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Abstrakt

Prace se zabyva posouzenim korelace mezi vybranymi laboratornimi parametry
pouzivanych pfi diagnostice hyperviskozniho syndromu a pii pritkazu monoklonalniho
imunoglobulinu. Na konkrétnich pfikladech je graficky znazornén vliv 1é¢ebné
plazmaferézy na laboratorni parametry a klinicky stav pacienta.

Prace je rozd€lena na teoretickou a praktickou cast. V teoretické casti jsou
shrnuty poznatky o diagnostice, klinickych projevech a zpisobu 1é¢by hyperviskdzniho
syndromu. Dale je uvedena historie monoklonalnich gamapatii s rozdélenim do dvou
zakladnich skupin. V rdmci skupiny malignich monoklonalnich gamapatii jsou
podrobné popsana dvé onemocnéni, ktera Gzce souvisi s hyperviskoznim syndromem.
Prvnim je Waldenstromova makroglobulinémie a druhym je mnohocetny myelom.
U obou onemocnéni je uveden jejich vyskyt, definice, etiologie, patofyziologie,
laboratorni nalez a klinické pfiznaky. Dale jsou stru¢né vyjmenovany metody pritkazu
monoklonélniho imunoglobulinu.

V praktické casti je uveden popis laboratornich vySetieni, kterymi byla ziskana
laboratorni data sledovaného souboru pacientii. Laboratorni data byla zpracovéana
metodou regrese v aplikaci Microsoft Office Excel 2007. Byla prokazana statisticky
vyznamna zavislost mezi hodnotou viskozity a nékterym ze sledovanych parametrt.
Zavislost nebyla linearni. Provedena analyza prokazala linearni zavislost pouze mezi
koncentracemi monoklonalniho imunoglobulinu a celkové bilkoviny. Jsou uvedeny
ptiklady z praxe demonstrujici u¢innost lécebné plazmaferézy jak na hladiny viskozity
plazmy a koncentrace celkové bilkoviny séra, tak na klinicky stav pacienta. Data byla
zpracovana v aplikaci Microsoft Office Excel 2007 a zndzornéna spojnicovym grafem.
Z uvedenych ptikladii jednoznacné vyplyva pozitivni vliv [é¢ebné plazmaferézy a to jak
na sniZzeni hladin viskozity plazmy a koncentrace celkové bilkoviny, tak na zlepSeni

stavu nemocného s rychlym ustupem klinickych obtizi.



Abstract

The thesis deals with the assessment of correlations between selected laboratory
parameters used in the diagnosis hyperviscosity syndrome and the determination of
monoclonal immunoglobulin. By means of specific examples is graphically illustrated
the effect of therapeutic plasmapheresis on laboratory parameters and the clinical
condition of the patient.

The thesis is divided into theoretical and practical parts. In the theoretical part
are summarized the findings of the diagnosis, clinical manifestations and therapeutic
methods of hyperviscosity syndrome. Further the history of monoclonal gammopathies
is stated with splitting in two basic groups. Within the group of malignant monoclonal
gammopathies are described in detail two diseases that are closely related to
hyperviscosity syndrome. The first is Waldenstrom’s macroglobulinemia and the
second is multiple myeloma. In both diseases is shown their prevalence, definition,
etiology, pathophysiology, laboratory findings and clinical symptoms. Further are
briefly described methods used for determination of monoclonal immunoglobulin.

The practical part describes the laboratory tests, which were obtained laboratory
data of the reference group of patients. Laboratory data were processed by regression in
Microsoft Office Excel 2007. A statistically significant correlation between the value of
the viscosity and some of the observed parameters was proven. Correlation was not
linear. The performed analysis proved only the linear correlation between the
concentration of monoclonal immunoglobulin and the concentration of total protein in
serum. Examples from practice demonstrate the efficacy of therapeutic plasmapheresis
both at viscosity level of plasma and serum concentrations of total protein, and also the
clinical condition of the patient. Data were processed in Microsoft Office Excel 2007
and illustrated by linear graphs. The used examples clearly show the positive effect of
therapeutic plasmapheresis as on the reduction of the plasma viscosity level and total
protein concentration, so as on improving the condition of a patient with a rapid

regression of clinical symptoms.
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1 Uvod a zad4ni bakalaiské prace - cile prace

Monoklonalni gamapatie tvofi rozsahlou skupinu onemocnéni, kterd je
charakteristicka patologickou zménou B lymfocytii s naslednou produkci homogenniho
proteinu tzv. monoklonalniho imunoglobulinu. Vysokad koncentrace monoklonalniho
imunoglobulinu mizZe zpiisobit nartst hladiny viskozity plazmy, coZ se projevuje
souborem  klinickych pfiznakti, které oznaCujeme hyperviskézni syndrom.
Hyperviskozni syndrom vznikéd nejen disledkem vysoké koncentrace monoklonalniho
imunoglobulinu, ale zavisi i na jeho fyzikdlnich a chemickych vlastnostech.
Hyperviskozni syndrom svymi klinickymi pfiznaky vyrazné zhorSuje celkovy stav
nemocné¢ho a nejcastéji se vyskytuje u Waldenstromovy makroglobulinémie
a mnohocetného myelomu.

Prvnim cilem bakalaiské prace je zhodnotit zavislosti mezi vybranymi
laboratornimi parametry, které se pouZzivaji pfi diagnostice monoklonalnich gamapatii
a hyperviskozniho syndromu. Druhym cilem je demonstrovat uUc¢innost lécebné
plazmaferézy na laboratorni parametry a na klinicky stav pacienta s projevy
hyperviskozniho syndromu a s diagnéozou mnohocetného myelomu nebo

Waldenstromovy makroglobulinémie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyperviskézni syndrom

2.1.1 Definice

Zakladni charakteristikou hypervisk6zniho syndromu (HVS) je zvySena hodnota
viskozity krve. Tento stav vznika v disledku zvySené hodnoty koncentrace sérovych
imunoglobulini  spolu se zménou jejich fyzikdlnich vlastnosti  (typické
u monoklonélnich gamapatii) nebo zvySenym poctem krevnich elementi (napi. akutni
leukemie, polycythaemia vera). Z hematologického hlediska hyperviskozni syndrom
fadime do akutnich a Zivot ohrozujicich stavi, nebot’ pacientovi hrozi fada véznych
komplikaci (napt. cévni mozkova piihoda, respiracni ¢i srdecni selhani). Pokud neni
zahajena véasna a adekvatni 1é¢ba, je pacient ohrozen multiorganovym selhanim [1].

U pacientl s diagn6zou monoklonalni gamapatie je pfic¢inou zvysené viskozity
patologické zmnozeni monoklonalniho imunoglobulinu. HVS se nevyskytuje u vSech
monoklondlnich  gamapatii stejné. NejCastéji je prokazovan u pacientl
s Waldenstromovou makroglobulinémii, cca u 20 - 30 %, a to predevsim diky typické
piitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu IgM [1][2][3].

Molekula IgM se skladd z péti podjednotek navzajem spojenych J fetézcem.
Tvoii tzv. pentamer, ktery diky své velké molekulové hmotnosti (970 kDa) zabranuje
priniku molekul do tkani a zapficinuje jejich stazu v krevnim fecisti. IgM protilatky pfi
vyS§8ich koncentracich snaz agreguji a tim potencuji narist vazkosti krve [1][4][5].

HVS se vyskytuje asi u 5 % nemocnych s mnohocetnym myelomem (Castéji
ulgA nez u IgG paraproteinémie). Zhruba polovina celkového mnozstvi IgG se
vyskytuje Vv plazmé¢, zatimco druhd polovina se vzhledem k nizké molekularni
hmotnosti 1gG (150 kDa) vyskytuje extravaskularné [1][6][7]. Protilatky tiidy IgA se
vyskytuji na povrchu sliznic, v séru, matetském mléce, slzach, slinaich a sekretech
dychacich cest. Molekula IgA se muze vyskytovat ve form¢ monomeru nebo dimeru
(2 podjednotky spojeny J fetézcem) [6][7].

Zcela vyjimecné se hyperviskozni syndrom vyskytuje 1 u benignich

lymfoproliferativnich onemocnéni [1][2][3].



2.1.2 Diagnostika

Pii diagnostikovani nemocnych s podezienim na hyperviskdézni syndrom lékar
vychazi z vysledkli vySetfeni koncentrace celkové bilkoviny v séru a koncentrace
monoklonalniho imunoglobulinu (M-1g) Vv séru,z nichz ziskd orientaéni informaci
0 pacientové stavu. Dale musi mit na paméti, Ze mezi koncentraci M-lg a hodnotou
viskozity neni prokédzana linearni zavislost. M-Ig mohou mit nepfedvidatelné vlastnosti
napt. schopnost agregace a kryoprecipitacel. Zakladni informaci a potvrzeni HVS mu
tedy poskytne az vysetieni viskozity plazmy. To je doporu¢ovano provést u nemocnych
s nasledujicimi hodnotami koncentraci M-Ig - IgM nad 40 g/l a 1gG nad 60 g/I. Pokud
ovSem pacienti maji nékteré z niZze uvedenych ptiznakl, je nutné vySetfit viskozitu

plazmy vzdy. Dopliikovym vySetfenim byva vysetieni oéniho pozadi [1][2][8].

2.1.3 Klinické priznaky

Pii znacném nariistu viskozity jsou patrné rozmanité klinické piiznaky.
Literatura uvadi, ze projevy ptiznakli HVS nejCastéji nastavaji pii hodnotach viskozity
nad 5-6 mPa.s. K tomu muze dojit pii koncentracich IgM nad 40 g/l, 1gG nad 50 g/l
aIgA nad 70 g/l nebo pii koncentraci celkové bilkoviny v séru vyrazn€ nad 100 g/l.
Ackoliv je znamo, ze vztah mezi viskozitou a klinickymi projevy vétSinou nekoreluje,
pii hodnotach viskozity nad 10 mPa.s se symptomy objevuji témét vzdy [1][9].

Vysokd koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu soucasné zpusobuje
Dale zptsobuje zvySenou stdzu krve, ¢imZz dochazi ke snizenému prokrveni tkani
a k ovlivnéni funkce krevnich desti¢ek a nékterych koagulaénich faktora [1][3].

Hlavnimi pfiznaky jsou bolest hlavy, zmatenost, Uinava, zdvraté, epileptické
zachvaty, cévni mozkova piihoda, stupor2 az koma. Uvedené symptomy vznikaji na
podkladé neurologické a psychické zmény v dusledku nedostate¢ného prokrveni
centralniho nervového systému. Déle se casto vyskytuji poruchy zraku zpiisobené
snizenym prokrvenim cév, preplnénymi sitnicovymi kapilarami a krvacenim do sitnice.

Objevuje se také spontanni krvaceni ze sliznic nosu, dasni atd. [1][11].

! vysrazeni sérovych proteini pii teploté niz&i nez 37°C, po zah¥ati se opét rozpoustdji
2 < o iy . o
nadmérna strnulost a ztuhlost, postizeny minimalné odpovida na zevni podnéty
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Patologicky zvétseny objem plazmy z nadmérného mnozstvi M-Ig je pficinou
zvySeného nitrolebniho tlaku, ktery vyustuje v chronické bolesti hlavy a zhorSeni
paméti. V tézkych ptipadech miZze dojit k méstnavému srde¢nimu selhani, duSnosti az
rozvoji zavazné respira¢ni insuficience [1][3][11]. Souhrnné zobrazeni klinickych
projevt hyperviskozniho syndromu je zndzornéno na obrazku €. 1.

Prof. Z. Adam uvadi: , Hodnota viskozity, od niz nastupuji priznaky, je velmi
individudlni a vzdy je nutno ridit se subjektivnimi udaji pacienta a klinickym ndlezem,

nejen laboratornimi udaji [3].

o . oruchy visu
mozkova ischemie P y

; : N « hemorrhagie do sitnice
» bolesti hlavy e ataxie {"&3 Y3 « Zilni segmentace (box-carring)
e zavrat .;3{(\7/(? £ a—
« zmatenost « mdloby DA .
Sl > epistaxe ’
e (P krvaceni z dasni
Meniérav syndrom o Y
e huceni v uich
: ot , méstnavé srdecni selhani
zavrat ’ arytmie
dyspnoe = ischemie myokardu
bllontInfandy = bolesti v bfise
krvaceni do dutiny brisni
y uzaveér mesenterickych cév
teleangiektasie
periferni o
neuropatie purpura
; v artralgie

vSeobecné priznaky
e slabost
» malatnost
 chiadnuti

ischemické viedy

Obrazek 1 Klinické projevy hyperviskézniho syndromu

Zdroj: prevzato z [1]
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2.14 Lécba

Pokud jsou patrné klinicky vyznamné ptiznaky hyperviskozity, nemocny by mél
podstoupit Géinnou terapii tzv. 1é¢ebnou plazmaferézu (LP), jejimz cilem je odstranit
patologicky protein z plazmy. V praxi se zacala LP pouzivat az v padesatych letech 20.
stoleti, a to jako metoda pro lé¢bu hyperviskdézniho syndromu u Waldenstromovy
makroglobulinémie [3][10].

Indikace k provedeni LP nezavisi pouze na hodnoté viskozity, ale i na aktualnim
a celkovém stavu pacienta (v€k, komorbidity). Z toho plyne, Ze cilem LP neni
zredukovat hodnotu viskozity na fyziologickou mez, ale udrzet pfijatelné¢ hodnoty, pii

kterych vymizi klinické obtize a zlepsi se stav nemocného [1][3].

2.1.4.1 Zakladni princip 1é¢ebné plazmaferézy

Standardnim postupem se provadi vymeéna tzv. jednoho plazmatického objemu,
ktery tvofi pfiblizné¢ 62 % objemu cirkulujici plazmy. Odebirany objem plazmy je
pfepocitavan individualné podle pohlavi, hmotnosti, vysky a hematokritu pacienta. Jako
nahradni roztok se pouziva koloidni roztok (5% albumin) v kombinaci s krystaloidy
(fyziologicky roztok, Ringerdv roztok) [10].

LP se provadi na separdtoru krevnich elementii, ktery pracuje na principu
centrifugace a vyuziva odlisné specifické hmotnosti plazmy a krevnich elementt.
Metoda je velmi ucinna a bezpe¢na [10][11].

Nemocni s Waldenstromovou makroglobulinémii obvykle podstupuji pouze
jednu proceduru, protoze molekula M-Ig z tfidy IgM je pfiblizn€ z 80 % pfitomna
Vv cévach. AvSak nesmime opominat polo¢asy jednotlivych imunoglobulini v séru, které
se ruzni. Biologicky polocas u IgM je 6 dni, a proto je nutné LP provadét casteji
Vv porovnani s IgG, ktery ma poloc¢as 21 dni [1].

Oproti tomu pacienti s mnohoc¢etnym myelomem, jez maji M-Ig tfidy IgG nebo
IgA, musi vétSinou podstoupit LP opakované. Imunoglobuliny IgG a IgA maji totiz
mens$i molekulu a jsou proto pifitomny jak extravaskuldrng, tak intravaskularné.
Provedenim LP dojde k odstranéni M-Ig pfitomného v plazmé. AvsSak nasledné se
extravaskularni M-Ig pfesune do cév, opét se tak zvysi hodnota viskozity a procedura se

musi opakovat [1].
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2.2 Monoklonilni gamapatie

Monoklonalni gamapatie patii do skupiny lymfoproliferativnich onemocnéni.
Prof. Tichy definuje monoklondlni gamapatie jako rozsahlou skupinu onemocnéni,
charakterizovanou nekontrolovanou proliferaci jednoho klonu diferencovanych
B lymfocytl. Takto zménéné B lymfocyty produkuji imunologicky homogenni protein,
tzv. monoklonalni imunoglobulin (M-1g, paraprotein, M-komponenta). Monoklonalni
imunoglobulin byva vétSinou piitomen v podobé kompletni molekuly protilatky (tézky
fetézec jedné tfidy a jeden typ lehkého fetézce). Avsak M-lg se mlze vyskytovat i jako
pouha strukturalni komponenta ve formé volnych lehkych fetézc k nebo A a velmi

vzacné ve formé tézkych fetézcu a, y nebo p [1][12].

2.2.1 Historie monoklonalnich gamapatii

Historie monoklonélnich gamapatii sah4 do poloviny 19. stoleti, kdy byla poprvé
prokézana pfitomnost tzv. Bence Jonesovy bilkoviny v moci. Literatura uvadi
konkrétniho pacienta Thomase Alexandera McBeana, u kterého byla roku 1845 v moci
prokézana bilkovina neobvyklych, specifickych vlastnosti. Analyzou jeho moce se
zabyvali dr. William Macintyre a dr. Henry Bence Jones. Vysledkem analyzy moce byl
zcela specificky nalez. Moc¢ byla kyseld, méla vysokou hustotu a vysokou specifickou
hmotnost. Po piidani kyseliny dusicné moc precipitovala. Po zahtati se vznikla
srazenina rozpustila a po ochlazeni opét vznikla. Tento ndlez dr. Macintyre ptedlozil
dr. Bence Jonesovi, ktery znovu mo¢ analyzoval a potvrdil zminéné neobvyklé
precipitacni vlastnosti bilkoviny. Dr. Bence Jones dosel k zavéru, ze analyzovana latka
vmoci je oxid albuminu (,,hydrated deutoxide of albumen®) a vysledky zvetejnil
v roce 1847 [1][6][13].

Termin mnohocetny myelom poprvé pouzil roku 1973 rusky lékai RustizKi pti
popisovani nadoru postihujiciho kostni dfen. Rustizki také popsal vzhled myelomovych
bunék. V roce 1875 byl Waldayerem zaveden nazev plazmaticka buiika. Na pfelomu 19.
a 20. stoleti pak Wright odhalil souvislosti mezi mnohocetnym myelomem
a plazmatickymi bunikami [1][6].

V roce 1937 A. Tiselius jako prvni zacal s elektroforetickymi studiemi a popsal

separaci sérovych protilatek do tii frakci: alfa, beta a gama. V roce 1950 byla popsana
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elektroforéza na filtratnim papite, ktera diky své rychlosti a jednoduchosti, byla
roz§ifena i do béZnych laboratofi. Postupné dochazelo k nahrazeni filtratniho papiru
acetylovanou celul6zou ¢i agardzou, které maji lepsi separacni vlastnosti. V poslednich
letech byla rozsifena do klinickych laboratofi metoda kapilarni elektroforézy. Dalsi
metody slouzici pro prikaz monoklonalniho proteinu byly popsany v roce 1953
Grabarem a Williamsem - imunoelektroforéza a v roce 1964 Wilsonem - imunofixace.
V roce 1956 Korngold a Lipari prokézali 2 typy Bence Jonesovi bilkoviny. Na jejich
pocest byly tyto odlisné lehké fetézce protilatek nazvany kappa (Kornglod) a lambda
(Lipari). Poté vroce 1962 G. M. Edelman a J. A. Gally prokazali, ze Bence Jonesova
bilkovina je tvofena monoklonalnimi lehkymi fetézci imunoglobulind [1].

V roce 1961 byla prof. J. Waldenstromem nastinéna dilezita otazka rozdilu mezi
monoklondlni a polyklondlni gamapatii. Prof. J. Waldenstrom se zabyval studiem
pacientd, kteti méli v elektroforetickém obrazu ostry gradient monoklonalniho proteinu.
U téchto sledovanych pacienti byl diagnostikovan mnohocetny myelom nebo
makroglobulinémie. OvSem néktefi pacienti naopak neméli Zddnou jasnou malignitu,
a proto prof. J. Waldenstrom usoudil, Ze se jedna o benigni monoklondlni protein.
Ptitomnost Sirokého piku v elektroforéze povazoval za polyklondlni gamapatii. Rozdil
mezi monoklonélni a polyklondlni gamapatii je zna¢ny. Monoklonalni gamapatie ma jiz
charakter nddorového onemocnéni, nebo se v n¢j miize asem rozvinout. Oproti tomu
polyklondlni gamapatie je zptisobena zanétlivym nebo reaktivnim procesem. V dnesni
dobé se od pojmu benigni monoklonalni protein upousti a preferuje se termin:
»,monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu“ (MGUS), ktery byl zavedeny prof. R.
A. Kylem v roce 1978. Prof. R. A. Kyle se vyznamn¢ podilel na rozvoji diagnostickych
a novych 1é¢ebnych postupi [1].

2.2.2  Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou produkovany plazmatickymi bunikami, které jsou
poslednim diferencia¢nim vyvojovym stadiem B-lymfocytarni fady. B lymfocyty
vznikaji ze spole¢né kmenové bunky Vv krvetvornych organech (kostni dieni) a svij
vyvoj dokoncuji v perifernich lymfatickych organech (uzliny, slezina, slizni¢ni

lymfatické tkan¢ aj.) [1][4][6].
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Protilatky jsou glykoproteiny, které maji globularni strukturu. Charakteristickym
znakem imunoglobulinii je imunoglobulinovd doména (cca 100 aminokyselin, které
jsou spojeny disulfidickymi mustky a tvofi smycku). Molekula imunoglobulinu ma tvar
podobny Y. Sklada se ze 4 fetézct, z nichz 2 jsou lehké a 2 t€zké. Lehké fetézce jsou
dvojiho typu: kappa (k) a lambda (A). Na molekule imunoglobulinu mohou byt
ptitomny bud’ lehké fetézce typu «, anebo A. Konstantni ¢asti tézkych fetézei (y, W, a, &,
d) rozdéluji imunoglobuliny do 5 tfid (izotypu): 1gG, IgM, IgA, IgE a IgD [1][4].
Z hlediska funkéniho, klinicky vyznamného a kvantitativniho jsou nejvyznamnéjsi
imunoglobulinové tridy: IgM, IgG a IgA [5].

V séru se za fyziologickych podminek nachazi velké mnozstvi polyklonédlnich
protilatek, které maji rliznd vazebnd mista pro antigen tzv. idiotypy. Za patologickych
podminek, které nastdvaji napf. pfi maligni transformaci plazmatickych bunék, jsou
V séru pritomny monoklondlni protilatky (produkty jednoho klonu plazmatickych bunék
se stejnym izotypem a idiotypem). Maligni klon plazmatickych bunék postupné
infiltruyje celou kostni dienn a utlacuje tak fyziologické plazmocyty. Zaroven jsou
polyklondlni protilaitky v séru nahrazovany casto nefunkénimi monoklonalnimi

imunoglobuliny [6].
2.2.3 Monoklonalni gamapatie a HVS
Prof. Kyle z Mayo kliniky zavedl zakladni klasifikaci monoklonalnich gamapatii

na monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a na maligni monoklonalni

gamapatie (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1 Zakladni klasifikace monoklonalnich gamapatii

MONOKLONALNI GAMAPATIE NEJASNEHO VYZNAMU (MGUS)

Benigni monoklonalni gamapatie (IgG, IgA, IgD, IgM a vzacné i volné lehké fetézce)

Asociované s nadory z bun¢k neprodukujicich M-Ig

Biklonalni a triklonalni gamapatie

Idiopatickd Bence Jonesova proteinurie

MALIGNI MONOKLONALNI GAMAPATIE

Mnohocetny myelom (IgG, IgA, IgD, IgE nebo jen volné lehké fetézce)
Asymptomaticky mnohocetny myelom
Symptomaticky mnohocetny myelom

Plazmocelularni leukémie

Nesekre¢ni mnohocetny myelom

Plazmocytom (solitarni kostni nebo extrameduldrni)

Waldenstromova makroglobulinémie

Onemocnéni z té¢zkych fetézct (y, a nebo p)

Jiné maligni lymfoproliferativni onemocnéni (lymfomy nebo CLL)

Syndrom POEMS (Polyneuropatie, Organomegalie, Endokrinopatie, Monoklonalni

imunoglobulin, kozni - ,, Skin *“ zmény)

Primarni AL amyloidéza

Zdroj: prevzato z [1]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.1, hyperviskézni syndrom se vyskytuje
hlavné u malignich monoklonalnich gamapatii. Nejcastéjsi piricinou HVS je
Waldenstromova makroglobulinémie (WM), kterda odpovidd za 85 % piipadd HVS.
Mén¢ cCasto, cca u 5 %, je HVS pfitomen u pacientti s mnohoc¢etnym myelomem (MM).
Vzhledem k vyssi incidenci MM tomu ale Casto byva v praxi naopak [1][14][15].
Z tohoto divodu se v dalSim textu podrobnéji zaméiime zejména na Waldenstromovu

makroglobulinémii a mnohocetny myelom.
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2.2.4 Waldenstromova makroglobulinémie

Waldenstromova makroglobulinémie byla poprvé popsana vroce 1944
J. Waldenstromem, ktery ve své zpraveé uvedl 2 pacienty s krvacenim z nosu, anémii,
zvySenou sedimentaci erytrocytl, zvétSenymi lymfatickymi uzlinami, zvySenou
viskozitou, snizenym mnozstvim trombocytll, infiltraci kostni diené¢ lymfoidnimi
bunkami a s normalnim nalezem na rentgenu skeletu [3][16]. Dal§imi testy byla
prokazana piitomnost M-Ig typu IgM, ktery vzhledem k zna¢né velikosti a molekulové
hmotnosti byl nazvan makroglobulin. A takto vznikl cely nazev onemocnéni

Waldenstromova makroglobulinémie [17].

2.2.4.1 Vyskyt

WM patfi do skupiny zhoubnych lymfoproliferativnich onemocnéni
a predstavuje okolo 1 az 2 % hematologickych malignit [18]. V porovnani s MM se
vyskytuje asi desetkrat méné Casto [28]. Celkovy pocet nové zjisténych ptipadi WM
byl 31 (13 muzi a 18 Zen) v ramci Ceské republiky v roce 2010 [25]. Median véku pii

stanoveni diagnozy je okolo 65 let a muzi jsou postizeni Castéji nez Zzeny [23][26][27].

2.2.4.2 Definice

Waldenstromova makroglobulinémie patfi, podle vySe uvedeného rozdéleni, do
skupiny malignich MG a je definovana podle WHO Kklasifikace, jako
lymfoplazmocytarni lymfom infiltrujici kostni dfen a produkujici monoklonalni

imunoglobulin typu IgM [3].
2.2.4.3 Etiologie

Pfi¢ina vzniku WM neni pfesn¢ znama. Uvazuje se o moznosti vlivu
genetickych faktorti, které doklada zvySeny pocet malignich hematologickych

onemocnéni Vramci familidrniho vyskytu. Déle neni piesné¢ urceno, jaky vliv ma

zivotni prostiedi. N&které piipady jsou spojovany s hepatitidou C [27].
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2.2.4.4 Patofyziologie

Podstatou onemocnéni je maligni mutace B lymfocytu, proliferace a diferenciace
na lymfoplazmocytarni buniky, které produkuji monoklonalni imunoglobulin IgM [28].
Kostni dfen (KD) je prostoupena malymi B lymfocyty, které diferencuji
v plazmocytoidni lymfocyty a zralé plazmocyty [3][27].

2.2.4.5 Laboratorni nalez

V ptipad€ masivni infiltrace KD lymfoplazmocytarnimi butikami je v krevnim
obrazu pomérné castd normocytdrni normochromni anémie a trombocytopenie.
V nékterych piipadech byva popisovana mirna lymfocyt6za a monocytdza. Pti vySetieni
sedimentace erytrocytl je patrna vysokd hodnota az 100 mm/hodinu. V natéru periferni
krve je nasledkem pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu patrno penizkovaténi
(rouleaux) erytrocytli (viz Obrazek 2). Dale v natéru pievladaji atypické lymfocyty
a plazmocytoidni lymfocyty, coz jsou lymfocyty se znaky plazmocytt (viz Obrazek 3).
Maji napt. excentricky uloZzené jadro bez jadérek, hrubsi jaderny chromatin a v okoli
jadra jemné projasnéni. Cytoplazmu maji objemnou a silné bazofilni a v jadfe mohou
obsahovat Dutcherova téliska (intranuklearni vakuoly), kterda jsou tvofena
nahromadénym monoklonalnim imunoglobulinem [1][17][19][20].

Pro WM je typicky nalez infiltrace KD lymfoplazmocytarnimi bunikami
a plazmocyty. Biochemické vysetfeni séra i moce prokaze piitomnost monoklonalniho
gradientu. Koncentrace celkové bilkoviny séra a hodnota viskozity plazmy mohou byt

extrémné zvySeny [6][17][19].
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Obrazek 2 Penizkovaténi (rouleaux) erytrocyti

Zdroj: IV. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator

Obrazek 3 Lymfoplazmocytoidni buiika
Zdroj: 1V. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator
(fotografie ze systému digitalni morfologie CellaVision DM96)
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2.2.4.6 Klinické priznaky

Klinické projevy u WM souviseji jak s mnozstvim lymfoplazmocytarnich bunék
infiltryjicich KD, tak smnozstvim a specificnosti monoklonalniho IgM.
Lymfoplazmocytarni bunky utlacuji normalni krvetvorbu a soucasné¢ produkuji
cytokiny, jez zpusobuji nasledujici pfiznaky: zvySenou télesnou teplotu az horecku,
no¢ni poceni, Ubytek hmotnosti, anémii a trombocytopenii. Maligni bunky se déli
pomalu a mohou se $ifit po celém retikuloendotelidlnim systému. AvSak pouze u jedné
tfetiny pacientil je prokazatelnd infiltrace ostatnich organti, kterd zptisobi mirné zvétSeni
jater, sleziny a lymfatickych uzlin. Lymfoplazmocytarni bunky dale produkuji M-Ig
typu IgM, ktery zvySuje viskozitu plazmy a zplsobuje jiz zminovany hyperviskozni
syndrom s typickym krvacenim z nosu a dasni. M-Ig typu IgM miZze mit charakter
kryoglobulinu®, mize zptisobovat neuropatii a mit vliv i na koagula¢ni faktory a funkci
krevnich desti¢ek, ¢imz zpisobi prodlouzeni koagulacnich a krvacivych cast [27].
NejcastéjSimi subjektivnimi obtizemi nemocnych jsou chronicka unava, bolest hlavy,
slabost a nevykonnost. Bolesti kosti, opakované fraktury a hyperkalcémie se u WM

vyskytuji v porovnani s MM vyjime¢né [3][27][28].
2.2.5 Mnohocetny myelom

Nazev MM je odvozeny podle pravidel nazvoslovi nadort, které byly zavedeny
Virchowem. Nador z kostni diené je latinsky nazyvan myelé a po ptidani koncovky
- om vznik4 nazev myelom. Jelikoz je nddor charakterizovan Cetnymi osteolytickymi
lozisky, tak druha cast nazvu je pojmenovana latinsky multiple. Odvozeny termin

multiple myeloma je ptekladan do ¢estiny mnohocetny, mnohotny myelom [3].

2.25.1 Vyskyt
Mnohoc¢etny myelom (MM) je povazovan za nejzavaznéjSiho piedstavitele
z malignich monoklonalnich gamapatii. Je druhym nejcastéjsim hematoonkologickym

onemocnénim a predstavuje zhruba 10 - 15 % zhoubnych onemocnéni krve [6][17].

3 je patologicky stav, pii kterém sérové bilkoviny precipituji pti teplotach nizSich nez 37°C a zptsobuji
ucpani malych cév, tzv. Raynaudiv syndrom (zachvaty zblednuti a bolesti perifernich ¢asti téla)
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Vyskyt v populaci stale stoupd, a to predevSim diky vyraznému zlepSeni
diagnostiky v poslednich deseti letech. Je Casty zvlasté u starSich lidi. Median véku pii
stanoveni diagnozy je kolem 63 let [19]. Ve v€kové kategorii 75 - 79 let ma incidenci
15,57/100 000 obyvatel, naopak do 40 let véku se vyskytuje velmi vzacné [6][24][29].

Celkovy pocet nove zjisténych piipadt vyskytu mnohocetného myelomu v rdmci
Ceské republiky vroce 2010 byl 492 (252 muzi a 240 Zen). Incidence ¢inila
4,9/100 000 muzu a 4,5/100 000 Zen. TudiZ o néco Castéji byvaji postizeni muzi nez
zeny (asi 1,1 : 1). Uvedena data byla ziskana z UZIS CR, Nérodniho onkologického
registru [25].

2.2.5.2 Definice

Podle vyse uvedené klasifikace se MM fadi do skupiny malignich
monoklonédlnich gamapatii. U tohoto onemocnéni dochézi k infiltraci kostni diené
patologickymi plazmatickymi buiitkami s postupnym Gtlumem fyziologické krvetvorby.

Typicka jsou ¢etna osteolyticka loziska osového skeletu [3][30].

2.2.5.3 Etiologie

Prvotni pfi¢ina vzniku této nemoci neni stejné¢ jako u WM a vétSiny malignich
hematologickych onemocnéni doposud pfesné¢ znama. Jedna se o slozity proces, na
jehoz pribehu se podili fada cytogenetickych aberaci, které podléhaji vlivu prostiedi
a genetickym predispozicim. Zvazuje se 1 vliv endogennich faktorti, o kterém
vypovidaji rozdily vyskytu mezi rasami. U Afroameri¢anti se udava incidence
onemocnéni dvakrat vyssi, nez u kavkazské populace. Mezi dalsi rizikové faktory patii:
ioniza¢ni zatfeni, poruchy imunity, chemické kancerogeny (herbicidy, insekticidy,
azbest, organicka rozpoustédla aj.). V poslednich letech bylo potvrzeno, ze vsem

piipadim MM ptedchazi faze MGUS [1][6].
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2.2.5.4 Patofyziologie

Podstatou nemoci je maligni mutace B lymfocytu ve folikulu lymfatické tkang.
Takto zménéné B lymfocyty nekontrolovatelné proliferuji a diferencuji v patologicky
klon plazmatickych bunék. Koneénym vyvojovym stadiem je zrala myelomova burika.
Fyziologické plazmocyty piezivaji v kostni dieni 2 dny a poté podléhaji apoptdze.
Oproti tomu myelomové buiiky apoptoze nepodléhaji, jsou téméi nesmrtelné a postupné
se hromadi v kostni deni [17][28][29].

Myelomové bunky produkuji monoklonalni imunoglobulin. Kromé toho
vylucuji do svého okoli fadu cytokinli (napi. TNF-o, IL-6, IL-1B), které stimuluji
osteoklasty k odbouravani kostni hmoty a soucasné tlumi krvetvorbu (pancytopenie).
Nekontrolovanou proliferaci maligniho klonu dochazi k utlaku a naruseni vyzravani

fyziologickych plazmocytd, tim se snizi produkce funkénich protilatek a vzroste cetnost

infekei [1][17].

2.2.5.5 Laboratorni nalez

U pacientll v poc¢ate¢nim stadiu onemocnéni je v krevnim obrazu pfitomna
normocytarni normochromni anémie, leukopenie a trombocytopenie, pii masivnim
utlaku krvetvorby az pancytopenie. V natéru periferni krve je stejné jako u WM
pritomno penizkovaténi erytrocytli zptisobené¢ M-Ig. Kostni dien ziskand sternalni
punkci, mize byt prostoupena myelomovymi buiikami z 10 az 95 %. Myelomova burika
se lisi od zdravé plazmatické buiiky velikosti a charakteristikou. Casto méa velmi
rozmanitou strukturu. Bunky mohou mit dvé i vice jader. Obvykle jsou vétsi a podle
zralosti maji jemnéj$i nebo hrubsi chromatin (zralejsi bunky) (viz Obrazek 4). Jadro
s cytoplazmou se mnohdy 1i§i stupném zralosti. Naptiklad zraly myelocyt miize mit
cytoplazmu syté bazofilni, naopak jaderny chromatin mize mit jemny s viditelnymi
jadérky [17][20][21].

V cytoplazmé myelomovych bunék se mohou vyskytovat hyalinni kapicky
(Russellova téliska) tvofené z nadmérné akumulace M-1g. T¢liska maji svétle modrou
nebo naruzovélou barvu, a pokud vyplni celou cytoplazmu, dojde k utlaceni jadra,

burika ziska hroznovity vzhled a vznikne tzv. Mottova bunka (viz Obrazek 5).
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I bunécéné jadro mize obsahovat vacky stejné jako u WM, tzv. Dutcherova
téliska (viz Obrazek 6). V nékterych piipadech mize paraprotein vytvaiet v cytoplazmé
myelomovych bun¢k krystalické utvary (viz Obrazek 7). Nékdy se mize M-Ig
v okrajich cytoplazmy buné¢k barvit do ¢ervena, jedna se o tzv. plamenné plazmatické
bunky (viz Obrazek 8) [17][20][21].

Viskozita plazmy a rychlost sedimentace erytrocyti mohou byt také zvyseny, ale
v porovnani s WM nedosahuji tak extrémnich hodnot [17]. V séru i v moc¢i byva
pfitomen M-lg. Pfi proteinurii je dnes vyuzivano i velmi citlivé vySetfeni volnych
lehkych fetézct v séru [19]. Pfi rutinnim biochemickém vySetfeni mohou byt zvySeny
nasledujici parametry: koncentrace celkové bilkoviny séra, hladina vapniku, mocoviny,
kreatininu a kyseliny mocové. Koncentrace albuminu byva naopak snizena [19][22].

Dulezitym zobrazovacim vySetfenim je rentgen kosti, na kterém jsou viditelné
typické kostni zmény, tzv. osteolytickd loziska. Podrobnéjsi vySetfeni skeletu Ize

provést pocitacovou tomografii a magnetickou rezonanci [1][19][22].
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Obrazek 4 Myelomové buiiky
Zdroj: IV. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator

23



Obrazek 5 Mottova buiika
Zdroj: IV. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator
(fotografie ze systéemu digitalni morfologie CellaVision DM96)

Obrazek 6 Dutcherova téliska

Zdroj: IV. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator
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Obrazek 7 Krystalické utvary v myelomovych buiikach
Zdroj: IV. interni hematologickd klinika FN HK - hematologicka laborator

Obrazek 8 Plamenna buiika

Zdroj: IV. interni hematologicka klinika FN HK - hematologicka laborator
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2.2.5.6 Klinické priznaky

V roce 1889 popsal v Prager Medicinische Wochenschrift profesor mediciny
Otto Kahler jako prvni hlavni projevy mnohocetného myelomu: kostni a renalni
postizeni, anémie, opakované infekce a krvacivé projevy [6].

Mnohocetny myelom vyvolava rozsahlou $kalu klinickych projevi. Symptomy
vyplyvaji jednak z infiltrace KD myelomovymi buitkami, jednak z produkce M-lg. MM
zpiisobuje organové postizeni, které je charakterizovdno souborem ptiznakd pod
zkratkou CRAB, ktera vznikla vramci doporu¢eného diagnostického postupu
prostiednictvim International Working Group v roce 2003 [6][19]. CRAB je zkratka 4
nejcastéjSich ptiznaki, které charakterizuji MM a piivedou pacienta k 1ékafi. Jednotliva
pismena vyjadiuji: C - calcium elevation (hyperkalcémie), R - renal insufficiency
(postizeni funkce ledvin), A - anaemie (anémie), B - bone (bolesti kosti) [1][6][19].

Typické jsou dlouhotrvajici bolesti osového skeletu pfedev§im v bederni oblasti
a patologické zlomeniny dlouhych kosti [1][3][19][22][28]. Anémie zpusobuje
celkovou slabost, inavu a duSnost. Myelomové bunky postupné utlacuji krvetvorbu,
¢imZ dochézi k Ubytku krvinek, ke sniZzeni produkce funkénich imunoglobulinii a k
narustu infekci zejména dychacich cest a mocového traktu [1][6][19][28]. AZ polovina
nemocnych trpi postizenim ledvin, které byva zpusobeno volnymi lehkymi fetézci a
muze vyustit az vrendlni insuficienci [1][22]. Hyperkalcémie se projevuje Zizni,
dehydrataci, dezorientaci, pocitem nevolnosti az zvracenim [19][22].

Pfi znacném naristu hladiny M-Ig se mohou projevovat jiz diive uvedené piiznaky
HVS (krvaceni z nosu, bolesti hlavy, poruchy zraku atd.). Mohou byt patrné i krvacivé
stavy, diisledkem pasobeni M-Ig na funkci krevnich desticek (trombocytopatie) nebo na

faktory krevniho srazeni (ziskany von Willebrandiv syndrom, ziskané hemofilie)

[1][22].

26



2.2.6 Laboratorni prikaz monoklonalnich imunoglobulint

Laboratorni diagnostika monoklondlnich gamapatii vyzaduje pro prikaz
a identifikaci monoklonalnich imunoglobulini citlivé, spolehlivé a rychlé metody.
Rutinné pouzivanou metodou k prikazu M-Ig je elektroforéza bilkovin séra, ktera se
bézné provadi na agar6zovém gelu nebo acetylované celuldéze. Touto analyzou ziskame
I kvantitu M-Ig, ktera se ale neobejde bez stanoveni koncentrace celkové bilkoviny
vséru. V dneSni dobé se v klinickych laboratofich stile vice uplatituje kapildrni
elektroforéza, kterd je o mnoho rychlejsi a efektivnéj$i nez gelova elektroforéza.
K imunotypizaci M-Ig se pouziva imunofixa¢ni elektroforéza, ktera slouzi k ur¢eni
imunoglobulinové tiidy M-Ig a antigenniho typu lehkého fetézce M-Ig [1][12].

Na piitomnost M-Ig nas muize upozornit neobvykle vysoka koncentrace celkové
bilkoviny nad 90 g/l nebo extrémné vysoka hodnota sedimentace erytrocytd 100
mm/hodinu i vyssi [1][12].

V tabulce €. 2 je uveden piehled laboratornich metod slouzicich pro stanoveni

a prukaz M-Ig v séru nebo moci. Ke kazdé laboratorni metodé je uvedeno jeji pouziti.

Tabulka 2 Zakladni laboratorni metody pouZivané u monoklonalnich gamapatii
Metoda (marker) Pouziti

Elektroforéza bilkovin séra

(agarézovy gel nebo kapilarni elektroforéza) skrining, diagnza, sledovani

urceni typu paraproteinu, sledovani zbytkového

Imunofixace bilkovin séra “ .
onemocnéni u MM

Uréeni koncentrace M-Ig
(denzitometrie, absorbance v UV u kapilarni diagnoza a sledovani, monitorovani terapie
elektroforézy)

Urceni koncentrace polyklonalni Ig

(turbidimetrie, nefelometrie) diagnéza a sledovani

, v w , diagno6za a sledovani u nesekreéniho myelomu,
Volné lehké fetézce v séru g y

amyloidozy a MGUS
Viskozita plazmy hyperviskdzni syndrom
Beta,-mikroglobulin stazovaci systém, progndza
Elektroforéza bilkovin moce skrining, diagnéza, sledovani
Imunofixace bilkovin moce urceni typu paraproteinu

diagnoza a sledovani nesekrecniho myelomu,

Volné lehké fet€zce v moci MGUS a amyloidézy

Zdroj: prevzato z [12]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Meéreni viskozity

Meéfeni viskozity se v Hematologické laboratofi Fakultni nemocnice Hradec
Kralové (dale jen FN HK) provadi na pfistroji - rotac¢ni viskozimetr Brookfield
DV+II-Pro s méticim vietenem CPE-40 a obsluznym software RheoCalc [32].

Viskozita popisuje vnitini tfeni ¢astic v kapalinach [1]. Je charakterizovana
pomérem smykového napéti ke gradientu rychlosti (smykového poméru). Pomoci
rotaniho viskozimetru lze méfit viskozitu tzv. nenewtonovskych kapalin (krev). Tyto
kapaliny maji riznou hodnotu viskozity pfi riznych hodnotdch smykového poméru.
Principem méfeni je stanoveni odporu, ktery klade kapalina otacejicimu se disku.
Zmeénou otacek lze meéfit viskozitu pii riznych smykovych pomérech. Naslednou
aplikaci Cassonova matematického modelu je mozné ziskat kfivku zavislosti viskozity
na zméné gradientu rychlosti [31][32].

Meéteni viskozity lze provést z plné nesrazlivé krve, plazmy a séra. Nicméné
k vySetfeni viskozity u pacienti s monoklonalni gamapatii by se zasadné jako
biologicky materidl méla pouzivat plazma, aby zjiSténd hodnota odpovidala
fyziologickym podminkam [1].

Pacientovi se z kubitalni zily odebere vzorek krve do zkumavky s protisrazlivym
¢inidlem (nejCastéji KsEDTA). Odebrany materidl musi byt dopraven do laboratoie
a zpracovan nejdéle do 2 hodin od odbéru. V laboratoii se zkumavka necha
centrifugovat 10 minut pfi laboratorni teploté a 2500 g a separovana plazma se vySetii
na rota¢nim viskozimetru. Fyziologické rozmezi hodnot viskozity plazmy pti 20°C je

1,7 - 2,3 mPa.s [31][32].

3.1.2 Kapilarni elektroforéza bilkovin séra

V soucasné dobé je elektroforéza bilkovin séra a moce povazovana za nejlepsi

skriningovou metodou pro prikaz a uréeni koncentrace monoklonalniho
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imunoglobulinu. Elektroforéza patii mezi elektromigracni metody a miize byt dvojiho
typu: kapilarni nebo plosna (gel z agardzy nebo acetylované celuldozy) [1][12].

V Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(UKBD) je vyuzivan pro prikaz bilkovin séra piistroj Capillarys 2 od firmy Sebia.
Capillarys 2 je pln¢ automatizovany multikapilarni elektroforeticky systém uréeny pro
separaci sérovych proteinti. Capillarys pracuje na principu kapilarni elektroforézy ve
volném roztoku. Systém se sklada z 8 kiemennych kapilar a umoznuje analyzu 8 vzorkl
soucasné [33].

Kapilary jsou vyplnény alkalickym pufrem a ponoteny spolecné s 2 platinovymi
elektrodami do zasobniku s elektrolytem. Mezi elektrody se vklada vysoké napéti.
Vzorek se davkuje na anodicky konec kapilary. Po vlozeni vysokého napéti, se
bilkoviny separuji podle elektroforetické pohyblivosti a vlivem elektroosmotického
toku migruji v elektrickém poli ke katod¢, kde je umistény UV detektor méfici
absorbanci pfi 200 nm. Vysledkem meéfeni je graf zavislosti odezvy detektoru
(absorbance) na case, tzv. elektroforeogram. Diky vysoké rozliSovaci schopnosti se
bilkoviny déli do Sesti frakci (albumin, alfal-globuliny, alfa2-globuliny, betal-
globuliny, beta2-globuliny a gama-globuliny) [33][34].

Analyza by se méla provadét z cerstvych vzorki séra. Vzorky srazlivé krve musi
byt standardné¢ odebrany a dopraveny do laboratote. Zkumavka s odebranym
materidlem se centrifuguje 15 minut pii 2500 g, aby doslo k odd¢leni séra od krevniho
kolace. Oddélené sérum lze skladovat pii teploté 4 - 8°C 1 tyden a pii teploté -18°C
1 mésic [34]. Metoda je velmi citlivda a koncentrace pro zachyt monoklonalniho

gradientu je kolem 0,5 g/l [1].

3.1.3 Imunofixace bilkovin séra

Pokud se Vv elektroforeogramu mezi zénami alfa2-globulinti a gama-globulind
vyskytuje ostry pik, tak pravdépodobné znaci pfitomnost monoklonalniho gradientu.
Nasledn¢ by se méla provést imunofixace v séru nebo moci, ktera potvrdi nebo vylouci
pritomnost M-Ig. Imunofixace slouzi k ureni imunoglobulinové tfidy a antigenniho
typu lehkych fetézca M-Ig, tzv. imunotypizaci [1][12].

Imunotypizace se v laboratoii UKBD FN v Hradci Kralové provadi na

poloautomatickém elektroforetickém analyzatoru Hydrasys [35].
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Hydrasys je zalozeny na technice imunofixace, kterd vyuzivd monovalentni
protilatky k identifikaci monoklonalnich gradienti. Metoda se provadi ve 3 krocich.
Nejdiive dochazi k elektroforetickému déleni v agarézovém gelu. Po rozdé€leni se
migracni linie prevrstvi jednotlivymi antiséry proti IgG, IgA, IgM a lehkym fetézclim
kappa a lambda. Poté se gel promyje, ¢imz se odstrani nenavazané bilkoviny. Nakonec
se vzniklé precipitované proteiny obarvi kyselou violeti nebo amidocerni. Vyhodnoceni
obarveného gelu se provadi vizualné [12][35].

K vySetfeni by se mély pouzivat vzorky cerstvého séra nebo vzorky séra
skladovaného az 8 dni pfi teploté¢ 4 - 8°C. Vzorky srazlivé krve musi byt standardné
odebrany a dopraveny do laboratofe. Zkumavka se vzorkem se centrifuguje 15 minut pii
2500 g, aby doslo k oddé€leni séra od krevniho kola€e. Vlastni stanoveni se provadi pti
laboratorni teploté. Metoda je velmi citliva, detekuje koncentrace M-Ig kolem 0,25 g/l
[35].

3.1.4 Stanoveni celkové bilkoviny v séru

U nékterych typii onemocnéni miize dochdzet ke zménam koncentraci celkové
bilkoviny a zaroven ke zméndm procentualniho zastoupeni jednotlivych bilkovinnych
frakci. Stanoveni celkové bilkoviny se pouziva pii diagnostice a pfi monitorovani 1écby
onemocnéni postihujicich jatra, ledviny a kostni dfen [36].

Kvantitativni vySetfeni celkové bilkoviny v séru se v laboratoti UKBD provadi
na pln¢ automatizovaném analyzatoru Modular PPE Analytics SWA od firmy Roche.
Principem metody je kolorimetrické stanoveni tzv. Biuretova reakce. Bilkoviny
obsahuji peptidické vazby, ty po prfidani Biuretovy reagencie v silné alkalickém
prostiedi reaguji S médnatymi ionty za vzniku modrofialového komplexu. Intenzita
zbarveni vzniklého komplexu se méti fotometricky a je pfimo umérnd koncentraci
bilkovin [12][36].

Vlastni analyza by se méla provadét z Cerstvého séra. Vzorek srazlivé krve je
odebran z kubitalni Zily standardnim postupem rano na la¢no. Zkumavka se vzorkem se
centrifuguje 15 minut ptfi 2500 g, aby doslo k oddéleni séra od krevniho kolace.
Stabilita séra pii teploté 4 - 8°C je az 4 tydny [36]. Fyziologické rozmezi koncentrace
celkové bilkoviny v séru je 64,0 - 83,0 g/l [12].
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3.2 Vyhodnoceni

3.2.1 Charakteristika sledovaného souboru

Soubor tvoftilo 31 pacientd (17 Zzen a 14 muzi) ve véku 54 - 89 let (median - 68
let). Pacienti byli pro podezieni na HVS vySetfeni na IV. interni hematologické klinice
v FN HK v pribéhu let 2010 - 2013. Hlavnimi kritérii pro vybér pacientd byly:

e zvySena hodnota viskozity plazmy nad 2,3 mPa.s.
e nemocni s diagnézou MM, WM, MGUS a B-NHL a pfitomnym monoklonalnim
imunoglobulinem
Uvadéna laboratorni data pochézeji z laboratore UKBD a z hematologické laboratote
IV. interni hematologické kliniky FN HK.

Hodnocenymi parametry byly: viskozita plazmy, koncentrace celkové bilkoviny
Vv séru a koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu v séru.

Ze sledovaného souboru bylo vybrano 5 nemocnych (3 muzi a 2 Zeny), u nichz
byla béhem hospitalizace na lazkovém oddé¢leni IV. interni hematologické kliniky FN
HK opakované provedena 1écebnd plazmaferéza, za ucelem demonstrace jejiho tcinku

na sledované laboratorni parametry a soucasn¢ klinické projevy HVS.
3.2.2 Statistické vyhodnoceni

Laboratorni data byla zpracovana v aplikaci Microsoft Office Excel 2007
metodou linearni regrese a vyhodnocena bodovym grafem.

Laboratorni data 5 vybranych pacientii ze sledovaného souboru byla zpracovana

v programu Microsoft Office Excel 2007 a vyhodnocena spojnicovym grafem.
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3.2.3 Vysledky

V tabulce ¢. 3 jsou prehledné uvedeny hodnocené parametry u pacientii
sledovaného souboru. Procentualni zastoupeni pacientd s paraproteinem typu IgM bylo
29,03 %, 1gG 45,16 %, IgA 19,35 %. U dvou pacientii ze sledovaného souboru byla
pfitomna zdvojena gamapatie IgM lambda + IgM kappa (nemocny s MGUS) a IgM
kappa + IgG lambda (nemocny s B-NHL) (viz Graf 1,viz Tabulka 3).

Procentualni zastoupeni jednotlivych typti M-Ig

3%

3%

IeG
BlgA
45%
TeM
B IgM lambda + IgM kappa

m[gM kappa+ IgG lambda

Graf 1 Procentualni zastoupeni jednotlivych typi monoklonalnich imunoglobulint

Zdroj: vlastni zpracovani
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Tabulka 3 Sledovany soubor nemocnych s viskozitou > 2,43mPa.s a celkovou bilkovinou > 56,6 g/1

- : S-PROT | S-PARK VIS
PORAD] | POHLAVI | DG. MIG h /] (MPas]
1 Z D472 | 1gM lambda 82,8 23,3 2,89
2 7 D472 | 1gM kappa 89,8 16,6 2,76
3 M D472 'gl'\é'l\zalgi’)?)z Y| 67 | 145+1 | 281
4 z C900 IgA kappa 133,5 85,5 6,49
5 Z C900 | IgA lambda 77,8 31,4 4,17
6 z C900 IgG kappa 125,4 44,9 4
7 M C900 IgA kappa 87,7 23,1 2,85
8 Z C900 | IgAlambda | 1314 91,5 15,13
9 M C900 | lgGlambda | 107,1 41,9 4.9
10 7 C900 IgG kappa 142,1 90,8 4,9
11 Z C900 | IgG kappa 74,6 20,8 2,43
12 M C900 | IgA lambda 56,3 6,3 2,92
13 Z C900 | IgG kappa 84,1 21,3 3,35
14 V4 C900 19G kappa 129,7 62,6 3,53
15 M C900 | IgG kappa 105,8 46 2,85
16 7 C900 | IgA kappa 88,3 30,5 4,37
17 V4 C900 | lgGlambda | 117,9 35,3 2,96
18 7 C900 | IgG kappa 143,2 85,3 18,14
19 M C900 | lgGlambda | 114,6 68,8 9,4
20 M C900 | IgG kappa 97,7 33,4 3,08
21 M C900 19G kappa 148,1 98,9 7,7
22 M C900 19G kappa 100,1 46,5 5,19
23 M C900 | IgG kappa 137,9 79 3,98
24 M C880 IgM kappa 86,6 25,7 4,27
25 M C880 | IgM kappa 106,7 57,3 3,94
26 M C880 | IgM kappa 83,2 21,2 3,15
27 z C880 | IgM kappa 70,9 8,1 2,49
28 Z C880 | IgM kappa 99,7 44,1 8,72
29 z C880 | IgM kappa 129,3 63,1 15,49
30 Z C880 | IgM kappa 80,5 22,2 3,01
IgM kappa + 16,40 +
31 M c821 Igg G Iar'?]'f) | 798 o 3,53

Zdroj: vlastni zpracovani

DG. - diagnéza, MIG - typ monoklonalniho imunoglobulinu, S-PROT - koncentrace
celkové bilkoviny Vv séru, S-PARK - koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu
v séru, VIS - viskozita plazmy, D472 - MGUS, C900 - MM, C880 - WM, C821 -
B-NHL, Z - 7ena, M - muz
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3.2.3.1 Vysledky linearni regrese

Vysledky linearni regrese pii porovnavani vybranych laboratornich parametri

jsou zdokumentovany v grafech ¢. 2 - 4.

Zavislost viskozity plazmy na koncentract
bilkoviny
20 -
4
o v=10,0919x - 4,088
é = R=0,5785 g
=10 -
4 Y | 2 ’
i .
%5 o
g o % o & o %0 @
0 T T T
50 80 110 140
celkova bilkovina [g/1]

Graf 2 Zavislost viskozity plazmy na koncentraci celkové bilkoviny séra

Zdroj: vlastni zpracovani
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Zavislost viskozity plazmy na koncentraci M-Ig
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Graf 3 Zavislost viskozity plazmy na koncentraci M-Ig

Zdroj: viastni zpracovani

Zavislost koncentrace M-Ig na koncentraci celkove
bilkoviny
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Graf 4 Zavislost koncentrace M-Ig na koncentraci celkové bilkoviny

Zdroj: vlastni zpracovani
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3.2.3.2 Prezentace vybranych kazuistik

V nasledujicich grafech je znadzornén vyvoj koncentrace celkové bilkoviny
a viskozity v zavislosti na provedenych 1é¢ebnych plazmaferézach (viz Graf 5, Graf 6,
Graf 7, Graf 8, Graf 9).

Kazuistika ¢. 1

U Zeny ve véku 83 let byl 8. 6. 2010 diagnostikovdan mnohocetny myelom
s M-Ig typu IgA lambda. Z divodu opakované epistaxe (krvaceni z nosu) s podezienim
na HVS podstoupila laboratorni vySetfeni, kterd vedla k indikaci plazmaferézy.
Pacientka byla hospitalizovana od 15. 6. do 24. 6. 2010. Vstupni koncentrace M-Ig
v séru (S-PARK) byla 91,5 g/l, koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-PROT) byla
1314 g/l a viskozita plazmy (VIS) byla 15,3 mPa.s. Béhem hospitalizace nemocna
podstoupila 3 plazmaferézy a soucasné byla zahajena 1écba zakladniho onemocnéni
pomoci systémové chemoterapie. Po provedenych plazmaferézach doslo k vymizeni
epistaxe a k snizeni S-PARK na 65,8 g/l, S-PROT na 108,7 g/l a VIS na 6,5 mPa.s
(viz Graf 5).

Kazuistika ¢. 1
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—4— celkova bilkovina A plazmaferéza —#— viskozita

Graf 5 Vliv plazmaferézy na koncentrace celkové bilkoviny a viskozity plazmy (Kazuistika ¢. 1)

Zdroj: vlastni zpracovani
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Kazuistika ¢. 2

85leté zené byla vroce 2003 stanovena diagndéza mnohocetného myelomu
s M-Ig typu 1gG kappa. V roce 2010 byla hospitalizovana od 17. 9. do 22. 10. z divodu
progrese zakladniho onemocnéni, jez vedla k nartstu klinickych obtizi. Pacientka méla
znamky arteridlni hypertenze a levostranného srdecniho selhavani. Vstupné byly
naméteny: S-PARK - 62,6 g/l, S-PROT - 129,7 g/l a VIS - 3,59 mPa.s. Pro pfiznaky
HVS byla béhem hospitalizace provedena tfikrat plazmaferéza. Postupné doslo k tstupu

Klinickych obtizi a stabilizovani celkového stavu nemocné. Koncentrace S-PROT klesla

na 92,1 g/l a VIS klesla na 3,18 mPa.s (viz Graf 6).

Kazuistika ¢. 2
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Graf 6 Vliv plazmaferézy na koncentrace celkové bilkoviny a viskozity plazmy (Kazuistika ¢&. 2)

Zdroj: vlastni zpracovani
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Kazuistika ¢. 3

66letému muzi byla v prosinci roku 2010 diagnostikovdna Waldenstromova
makroglobulinémie s paraproteinem typu IgM kappa. Ve stejném roce byl
hospitalizovan od 15. 12. do 23. 12. kvuli klinickym projevim HVS (opakované
epistaxe, zhorSeni zraku a sniZeni mobility). Vstupné byly naméteny hodnoty: S-PARK
- 43,7 g/l, S-PROT - 138,3 g/l a VIS - 3,7 mPa.s. Pii vySetfeni o¢niho pozadi byl
prokdzan oboustranné nelplny uzavér centralni vény, ktery byl rovnéz zpisoben HVS.
Proto byla béhem hospitalizace tfikrat provedena plazmaferéza a soucasné byla
zahajena systémova chemoterapie. Postupné doslo k vyraznému zlepSeni celkového

stavu, VIS klesla na 2,52 mPa.s a S-PROT na 90,6 g/l (viz Graf 7).
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Graf 7 Vliv plazmaferézy na koncentrace celkové bilkoviny a viskozity plazmy (Kazuistika ¢. 3)

Zdroj: viastni zpracovani
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Kazuistika ¢. 4

53letému muzi byl v listopadu roku 2010 diagnostikovan mnohocetny myelom
s M-Ig typu IgG lambda. Pacient byl hospitalizovan od 13. 1. do 1. 2. 2012 pro teploty
anadmérné poceni s vysokou koncentraci C-reaktivniho proteinu (CRP). Béhem
hospitalizace byla kvili opakujicim se epistaxim a zvySené malatnosti vySetiena
I viskozita plazmy, ktera byla extrémné vysoka - 23,68 mPa.s a vedla k diagnoze HVS.
Obratem byly provedeny 2 plazmaferézy a VIS klesla na 3,66 mPa.s. Dale doslo
ke snizeni ptivodni koncentrace S-PROT ze 111,5 g/l na 91,1 g/l, ustupu teplot

a poklesu koncentrace CRP (viz Graf 8).
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Graf 8 Vliv plazmaferézy na koncentrace celkové bilkoviny a viskozity plazmy (Kazuistika ¢. 4)

Zdroj: vlastni zpracovani
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Kazuistika ¢. 5

65letému muzi byla v listopadu roku 2011 diagnostikovana Waldenstromova
makroglobulinémie s M-Ig typu IgM kappa. TéhoZz roku byl hospitalizovan od 9. 11. do
16. 11. kvali klinickym projevim HVS (brnéni v koneccich prstii, zavraté pii chizi
a epistaxe). Vstupni hodnoty byly abnormalné vysoké: S-PARK - 101,4 g/l, S-PROT -
185,1 g/l a VIS - 24,66 mPa.s. Vysetieni o¢niho pozadi odhalilo krvaceni do sitnice, coz
jen potvrdilo diagnéozu HVS. Béhem hospitalizace byly provedeny 2 plazmaferézy
a zahdjena systémova chemoterapie. Prvni plazmaferéza byla provedena v pocatku,
druha az na konci hospitalizace. Doslo k tstupu klinickych obtizi a k redukci

laboratornich hodnot, ackoli nedoslo k jejich tiplné normalizaci (viz Graf 9).

Kazuistika ¢. 5

]
[==]
o
1
T 1
| S I
o D

50

celkova bilkovina [g/1]
i f—
= N
= =
— = 2
= h O
viskozita [mPa.g]

(=]
= LA

»‘Jo
7y

—4— celkova bilkovina A plazmaferéza —M— viskozita

Graf 9 Vliv plazmaferézy na koncentrace celkové bilkoviny a viskozity plazmy (Kazuistika ¢. 5)

Zdroj: viastni zpracovani

40



4 Diskuze

Projevy  hyperviskozniho  syndromu  nejCastéji  souvisi s produkci
monoklonalniho imunoglobulinu typu IgM u Waldenstromovy makroglobulinémie.
Vyskyt HVS pii M-Ig typu IgA a IgG u mnohocetného myelomu je méné Casty. To je
dano zejména velikosti molekuly IgM (pentamer). Nicméné Somer a kol. uvadéji, ze
s HVS je mozné se setkat Castéji u nemocnych s mnohocetnym myelomem, a to
vzhledem k jeho vyssi incidenci [15]. Ur€eni diagnézy hyperviskézniho syndromu
pfitom nezalezi pouze na hladiné viskozity plazmy, ale predev$im na jeho klinickych
projevech [1][3].

Ukolem prace bylo zjistit ptipadné zavislosti mezi vybranymi laboratorni
parametry, které slouzi k sledovani aktivity monoklonalnich gamapatii. Zjisténé
hodnoty u skupiny 31 pacienti s MG byly statisticky analyzovany metodou linearni
regrese. Od dvou pacientli se zdvojenou gamapatii byla do analyzy zahrnuta pouze
majoritni koncentrace M-Ig.

Graf 2 zobrazuje zavislost viskozity plazmy na koncentraci celkové bilkoviny.
Rovnice regrese byla ur¢ena y = 0,0919x — 4,088 s koeficientem korelace R = 0,5785.
Na ose x bylo upraveno méfitko, jelikoZz posun pfimky na ose y je zplsobeny
porovnavanim 2 kvantitativné odliSnych parametrt (fyziologické rozmezi pro viskozitu
plazmy je 1,7 — 2,3 mPa.s, pro koncentraci celkové bilkoviny je 64 — 83 g/l).

Graf 3 zobrazuje zavislost viskozity plazmy na koncentraci monoklonalniho
imunoglobulinu. Rovnice regrese byla urCena y = 0,095x + 1,1806 s koeficientem
korelace R = 0,6420. V tomto piipadé nebylo upraveni méfitka nutné.

Provedena analyza neukazuje na linearni zavislost ani v grafu 2, ani v grafu 3.
Vzhledem Kk hodnotam korela¢nich koeficientd vSak byla existence statisticky
vyznamné (patrné nelinedrni) zavislosti veli¢in potvrzena na hladin€ vyznamnosti 0,01.
Rostouci variabilita naméfenych dat mize byt zpiisobena nehomogennim zastoupenim
jednotlivych typtt M-1g v hodnocené skupiné. Pokud bychom porovnavali pacienty se
stejnym typem M-Ig, s velkou pravdépodobnosti bychom ziskali zcela odlisné vysledky.
Nicméné toto nebylo nasim cilem. Graf 3 odpovida poznatku, ktery uvadi prof. Tichy
a prof. Maisnar, Ze korelace mezi viskozitou plazmy a ptitomnosti monoklonalniho

imunoglobulinu neni linearni [1].
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Graf 4 zobrazuje zavislost biochemickych parametrti, a to koncentrace
monoklonalniho imunoglobulinu na koncentraci celkové bilkoviny. Rovnice regrese
byla ur¢ena y = 1,0057x — 59,401 s koeficientem korelace R = 0,9367. Na ose x bylo
upraveno meftitko, jelikoz posun piimky na ose y je opét zplisobeny porovnavanim
odlisnych parametri (M-Ig je pouze bilkovinna frakce z celkové koncentrace bilkovin
Vv séru). V tomto piipad¢ byla vzhledem k hodnoté korela¢niho koeficientu statisticky
prokéazana linearni zavislost na hladin€ vyznamnosti 0,001.

Prof. Tichy a prof. Maisnar dale uvadéji, ze zvySena hodnota viskozity mize byt
zpusobena nejen velikosti molekuly s nepfedvidatelnymi vlastnostmi paraproteinu
(napf. schopnosti agregace a kryoprecipitace), ale i nedostatecnou hydrataci pacienta
[37].

U vSech uvadénych pacienti byla naméfena patologicka hodnota viskozity
plazmy. Nicméné stav byl diagnosticky uzavien jako HVS pouze u pacientd
s klinickymi projevy. Naptiklad u pacienta 21 z tabulky ¢. 3 s diagnézou mnohocetného
myelomu IgG kappa nebyly znamky HVS pfitomny. Pfitom tento muz ve v€ku 65 let
mél vSechny 3 hodnocené laboratorni parametry zna¢né zvySeny. Koncentrace celkové
bilkoviny dosahovala 148,1 g/l, koncentrace IgG kappa cinila 98,9 g/l a viskozita
plazmy byla 7,7 mPa.s. I pies takto vysokou hodnotu viskozity nebyla u tohoto pacienta
1é€ebnd plazmaferéza provedena, a to z diivodu neptitomnosti symptomu typickych pro
HVS, které jsou pro jeji indikaci kli¢ové.

LP nemusi byt indikovana pouze u pacientli s klinickymi ptiznaky HVS.
Piikladem mohou byt nemocni s pokrocilym zékladnim onemocnénim, kterym nezabira
medikament6zni 1é¢ba, a proto pravidelné dochazeji na LP v rdmci paliativni 1écby
(odstranéni M-Ig a zmirnéni p¥iznaka) [1][3].

Klinicky vyznam mozZnosti stanoveni viskozity plazmy je pfedevS§im v moznosti
monitorovani Ucinnosti 1écby nemocnych s hyperviskdznim syndromem pomoci
opakovanych l1é¢ebnych plazmaferéz (LP) [1]. Pro monitorovani Gi¢innosti 1é¢by je dale
mozné vyuzit i prosté stanoveni celkové bilkoviny séra, jejiz hodnota umérné koreluje

s koncentraci M-Ig a oproti stanoveni M-Ig se provadi rutinn¢ [36].
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V ramci druhého cile byla graficky demonstrovana ucinnost opakovanych LP
U5 pacientll s pfitomnou symptomatologii hyperviskézniho syndromu, ktery provazel
zakladni onemocnéni (viz Graf 5, Graf 6, Graf 7, Graf 8, Graf 9). Ve vSech uvadénych
piipadech doslo po provedeni LP jak k okamzitému poklesu hladin viskozity plazmy
a koncentrace celkové bilkoviny, tak i k ustupu klinickych obtizi a k zlepSeni celkového
stavu nemocnych.

Prof. Maisnar uvadi, ze nemocnym s Waldenstromovou makroglobulinémii
obvykle staci podstoupit pouze jednu proceduru LP, protoze molekula M-Ig z tfidy IgM
je ptiblizné z 80 % piitomna v cévach [1]. Presto v kazuistikach ¢. 3 a 5 bylo nutné
provedeni LP opakované, a to zdivodu vyraznych klinickych obtizi v disledku
vysokych hodnot viskozity 1 koncentraci paraproteinu a celkové bilkoviny.

Prof. Adam i prof. Maisnar uvadéji, ze v ptipadé M-Ig typu 1gG a IgA je
plazmaferéza méné ucinna, neZ u typu IgM. Piiblizné 50 % IgG 1 IgA se nachazi
v extravaskularni tekutiné a po provedeni LP dojde k opétovnému vyplaveni
paraproteinu do plazmy, ¢imz se zvysi hladina viskozity, a proto se LP musi opakovat.
Uvadi se, ze v téchto piipadech je pro dosazeni stejného efektu LP, jako u M-Ig typu
IgM, nutné provést sérii 3 - 5 plazmaferéz [1][3]. Uvedené skuteCnosti potvrzuji

prezentované kazuistiky €. 1, 2 a 4.
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5 Zavér

Na zaklad¢ analyzy zavislosti vybranych laboratornich parametrti jsme zjistili,
ze korelace mezi viskozitou plazmy a koncentraci celkové bilkoviny v séru, stejné jako
korelace mezi viskozitou plazmy a koncentraci monoklonalniho imunoglobulinu neni
linearni. Ze statistického hlediska vSak byla prokazéana statisticky vyznamna zéavislost.
Pokud bychom dokazali odstranit pfi¢inu vyrazné rostouci variability a analyzovali
vétsi pocet jedincl, mozna bychom mohli odhalit, o jakou zavislost se jednd. V ramci
vzajemného porovnani koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu s koncentraci
celkové bilkoviny séra jsme potvrdili statisticky vyznamnou line4rni zavislost.

Pii stanoveni uvedenych laboratornich parametri musime dbat zejména na
preanalytickou fazi vySetfeni, abychom ziskali validni vysledky a mohli je spravné
interpretovat. Viskozita plazmy podléhd mnoha faktortim, jako je napf. hydratace
pacienta a fyzikalnéchemické vlastnosti monoklonalniho imunoglobulinu.

V ramci posouzeni vlivu opakované lécebné plazmaferézy, ktera je metodou
volby u pacientll se symptomy hyperviskdzniho syndromu, jsme potvrdili jeji pozitivni
vliv jak na viskozitu plazmy a koncentraci celkové bilkoviny v séru, tak na celkovy stav

nemocného a klinickou symptomatologii HVS.
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