru i v moci je zavisla na funkci ledvin, protoze je
odbouravan a vyluCovan v ledvinach. Hodnoty B2M spolu s koncentraci
albuminu v séru jsou vyuzivany v novém mezinarodnim stazovacim systému

(ISS) doporuceném International Myeloma Working Group (Tichy, 2006).
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5.4.4 Kvantitativni stanoveni polyklonalnich Ig

Kvantitativni stanoveni polyklonalnich 1gG, IgA a IgM je rutinné
provadéno turbidimetricky nebo nefelometricky na zakladé reakce tézkych
fetézcu Ig s polyvalentnim antisérem. Toto antisérum je specifické pro danou
tfidu tézkych fetézcl. UrCeni kvantity paraproteint turbidimetricky nebo
nefelometricky muze byt pfesnéjSi nez elektroforetické stanoveni, zejména

u vysokych koncentraci Ig (nad 50 g/l) (Tichy, 2006).

5.45 Hevylite — stanoveni intaktnich molekul Ig v séru

Hevylite (HLC - heavy/light chain) je nova analyticka metoda, ktera velmi
nadéjné rozSifuje dosavadni moznosti typizace a monitorovani prabéhu
malignich MG.

Pouzité HLC protilatky umoznuji separatni rozpoznani a kvantifikaci
lehkych fetézcu kappa a lambda v ramci jednotlivych tfid Ig, v€etné stanoveni
poméru k/l, ktery koriguje variabilitu katabolismu 1gG i ostatnich Mlg a zmény
hematokritu i plazmatického objemu. Hevylite metodu lze s uspéchem pouzit
u stavl s nizkou hodnotou M-komponenty.

Z randomizovanych studii vyplyva, Zze jde o metodiku citlivéjsi, neZli je
standardni ELFO bilkovin séra a s obdobnou, pfipadné vyssi senzitivitou, nez je
IFE s vyhodou poskytnuti i kvantitativné vyjadfenych vysledkd méfeni (Séudla,
2010).

5.4.6 Morfologické hodnoceni punktatu kostni diené.

Standardnim postupem pro wurceni infiltrace KD plazmocyty je
cytologické vySetfeni natért dfenové krve ziskané sternalni punkci (SP) nebo
trepanobiopsii.

Vzhledem ktomu, ze IMWG zahrnuje jako jedno ze stézejnich
diagnostickych znaku pfitomnost vice nez 10 % plazmocytd v KD, je nutno
povazovat vySetieni aspiratu KD za zakladni (Kacirkova, 2007).

Aspiracni biopsie KD se u nas nejCastéji provadi z téla sternalni kosti
(sternalni punkce), nebo z oblasti zadniho trnu kosti kyCelni (trepanobiopsie)
v podminkach mistni infiltraéni anestézie. Vzhledem ktomu, Ze se jedna
o invazivni vySetfeni je nutné ziskat informovany souhlas pacienta. Aspiraci

ziskame vzorek KD, ze které zhotovime natéry (S&udla, 2006).
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K obarveni natérl pouzivame Pappenheimovu metodu panoptického
barveni (barveni roztoky May-Grinwald a Giemsa-Romanowski).

Diferenciace bunék tj. mikroskopicky rozpocCet se provadi pomoci
optického mikroskopu pfi 1000 nasobném zvétSeni (imerzni objektiv).

PFi mikroskopickém hodnoceni natéru ziskavame informace o bunéénosti
KD, hodnotime morfologické a pocetni odchylky v jednotlivych vyvojovych
fadach (Pecka, 2010).

Diagnostika MM zalozena na analyze aspiratu KD se zabyva nejen
hodnocenim pocetniho zastoupeni plazmocytd v KD, ale i patranim
po pritomnosti kvalitativnich odchylek PB ( Séudla, 2006).

Normalni zralé plazmocyty maji nizky nukleocytoplazmaticky (N/C)
pomér a excentricky ulozené kulaté €i ovalné jadro bez patrnych nukleold.
Chromatin je charakteristicky ,loukotovité“ usporfadan. Cytoplazma je objemna,
silné bazofilni s vyraznym projasnénim v oblasti Golgiho zény. Mohou v ni byt
patrna drobna kulatda nebo ovalna projasnéni. Lze v ni vidét nahromadéné
imunoglobuliny v podobé kapiek tzv. ,grape cells® (hroznovity vzhled) neboli
Mottovy buriky. Nékdy byva na okrajich zbarvena do Cervena tzv. plamenné
plazmatické buriky nebo jsou v ni pfitomny Cervené inkluze tzv. Rousselova
téliska. Casto jsou pfitomny intranuklearni vakuoly tzv. Dutcherova téliska
(Pecka, 2006).

Je nutné zdUraznit, Ze vzhledem k loziskovému charakteru postizeni KD
muze byt vySetfeni touto technikou faleSné negativni, proto by se technice
aspiracni biopsie i zhotoveni roztérového preparatu meéla vénovat velka
pozornost (Séudla, 2006).

5.4.7 Histologické vySetreni

V pfipadé husté infiltrace mOze byt dostaCujici aspirace ze sterna
a hodnoceni cytologického natéru. Pokud vSak pocet plazmocytd ziskanych
ze SP nespliuje kritéria onemocnéni MM a je podezieni na toto onemocnéni, je
nutné provést trepanobiopsii a histologické vysetieni valeCku KD (Adam, 2007).
Histologické vySetfeni poskytuje celou Fadu informaci. Dokaze stanovit
poCet PB, jejich klonalitu, cytomorfologické charakteristiky, architektonicky typ

nadorové infiltrace a pfipadné dalSi prognostické znaky (Fabian, 2006).

16



5.4.8 Zobrazovaci vySetreni

Zobrazovaci techniky maji vyznam pro stanoveni diagnozy MM,
ale i pro sledovani jeho IéCby.

Pfi podezfeni na MM patfi do standardniho vySetfeni rentgenove
vySetfeni osového skeletu, vCetné kréni, hrudni, bederni patefe a lebky, zeber,
panve, obou humer( a femura.

Nepodstatné vysSSi senzitivitu ma vySetfeni pomoci magnetické
rezonance (MR). Toto vySetfeni je esencialni pro nemocné s podezienim
na kompresi michy nebo kofenl miSnich nervl, pfipadné pro nemocné s bolesti
zad a nejednoznacnym vysledkem radiografického vysSetfeni. MR dobfe
rozpozna mékkotkanovou infiltraci v kosti.

Pocditatova tomografie (CT) — je vhodna v cilenych indikacich
vyplyvajicich z klinického podezfeni nebo rentgenového nalezu. CT nejpfesnéji
znazornuje kostni strukturu.

Radionuklidové vySetfeni pomoci technecia sestamibi (MIBI) je pfinosné
v detekci kostnich i mimo kostnich loZisek.

Radionuklidové vyS$etfeni pomoci pozitronové emisni tomografie Ize
vyuzit pfi negativnim RTG vySetfeni a klinické suspekci na kostni postizeni,
pfipadné k monitorovani nemoci, kde to neni mozné jinou metodou (Hajek,
2009).

5.4.9 Cytogenetické vySetreni

Obdobné jako u jinych hematologickych malignit, tak i u MM se Casto
setkavame se specifickymi po€etnimi i strukturnimi abnormalitami chromozomd.

Karyotypova nestabilita nadorovych plazmatickych bunék je Castym
rysem onemocnéni, byva pfitomna i u pacientd s MM.

Vstupni cytogeneticky nalez je povazovan za rozhodujici prognosticky
faktor. Znacny pokrok v cytogenetice MM znamenalo v poslednich letech
zavedeni modernich molekularné cytogenetickych metod, zejména techniky
fluorescenéni hybridizace in situ (FISH), ktera vyuziva k detekci
chromozomovych zmén specifické DNA sondy (Kuglik, 2006).

Velmi ¢astym nalezem u nemocnych s MM jsou pouze pocetni odchylky
chromozomu, tzv. aneuploidie, které se vyskytuji asi u 2/3 pacientd. Pfiblizné

ve 40 % pfipadu se jedna o tzv. hypodiploidii, to znamena, Ze v burikach
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malignich klona je pfitomno méné nez 46 chromozomu. DalSich pfiblizné 60 %
pacientdt s MM ma hyperdiploidii, tj. klonalni zmnozeni jednoho ¢&i vice
chromozomu. NejastéjSimi  strukturnimi  pfestavbami u MM jsou
chromozomové translokace zahrnuijici lokus pro tézky fetézec imunoglobulinu
(IgH) na 14. chromozomu v oblasti 14932, které jsou popisovany u 10-60 %
nemocnych pfi pouZiti konvenéni cytogenetické analyzy a az u 50-70 %

nemocnych pfi pouZziti techniky FISH (Kuglik, 2006).

5.4.10 Imunofenotypizace

Prikaz urcittho bunécného znaku se vétSinou provadi prutokovou
cytometrii  (FCM) metodou pfimé imunofluorescence s monoklonalnimi
protilatkami.

Vyvoj plazmatickych bunék z B lymfocytd je spojen s morfologickymi
zménami, ale i se zménami povrchové antigenni vybavy.

Lze vyuZzit i individualniho vySetfeni imunofenotypu plazmatickych bunék,
nebot myelomové elementy se obvykle vyznacuji i pozitivni expresi znak
CD13+, CD38+, CD45-, CD56+, CD79a+, CD126+ a zejména CD138
(Granatova, 2011).

Imunofenotypizace nehraje v diagnostice MM zasadni roli, uplatfiuje se
vice v diagnostice morfologicky atypickych myelomu, plazmocytarnich leukémii

a v diferencialni diagnostice (Granatova, 2011).

5.4.11 Priikaz kryoglobulint

Kryoglobuliny jsou bilkoviny, které precipituji nebo gelifikuji pfi teplotach
nizSich nez 37°C a po zahfati se znovu rozpusti. Kryoprecipitacni vlastnosti
mohou mit monoklonalni Ig, polyklonalni Ig nebo mulze jit o smiSenou
kryoglobulinemii (Tichy, 2006).

5.4.12 VySetreni viskozity séra

U nemocnych MG je indikovano stanoveni viskozity séra pfi vysoké
koncentraci paraproteinu, a to u IgM nad 40 g/l a u IgG nad 60 g/I.

V klinickych laboratofich méfime obvykle relativni viskozitu vztazenou
k viskozité vody (Tichy, 2006).

5.4.13 VySetreni krevniho obrazu

Krevni obraz (KO) patfi mezi zakladni vySetfeni a vyuzZiva se

k diagnostice a sledovani léCby rdznych onemocnéni. Pod pojmem KO se
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vétSinou rozumi stanoveni poctu krevnich bunék a jejich parametri (Pecka,
2010).

V krevnim obraze u MM muzZe byt normochromni, normocytarni,
makrocytarni anemie, retikulocytopenie, leukopenie €i trombocytopenie (Pecka,
2006).

5.4.14 Hodnoceni natéru periferni krve

V krevnim natéru nachazime ,rouleaux‘ (penizkovaténi) erytrocytl
a bazofilné zbarvené pozadi natéru, zplsobené pfitomnosti paraproteinu.
Nékdy nachazime i ojedinélé lymfoplazmocytoidni lymfocyty

Ci plazmocyty (Pecka, 2006).

5.5 Léc¢ba a prognéza

Predpokladem Uspé&sné |é8by je v&asna diagnostika, proto Ceska
myelomova skupina v roce 2007 vytvofila program s nazvem CRAB (Casnou
diagnostikou za lepSi kvalitu Zivota) s cilem dosahnout u vétSiny nemocnych
stanoveni diagn6zy MM v¢as (www.myeloma.cz).

Velkou odpovédnost maji lékafi ,prvniho kontaktu®, tj. prakticti 1€kafi,
ambulantni Iékafi, ortopedi, neurologoveé, ktefi obvykle pfichazeji s nemocnymi
do styku jiz v pocCateCni fazi onemocnéni a mohou tedy zcela zasadnim
zplUsobem rozhodnout o dalSim pribé&hu onemocnéni.

Vedeni |écby nemocného s MM musi zajiStovat hematolog nebo
onkolog. Ug&inna a velice odborna 1é&ba vsak vyzaduje spolupraci Iékafd mnoha
specializaci, neboli multidisciplinarni tym, jehoz Clenoveé znaji vSechny problémy
spojené s |éEbou tohoto onemocnéni (Straub, 2008).

Z historického hlediska byly zakladnimi |éky pouzivanymi v |[écbé MM
alkyla¢ni cytostatika, antracykliny a glukokortikoidy.

Moznosti 1éCby se béhem poslednich let vyrazné zlepsily.
Imunomodulaéni Iéky thalidomid, lenalidomid a Iék ze skupiny inhibitorQ
proteasomu bortezomib jsou kliCovymi soucastmi IéEebnych rezimu.

Pro mladsi pacienty vlepSim zdravotnim stavu je vyhodou vyuziti
vysokodavkoveé chemoterapie a autologni transplantace kmenovych bunék.

Pres veskery pokrok je relaps tohoto onemocnéni nevyhnutelny a nemoc

zUstava nevylécitelnou, diky novym I[éCebnym pfistuplm je vSak mozno
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dosahnout nejen zlepSeni |éCebné odpovédi a kvality Zivota, ale i vyznamného

prodlouzZeni zivota nemocnych (Hayden, 2009).

5.6 Hodnoceni nové aktivity onemocnéni (IMWG 2006)

Relaps onemocnéni — oznacujeme novou aktivitu onemocnéni po l1écbé
u nemocnych, u kterych bylo pfedchozi lé¢bou dosaZzeno kompletni remise
onemochnéni.

Progrese onemocnéni — znamena novou aktivitu onemocnéni po lécbé
v pfipadé, Zze maximalni |éCebna odpovéd byla horSi nez kompletni remise,
ale lepSi nez minimalni [é€ebna odpovéd.

Refrakterni myelom — je definovany jako onemocnéni nereagujici
na lécbu nebo onemocnéni progredujici béhem 60 dnli od posledni [éCby
(Hajek, 2009).

5.7 Ceska myelomova skupina

Velkou zasluhu na raciondlni organizaci a dobrych vysledcich péce
o nemocné s MM v CR méa Ceska myelomova skupina (CMG, Czech Myeloma
Group), sdruzeni lékaru a dalSich védeckych a odbornych pracovnikd, jejichz
cilem je vyzkum, diagnostika a terapie MM a dalSich podobnych nemoci
fazenych do skupiny MG.

Clenové tohoto ob&anského sdruZeni si kladou za cil sdruzit zdravotnické
pracovniky z pracovist zabyvajicich se sledovanim |éCby a l|éCbou MM
za uCelem tvorby spoleCnych |éCebnych protokoll, organizovani klinickych
studii, zavadéni novych poznatkd do diagnostiky a IéCby a vzdélavani.

Programem sdruzeni je laboratorni a klinicky vyzkum na dostatec¢né
velkych Souborech pacientli, aby bylo mozné ziskat statisticky vyznamné
vysledky.

CMG se v ramci svého poslani snazi v Ceské republice zorganizovat
u pacientd s MM klinické aktivity na standardni svétové urovni, a poskytnout tak
nemocnym optimalni péci a rychlou dostupnost nejperspektivnéjSich postupt
(www.myeloma.cz).

V Ceské republice existuji v soucasné dob& 2 registry obsahujici

a zpracovavajici udaje o nemocnych s MM.
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Prvnim je Narodni onkolologicky registr (NOR), ktery byl ustanoven
v roce 1976. Je to celoplo$ny registr nadorovych onemocnéni, obsahujici data
o prakticky vSech onkologickych pacientech. Tato data jsou ziskavana formou
povinnych hlaseni kazdého onkologického onemocnéni diagnostikujicim
I[ékafem (Szotkowski, 2008).

V ramci Ceské myelomové skupiny (CMG) vznikl Registr monoklonélnich
gamapatii (RMG), ktery eviduje vSechny MG. Tento registr pracuje pomoci

center CMG (www.myeloma.cz).
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Il PRAKTICKA CAST
6 Material a metody
6.1 Charakteristika pouzitych metod

6.1.1 ELFO aimunofixace
Ke kvantifikaci a typizaci monoklonalni komponenty byla pouzita

elektroforéza a imunofixace sérovych protein (Sebia). Elektroforéza byla
provedena dle charakteristik uvedenych v Tab. 7 v kapitole Pfiloha, podkapitole
1 (Metody).

Imunofixace byla provedena pomoci soupravy Hydragel Double IF K20
firmy Sebia dle aplikacniho listu firmy (SOP). VSechny uvedené reagencie
v Tab. 7 jsou dodavany Ustavni Iékarnou SZZ Krnov.

Sledovani kvantity monoklonalniho gradientu a urcéeni jeho typu je
u dispenzarizovanych pacientt provadéno v pravidelnych intervalech za ucelem

sledovani vyvoje onemocnéni (Tichy, 2006).

6.1.2 VySetreni volnych lehkych fetézcl

Ke stanoveni volnych lehkych fetézcl kappa a lambda byla pouzita
souprava Freelite firmy Binding Site, ktera pracuje na principu
imunoturbidimetrie.

Pouzivana protilatka, ktera je navazana na latexovych €asticich, detekuje
tzv. hidden epitopy lokalizované na variabilnich ¢astech lehkych fetézca.

Méfeni bylo provedeno na automatickém analyzatoru AU640 firmy
BeckmanCoulter (dfive Olympus). Podminky pipetovani, reak&ni poméry,
inkubacni €asy, podminky detekce a zpusob vyhodnoceni byl nastaven podle
aplika¢niho protokolu firmy (SOP).

Hodnoty fyziologickych mezi byly pfevzaty od vyrobce soupravy a jsou:
VLR lambda 5.71 — 26.3 mg/l
VLR kappa 3.3-19.4 mgll
Index k/l 0.26 — 1.65
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6.2 Charakteristika souboru srovnavacich a posuzovaného

Porovnavali jsme diagnostickou senzitivitu biochemickych testu.

Pro vypocCet senzitivity musime mit spolehlivé potvrzenou diagnozu,
proto vsSichni pacienti zafazeni do studovanych soubor( spliuji kritéria pro
diagnézu mnoho&etného myelomu dle doporuéeni Ceské myelomové skupiny.

Diagnosticka senzitivita je tedy ukazatelem spolehlivosti odhalit nemoc.
Udava pravdépodobnost, Ze vysledek bude pozitivni, je-li vySetfovana osoba
nemocna. Diagnosticky nejcennéjSi testy maji co nejvyssi senzitivitu (Racek,
2006).

Vysledné hodnoty vySetfovanych markeru jsou uvedeny v tabulkach. Do
tabulek jsme uvadeéli naméfené pramérné hodnoty jednotlivych markerd a u
véku pouzivali mediany, coz je v laboratorni diagnostice zvyklosti.

VétSina pacientd s MM produkuje velké mnozstvi kappa nebo lambda
VLR, které jsme schopni méfit v krvi nebo moci. Rozmezi hodnot v mogi je $irsi
nez v séru, a proto jsme provadéli vysetfeni VLR v séru. Vypocet indexu k/l je
doplnujici informaci, kterd nas informuje o poméru myelomové populace
k populaci normalnich plazmatickych bunék.

U vétSiny pacientll je pomér k/l abnormalni a je citlivym ukazatelem
onemocnéni. Pokud je pomér k/l méné nez 0,26 znamena to klonalitu lehkych
fetézcl lambda. Je-li pomér k/l vétsi nez 1,65 znamena to klonalitu lehkych
fetézcl kappa. Pokud doSlo k poklesu obou typu lehkych fetézcd, je to

hodnoceno jako IéEebna odpovéd (Adam, 2008).

6.2.1 Charakteristika srovnavacich Soubort

Do jednotlivych soubort (Soubory 1, 2, 3) jsme zaradili laboratorni
vysledky vybranych pracovist Ceské a Slovenské republiky, které byly uvedeny
v odbornych ¢lancich. Vybrali jsme takové udaje, které by mohly byt

srovnatelné s vysledky ziskanymi v nasi Centralni laboratofi (CL Krnov).

6.2.1.1 Soubor 1
U studovaného souboru byly sledovany sérové hladiny volnych lehkych

fetézcl imunoglobulinu u mnoho&etného myelomu.
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Studovany soubor tvofilo 130 nemocnych s MM spliujicich kritéria pro
diagnostiku MM. Vékové rozmezi bylo 39 — 82 let, s medianem 63 let.
Zastoupeni muz( a Zen bylo v poméru 0,9:1 (Séudla, 2008).

Sledované udaje jsou uvedeny v tabulce 8, 9, 10 v kapitole Pfiloha,

podkapitola 2 ( Porovnavaci publikovana data).

6.2.1.2 Soubor 2
Srovnavané udaje byly pfevzaty z prace s nazvem Soucasna klasifikace,

diagnostika a prognéza primarnich monoklonalnich gamapatii.

Statisticky soubor tvofilo 995 pacientll s MM. Soubor pacienttd byl
sledovan ve dvou skupinach od roku 1990 do roku 2009. Do souboru byli
zarazeni pacienti ve véku 39 — 83 let s medianem 56 let. Pomér zastoupeni
muzl a Zen nebyl uveden (Sakalova, 2010).

Sledované udaje jsou uvedeny v tabulce 11 v kapitole Pfiloha,

podkapitola 2 ( Porovnavaci publikovana data).

6.2.1.3 Soubor 3
U studovaného souboru bylo provedeno srovnani detekce

monoklonalniho proteinu pomoci ELFO, imunofixace a VLR.

Soubor tvofilo 36 pacientl s diagnézou mnohocetny myelom ve véku
44 — 86 let s medianem 65 let. Pomér zastoupeni muzi a Zen nebyl uveden
(Spicka, 2008).

U téchto pacientl byly sledovany parametry uvedené v tabulce 12 a 13

v kapitole PFiloha, podkapitola 2 ( Porovnavaci publikovana data).

6.2.2 Charakteristika Posuzovaného souboru

Analyzovany soubor tvofi 10 pacientd s onemocnénim mnohocetny
myelom diagnostikovanych v obdobi od roku 2009 — 2010. Tito pacienti byl
sledovani v hematologické ambulanci CL Krnov. Do souboru byli zafazeni
pacienti s nové diagnostikovanym onemocnénim MM. Diagnéza byla spolehlivé
potvrzena u vSech pacientu. Jedna se o 6 Zzen a 4 muze ve véku od 52 do 86

let s medianem 68 let.
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7 Vysledky

V analyzovanych souborech jsme pracovali s udaji a hodnotami, které
reprezentuji pacienty s diagnostikovanym onemocnénim mnohocetny myelom.

V ramci nasich vysledkd to znamena, ze pokud bychom meéli pfevahu
pacientl se zvySenymi hodnotami LR lambda, pravdépodobné by se jednalo o
patologickou sekreci lehkého fetézce lambda, opaéné pfi vyskytu patologie u
markeru kappa by to patrné svédgilo pro patologickou sekreci LR kappa.

Proto jsme v nasich tabulkach posuzovaného a srovnavacich soubort
délali praméry — jenom vramci hodnot, které se vymykaji fyziologickému

rozmezi.

7.1  Prehled nami namérenych hodnot Posuzovaného souboru

U uvedenych pacientl byla stanovena kvantita paraproteinu, typizace
monoklonalni komponenty, koncentrace volnych lehkych fetézcu kappa, lambda
a pomeér k/l. Tyto parametry byly sledovany v tabulce 14 v P¥iloze.

Vysledné hodnoty v tabulce naseho Posuzovaného souboru jsme ziskali
zprimérovanim hodnot, které se vymykaji fyziologickému rozmezi. Tyto
hodnoty jsou zvyraznény Cerné (tu¢né).

V tabulce 5 je znazornéno zastoupeni typu paraproteinu u sledovanych
pacientl. Nejvice byl zastoupen paraprotein IgG a to v 50 % (u 5 pacientu), IgA
ve 20 % (2 pacienti), B-Jtyp ve 20 % (2 pacienti), nesekrecni formav 10 % (1
pacient).

Dale v této tabulce muzeme sledovat rozliSeni pacientu dle typu lehkého
Fetézce — 60 % (6 pacientt) ma typ LR kappa a 40 % (4 pacienti ) je typu LR

lambda.
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Tab. 5. Zastoupeni typu paraproteinu u Posuzovaného souboru pacientt

Typ paraproteinu Pocet pacientt Zastoupeni v %
19G 5 50
IgA 2 20
B-J 2 20
lgM 0 0
Nesekreéni 1 10
Typ lehkého Fetézce Kappa 6 60
Typ lehkého Fetézce Lambda 4 40

U Posuzovaného souboru deseti pacientd (viz Tab. 14, v Pfiloze) nam
vysly pozitivni hodnoty Mlg metodou ELFO (SPE) s primérnou hodnotou 19,2
g/l, pomoci IFE byl Mlg nalezen ve vSech pfipadech. Dale nam vysly
patologické hodnoty koncentraci VLR kappa s primérnou hodnotou 31,4 mg/l a
patologické hodnoty koncentraci lambda s pramérnou hodnotou 1574,23 mgl/l.

Abnormalni index k/l byl vyhodnocen s primérnymi hodnotami u indexu
kappa 22,43 a 0,012 uindexu lambda.

7.2 Porovnani souboru

Porovnavali jsme diagnostickou senzitivitu jednotlivych metod (viz graf
1). Hodnoty pro sloupce grafu 1 jsme pouzili z tabulky 16 (v PFiloze).

Nas Posuzovany soubor ma hodnoty nejvysSi a prostfedni dva sloupce
v ném jsou vySSi nez krajni v této Ctvefici. Analogicky trend vidime v Souboru 3.
Naopak v Souboru 1, kde jsou jen dva sloupce — neni mezi nimi rozdil, ktery by
se dal oCekavat.

Z tohoto hlediska byly vyhodnoceny vSechny metody (SPE, IFE, VLR).
Pomoci IFE byl paraprotein v Posuzovaném souboru detekovan ve 100 % (10
pacientl), SPE v 90 % (9 pacientd). Pomoci stanoveni VLR kappa u 70 % (7
pacientd) a VLR lambda u 30 % (3 pacienti). Patologicky index k/lI byl

vyhodnocen v 90 % (9 pacientu).

Srovnani jsme provedli se Soubory 1 a 3. V Souboru 1 byl Mig
detekovan pomoci VLR kappa v 54,5 % (48 pacientt) a v 57,1 % (24 pacient().

Abnormalni index k/l mélo 56 % pacientu.
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V Souboru 3 byl MIlg detekovan pomoci SPE v 61,1 % (22 pacientd),
IFE v 83,3 % (30 paciettl), VLR v 69,44 % (25 pacient(), z toho VLR kappa
ve 22,22 % (8 pacientd) a VLR lambda ve 47,22 % (17 pacienttl). Abnormalni
index byl uréen u 50 % (18 pacientu).

Graf 1. Porovnani diagnostické senzitivity testd u pacientll s MM (Posuzovany

soubor a Soubory 1, 3)
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Srovnavali jsme procentudlni zastoupeni VLR v analyzovanych
souborech s nasim Posuzovanym souborem (viz graf 2). Hodnoty pro sloupce

grafu 2 jsme vybrali z tabulky 16 (v Pfiloze).

Graf. 2. Srovnani zastoupeni jednotlivych typl volnych lehkych fetézcl

s analyzovanymi soubory
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Graf 2 nam ukazuje procentualni zastoupeni jednotlivych patologickych
hodnot (K, L) ve vybranych souborech a srovnani s hodnotami v Posuzovaném
souboru. V naSem Posuzovaném souboru byly nalezeny patologické hodnoty
LR kappa u 70 % a patologické koncentrace LR lambda u 30 % nemocnych.

V Souboru 1 byla patologicka sekrece LR kappa u 54,5 % a u LR
lambda u 57,1 % .V Souboru 3 byla nalezena patologicka sekrece LR kappa
u22,22 % alR lambda u 47,22 % nemocnych.
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PFi srovnavani Cetnosti zastoupeni jednotlivych typl paraproteinu (viz
Tab. 6) ve srovnavacich souborech byl nejvice zastoupen u Souboru 1 typ IgG
atov 62 %, IgA ve 22 %, typ B-J v Souboru 2 v 15 %.

V Souboru 3 byl typ 1gG zastoupen ve 44,33 % a IgA ve 22,16 %.
Ostatni paraproteiny byly detekovany v Souborech 1 a 2 vnizkém
procentualnim zastoupeni.

V Posuzovaném souboru byl nejCastéji detekovan typ IgG a dale pak

IgA, ve srovnatelném procentualnim zastoupeni jako v ostatnich souborech.

Tab. 6. Srovnani Cetnosti paraproteinu ve vybranych souborech

s Posuzovanym souborem

Typ lg Posuzovany Soubor 1 Soubor 2 Soubor 3
soubor % % % %
IgG 50 62 49,4 44,3
IgA 20 22 19,1 22,16
B-J 20 12 15,0 nesledovano
IgD 0 2 0 nesledovano
Biklonalni 0 2 2,5 nesledovano
Nesekrecni 10 0 4,5 nesledovano
IgE 0 0,3 nesledovano
AL + MM 0 3,8 nesledovano
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7.2.1 Srovnavaci soubory (1, 2, 3)

Zaznamenali jsme pozitivni hodnoty VLR v Souboru 1 (viz Tab. 15, 16
Pfiloha) u 54,5 % pacientd s aktivnim onemocnénim s primérnou hodnotou
VLR kappa 159,45 mg/l a VLR lambda u 57,1 % s primérnou hodnotou
163,6 mg/l. Abnormalni index k/I byl nalezen u 56 % s pramérnou hodnotou

indexu kappa 16,95 a indexu lambda 0,10.

Soubor 2 ( viz Tab. 11 Pfiloha) nam slouzil pouze ke srovnani
jednotlivych typl paraproteinu. Nejvice byl zastoupen monoklonalni
imunoglobulin IgG ato v 49,4 % ( 1gG kappa 36,9 %, IgG lambda 12,5 %).

Ve srovnavacim Souboru 3 ( viz Tab. 13, 15, 16 Pfiloha) byl pomoci
ELFO detekovan paraprotein ve 22 pfipadech (61,1 %) s primérnou hodnotou
16,6 g/l, metodou IFE ve 30 pfipadech (83,3 %) a podle VLR ve 25 pfipadech
(69,44 %) s primérnou hodnotou kappa 266,98 mg/l u 8 pacientl (22,22 %) a
lambda 2170,71 mg/l u 17 pacientd (47,22 %). Abnormalni index k/I byl
stanoven v 18 pfipadech (50 %) s primérnou hodnotou kappa 33,08 a 0,061 u

lambdy. V 6 pfipadech nebyl paraprotein detekovan vuibec.
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Tab. 6. Srovnani Cetnosti paraproteinu ve vybranych souborech

s Posuzovanym souborem

Typ lg Posuzovany Soubor 1 Soubor 2 Soubor 3
soubor % % % %
lgG 50 62 49,4 44,3
IgA 20 22 19,1 22,16
B-J 20 12 15,0 nesledovano
gD 2 0 nesledovano
Biklonalni 2 2,5 nesledovano
Nesekreéni 10 0 4,5 nesledovano
IgE 0 0,3 nesledovano
AL + MM 0 3,8 nesledovano

7.3  Vybrané kazuistiky

Na nékolika uvedenych kazuistikach bychom chtéli ukazat nékteré
praktické pfipady zachycené v hematologické ambulanci CL.

Vybrali jsme typické pfiklady zachytu onemocnéni MM. Z nasledujicich

odstavcl vyplyva, jak komplikovana je cesta ke spravné diagnoze.

KAZUISTIKA €. 1: Muz 80 let hospitalizovan na internim oddéleni pro
renalni insuficienci s hodnotou kreatininu 255 umol/l. Nasledujici vySetfeni
potvrdila diagn6zu Mnohocéetny myelom IgG kappa st. Il B.

KAZUISTIKA &. 2: Zena 66 let odeslana v roce 2006 obvodni lékafkou
pro obCasnou tvorbu petechii a Casté krvaceni z dasni. Nové stanovena
diagn6za — Mnohocetny myelom Ig A kappal A.

KAZUISTIKA &. 3: Zena 87 let hospitalizovana na internim oddéleni pro
kolapsovy stav a nechutenstvi. Zjisténa makrocytarni anemie a hyperkalcémie.
Po dalSim doSetfovani byla stanovena diagn6za Mnohocéetny myelom Il A,
nesekrecni, lambda free.

VSechny kazuistiky jsou podrobné popsany v kapitole Pfiloha, podkapitola 4

(Kazuistiky).
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8 Diskuse

Jednim zcili této prace bylo srovnani metod (ELFO, IFE, VLR)
z hlediska citlivosti zachytu paraproteinu.

V Posuzovaném souboru bylo procento uspésnosti zachytu paraproteinu
maximalni. S pouzitim IFE byla prokazana hladina MIg dokonce u vSech 10
pacientu tj. ve 100 %, coz je 0 10 % vice nez pomoci ELFO (90 %).

Pfi tak malém poc¢tu pacientd je ovSem tento rozdil statisticky
nevyznamny.

VySetieni koncentraci VLR v séru ukazalo, Ze toto vySetfeni pravem
rozSifuje spektrum metod pouZivanych k diagnostice MM. V naSem
Posuzovaném souboru byly patologické hodnoty VLR kappa nalezeny u 70 %
nemocnych a VLR lambda u 30 % pacientd, coZz znamena 100 % Uspésnost.

Abnormalni hodnoty indexu k/I byly nalezeny u 90 % pacientu. Z tohoto

hodnoceni vyplyva, ze index k/l patfi k citlivym ukazatelim v diagnostice MM.

Ve srovnavacich Souborech byla pomoci IFE v Souboru 3 prokazana
pozitivni hladina Mlg u 30 pacientt tj. v 83,3 %, coz je 0 22,2 % vice nez
prukaz pomoci ELFO (61,1 %).

Sekrece VLR kappa byla ve srovnavacim Souboru 3 nalezena ve 22,22
% a VLR lambda ve 47,22 % (celkem 69,44 %) coZ je 0 8,3 % citlivgjsi nez
ELFO, ale o 13,89 % méné citlivéjSi nez IFE. Abnormalni index k/l byl
stanoven u 50 % pacientu.

Ve srovnavacim Souboru 1 byly vyhodnoceny patologické hladiny VLR
kappa u 54,5 % a lambda 57,1 %, abnormalni index k/l byl stanoven u 56 %
pacientl. Ostatni parametry nebyly sledovany a z toho ddvodu nemohly byt
vyhodnoceny.

Dale jsme vtéto praci zjistovali Cetnost zastoupeni jednotlivych
paraproteinl. NejCastéji byl zastoupen ve vSech souborech monoklonalni

imunoglobulin 1gG.
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9 Zaver

Nami vySetfeny Posuzovany soubor je maly a pro statistické srovnani
muUze slouzit jen jako orientacni. Z naSich vysledkd vyplyva, Zze kromé& metody
SPE pati IFE a stanoveni koncentraci VLR mezi velmi citlivé metody zachytu
paraproteinu u pacientd s mnoho¢etnym myelomem.

V nasem malém Souboru i v pfevzatych vétSich Souborech byl nejvice
zastoupen paraprotein typu IgG.

Vyhodou vySetfeni VLR a indexu k/l proti IFE je schopnost
kvantitativniho vyjadfeni zjisténych hladin VLR. Monitorovani hladin VLR a
indexu k/l je urcité vyhodnéjSim a méné narocnym vySetfenim nez opakovana
vySetfeni pomoci zobrazovacich technik nebo nepfijemna invazivni vySetfeni,
ktera zjiStuji zastoupeni plazmocytl ve dfeni.

Z uvedeného vyplyva, Ze stanoveni koncentraci VLR a indexu kil
vyznamné rozS8ifuje vyCet metod laboratorni diagnostiky mnohocCetného

myelomu.
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PRILOHA

METODY

Nosicé
stacionarni faze

Stacionarni faze

Mobilni faze

Fixaéni roztok

Barvici roztok

Odbarvovaci

roztok

Mnozstvi vzorku

ELFO

Fixacni faze

Suseni

Barveni

Odbarvovani

Sklenéna deska

Agaréza 1%

Diethylbarbitalova
kyselina

Barbitalum natrium

Calcium lacticum

Kys. pikrova

(nasyceny roztok) +

kys.octova
AmidocCern 10B
Kys. octova
Ethanol

H,O

Methanol

Kys. octova
H,O

4l

214V

Fixacni roztok
Ethanol

100°C

Barvici roztok
viz odbarvovaci

roztok
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Tab. 7. Charakteristika elektroforetického provedeni

250-350
mA

5,18 g

32,85 g

0,729

49

100 ml
450 ml
450 ml
450 ml
100 ml
450 ml

45 min

13 min

5 min

30 min

13 min

Do
zfetelného

odbarveni

Vlastni
pfiprava
Vlastni

pfiprava

Vlastni

pfiprava
Vlastni

pfiprava

Vlastni

pfiprava



[l POROVNAVACI PUBLIKOVANA DATA
Tab. 8. Naméfené primérné hodnoty u Souboru 1, MM,VLR kappa

Poéet VLR kappa VLR lambda Index k/l

pacienti [mg/I] [mg/l]
Celkem 88 46,3 8,3 5,28
Aktivni onemocnéni 48 159,45 7,05 16,95
Stabilni onemocnéni 40 25,05 9,5 2,4

Tab. 9. Naméfené primérné hodnoty u Souboru 1, MM, VLR lambda
Poéet VLR kappa VLR lambda Index k/I

pacientd [mg/l] [mgl/l]
Celkem 42 9,8 95 0,11
Aktivni onemocnéni 24 8,75 163,6 0,10
Stabilni onemocnéni 18 10,95 22,95 0,40

Tab. 10. Zastoupeni jednotlivych typl paraproteinii u Souboru 1

Typ paraproteinu Pocet pacientu Zastoupeni v %
IgG 83 62
IgA 29 22
B-J 14 12
IgD 2 2
Biklonalni 2 2
Typ lehkého fetézce kappa 88 68
Typ lehkého Fetézce lambda 42 32
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Tab. 13. Srovnani metod ELFO, imunofixace a VLR v Souboru 3

Pacient €. SPE IFE Kappa Lambda Index
Mig [g/1] [mall] [mall] k/l

1 49,13 lgG-L <5,90 660,0 0,01
2 negativni 19G-K 14,4 22,1 0,65
3 negativni IgG-L <5,90 42,1 0,14
4 negativni lgG-L 14,1 89,7 0,16
5 negativni negativni 14,2 41,7 0,34
6 negativni negativni 12,4 52,0 0,24
7 negativni negativni 12,8 30,7 0,42
8 negativni negativni 12,5 18,8 0,66
9 negativni IgA-L 8,4 29,6 0,28
10 13,0 LR-L 10,3 221,0 0,05
11 negativni LR-K 613 8,70 70,46
12 negativni 1gG-K <5,9 19,8 0,3

13 4,53 LR-L 29,9 827,0 0,04
14 9,92 lgG-L 8,4 552,0 0,02
15 negativni IgA-L 5,90 19,8 0,3

16 23,3 IgA-K 106,0 8,70 12,18
17 23,34 IgA-K 142,0 12,8 11,1
18 12,02 IgA-K 49,4 12,2 4,05
19 1,86 LR-L 19,0 569,0 0,03
20 35,95 IgA-K 37,4 14,0 2,67
21 22,88 lgG-L 6,1 934,0 0,01
22 4,72 lgG-L 5,90 24,0 0,25
23 5,98 lgG-K 8,7 16,2 0,54
24 4,54 lgG-K 7,6 13,4 0,57
25 3,98 lgG-K 15,5 14,7 1,05
26 15,24 IgG K 1010,0 10,3 98,06
27 15,24 LR-L 5,90 281,0 0,02
28 21,65 lgG-K 10,6 22,8 0,46
29 78,93 IgA-K 738,0 18,0 41
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Pacient ¢.

30
31
32
33
34
35
36

Prameér

SPE
Mig [g/]]
1,47
negativni
10,27
1,62
negativni
negativni
4,62

16,6

IFE

19G-K
19G-K
lgA-L
lgG-L
negativni
negativni
LR-L

I NASE NOVE VYSLEDKY

Kappa

[mall]
5,90
5.90
5.90
23,2
11,9
11,7
5,90

266,98

Lambda
[mall]
20,8
15,6
3080,0
65,3
23,2
27,1
29400,0

2170,71

Index
k/l
0,28
0.38
0.001
0.36
0.51
0.53
0.0002

Kappa
33,08
Lambda
0,061

Tab. 14. Naméfrené hodnoty sledovanych vySetfeni u posuzovaného souboru

pacientd (ELFO, imunofixace a VLR v séru).

Pacient €.

o o1 A WDN PP

10

Vék

68
65
86
78
77
57

62

52
64
76
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SPE Serum Kappa Lambda Index

Mig [g/l] IFE [mg/l] [mg/l] k/l
20,5 lgG-K 43,58 20,20 2,159
13,9 IgA-K 17,86 10,74 1,66
2,6 Nes.-L 0,6 0,9 0,66
75,0 lgG-K 22,8 0,2 114
44,6 lgG-L 9,66 870,96 0,011

negativni LR-L 25,75 1694,73 0,015
25,3 lgG-K 28,95 51 5,68
10,0 IgA-K 32,6 3,59 9,08
4,1 lgG-K 46,53 22,57 2,06
12,1 LR-L 19,91 2157,0 0,01



Pramér 68 16,6 - 31,40 1574,23  Kappa
22,43

Lambda
0,012

Tab. 15. Hodnoceni vybranych parametrud, srovnani naméfenych prameérnych

hodnot s vybranymi Soubory

Namérené Soubor 1 Soubor 3
hodnoty
SPE Mig 19,2 g/l nesledovano 16,6 g/l
VLR kappa 31,4 mgl/l 159,45 mg/! 266,98 mg/!
VLR lambda 1574,23 mg/l 163,6 mgl/l 2170,71 mgl/l
Index kappa 22,43 16,95 33,08
Index lambda 0,012 0,10 0,061

Tab. 16. Porovnani diagnostické senzitivity testl, pocCet pozitivnich pacientu,

poCet v %, srovnani jednotlivych metod

Posuzovany Soubor 1 Soubor 3

soubor

Pocet % Pocet % Pocet %
SPE (Mlg) 9 90 Nesled. Nesled. 22 61,1
IFE 10 100  Nesled. Nesled. 30 83,3
VLR K 7 70 48 54,5 8 22,2
VLR L 3 30 24 57,1 17 47,22
Index k/I 9 90 48 a 24 56 18 50
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A KAZUISTIKY

KAZUISTIKA C. 1
Muz 80 let hospitalizovan na internim oddéleni pro renalni insuficienci

s hodnotou kreatininu 255 umol/l. V ramci laboratorniho vySetfeni pfi pfijeti
zjisténa hladina hemoglobinu 95 g/l a hodnota FW - 110.

Provedeno hematologické konziliarni vySetfeni. KD zasazena masivni
infiltraci plazmatickymi burfikami - 43,6%. V séru pomoci SPE zjisténa hodnota
paraproteinu 65 g/l, IFE identifikovan IgG kappa, elevace volnych lehkych
fetézcl kappa a kappal/lambda indexu. Provedena i trepanobiopsie a
rentgenové vySetfeni. V8echna vySetfeni potvrdila diagn6zu Mnohocetny
myelom 1gG kappa st. Il B.

Foto 1. Elektroforéza a imunofixace pacienta (kazuistika €. 1)

KAZUISTIKA C. 2
Zena 66 let odeslana v roce 2006 obvodni |ékafkou pro ob&asnou tvorbu

petechii a Casté krvaceni z dasni ke specialnimu hematologickému vySetreni.

V ramci komplexniho vySetfeni zjiStén paraprotein IgA kappa.

Diagn6za uzaviena jako MGUS. Pacientka dale dispenzarizovana
v hematologické ambulanci.

Vroce 2007 mirny vzestup koncentrace monoklonalniho IgA.

V roztérovém preparatu KD zjisténo 13% plazmatickych bunék. Trepanobiopsii
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zjisténa pfitomnost monoklonalnich plazmocytd exprimujicich kappa lehké

fetézce. Nové stanovena diagn6za Mnohocetny myelom Ig A kappa | A.

KAZUISTIKA C. 3
Zena 87 let hospitalizovana na internim oddé&leni pro kolapsovy stav a

nechutenstvi.

Zjisténa makrocytarni anemie a hyperkalcémie. Nasledné doSetfovana
v hematologické ambulanci. Ve SP prukaz 43% plazmatickych bunék, hodnota
Ca 2,9 mmol/l, ELFO séra bez prakazu MIG, proteinurie 0,5 g.

Provedena celotélova MIBI s patologickym nalezem svédcicim pro
moznost aktivniho myelomu. Déale provedena imunofenotypizace KD. V KD se
nachazelo 19% velkych bunék CD38+, CD138+. Na zakladé téchto vysetreni
byla pacientka odeslana do FN Olomouc, kde byla stanovena diagnéza

Mnohocéetny myelom Il A, nesekre€ni, lambda free.
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