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1. Predmluva

Monoklonalni gamapatie nejasného (neurceného) vyznamu — tzv. MGUS (monoclonal
gammopathy of undetermined significance) je definovana jako klinicky némy, bezpfiznakovy
stav, pfi kterém nejsou splnéna diagnosticka kritéria mnohocetného myelomu (MM),
Waldenstromovy makroglobulinémie, Al-amyloiddzy nebo jiného zhoubného lymfoproli-
ferativniho onemocnéni. Jedna se v podstaté o laboratorni nalez, jehoz pojmenovani zaved| a
zakladni charakteristiky popsal profesor Robert A. Kyle z Mayo kliniky v USA v roce 1978 (1).
Monoklonalni gamapatie (paraproteinémie) pritom maji dnes jiz vice nez 150letou historii.
Od prvni analyzy moce nemocného s mnohoc¢etnym myelomem v roce 1847 Henry Bence
Jonesem, pres prvni klinicky popis mnohocetného myelomu prof. Otto Kahlerem, mél zasadni
vyznam v poznatcich o monoklonalnich gamapatiich rozvoj laboratornich metod v 30. letech
minulého stoleti, a to zejména elektroforetickych a imunochemickych, ktery vedl az
k sou¢asnym Uspéchim laboratorni diagnostiky a nasledné vcasné terapie (2,3). Pravé

biochemické vysetieni je dosud zakladem laboratorni diagnostiky monoklonalnich gamapatii.

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu je nejcastéjsi monoklonalni gamapatii.
Je fazena mezi prekancerézy vzhledem kjejimu moznému vyvoji do obrazu maligni
lymfoproliferace. Kazdy pacient s MGUS by proto mél byt pravidelné sledovan. NarUstajici
incidence monoklondlnich gamapatii véetné té nejzavaznéjsi z nich, kterou je mnohocetny

myelom, je patrna z dostupnych dat Narodniho onkologického registru (viz Obrazek €. 1).

PFitom pravé ve vychodnich Cechach, konkrétné v okresech Hradec Krélové, Ji¢in a Trutnov,
byla zaznamenana jedna z nejvyssich frekvenci vyskytu malignich lymfoproliferaci v ramci
Ceské republiky (viz Obrazek ¢&. 2). Incidenci mnohoéetného myelomu v jednotlivych krajich
Ceské republiky znazorfiuje Graf ¢.1. Tato skute¢nost a fakt, ze kazdému MM dle novéjsich
poznatk( predchazi bezpriznakova faze MGUS (4,5,6), mne proto privedla k dlouhodobému
sledovani nemocnych s MGUS diagnostikovanych v nasi regiondlni laboratofi. Dalsi inspiraci
pro mne byl fakt, Ze jsem se méla mozZnost zapojit do spoluprace biochemickych pracovist a
Ceské myelomové skupiny (CMG) na pFipravé Doporuéeni pro laboratorni diagnostiku a
sledovani nemocnych s MGUS. CMG byla zalozena 17. dubna 1996 jako dobrovolné sdruzeni
lékard spolupracujicich na vyzkumu, diagnostice a lé¢bé monoklonalnich gamapatii. Ve

spolupraci s Ceskou hematologickou spole¢nosti CMG pravidelné vydava Doporucené



postupy diagnostiky a lécby pacientd s mnohocetnym myelomem. Prvnimi spolec¢nymi
aktivitami, na kterych jsem se mohla podilet, byly zaméfeny na standardizaci zakladnich
laboratornich vysetfeni vyuZivanych vramci diagnostiky monoklondlnich gamapatii (3).
Jednim z hlavnich projektd CMG je Registr monoklonalnich gamapatii (RMG), jehoZ provoz
byl zahdjen 1. kvétna 2007. Aktualné RMG obsahuje data jiZ vice nez 11 tisic pacientd s MG,
ktefi jsou sledovani prostrednictvim 19 Ceskych a 4 slovenskych center |écebné péce. Jedna

se tak o jednu z nejvétSich databazi svého druhu na v Evropé, ale i na svété.

Obrazek 1. Predikce epidemiologie novotvarl mizni, krvetvorné a pfibuzné tkané v CR
v letech 2018 - 2019 (N4rodni onkologicky registr, UZIS CR)

Incidence Prevalence
Rok 2018 Rok 2019 Rok 2018 Rok 2019
o 290 291 6283 6398
HodekinusdlymioniHL] (256; 323) (256:327) (6153;6413) | (62666 530)
. 1600 1621 14 430 15039
Non-Hodekinity lymfom (NHL) (1513;1688) | (1533;1709) |(14232; 14 628) | (14 837 15241)
e e . 611 619 4052 4223
B-bunéény lvmfom z velkych bunék, difuzni (DLBCL) (571; 653) (579; 662) (3948: 4 158) | (4117: 4331)
L 284 288 3026 3153
Kol amiibnionn (i) (257:313) (261:318) | (2936:3118) | (3 061;3247)
L 107 109 726 757
Lyaniom i plastioviich bunc (ML) (91: 126) (92: 128) (682:772) (712; 804)
Mmnoho¢etny myelom (MM) a plasmocytarni 636 648 3138 3196
novotvary (PN) (596; 675) (605, 689) | (3046:3230) | (3103:3289)
i 599 610 2864 2916
B pehessiny olen VD (559; 641) (570:652) | (2777:2954) | (2 828;3 006)
o 642 639 5230 5305
Chronicl lymfatiekiy lenlemicCLD) (575, 710) (569;709) | (5111:5349) | (5185;5425)
o 89 88 969 985
Shronickimeloidniloilemic(CHL) (70; 108) (68: 108) (918: 1 020) (933;1 037)
I 350 349 1438 1462
alutniimyeloldnifictkemic (XM (313: 386) (311: 386) (1376:1500) | (1399;1525)
; e . 19 19 158 161
Akutni promyelocyticka leukemie (PML) (12: 28) (12: 28) (138: 180) (141: 183)
o 79 79 1664 1669
Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) (64, 94) (64: 94) (1597:1731) (1602 1736)
o 343 350 1231 1273
phyeledysplasticke syndroiy (MD:S) (280; 407) (286:414) | (1173:1289) | (1214:1332)

Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS CR

Pozn. v letech 2012-2016 byla pridmérna incidence MM a plasmocytdrnich novotvart 587

Vzorem pro pripravu mé disertacni prace se stala i nedavnd analyza souboru
nemocnych s MGUS sledovanych v rdmci RMG, ktera byla publikovana dr. Sandeckou (7,8).
Mym cilem bylo srovnani vysledk( této analyzy s analyzou dat ziskanych béhem 10letého
sledovani pacientli s MGUS v okrese Trutnov. Toto srovndni by ndm tak mélo pfinést odpovéd

na otazku, zda vyssi vyskyt MM a dalSich malignich lymfoproliferaci v nasem regionu je



vV

zpUsoben vyssim vyskytem pacientd s MGUS nebo vyssi frekvenci jejich transformace do

obrazu maligni gamapatie.

Obrazek 2. Incidence novotvart mizni a krvetvorné tkané v CR v letech 2012 — 2016
(Narodni onkologicky registr, UZIS CR)

Pocet nové diagnostikovanychonemocnéni
na 100 000 osob H>520
M 42,1-52,0 Pocet nové diagnostikovanych onemocnéni

v krajich na 100 000 osob

0 20 40 60
Kralovéhradecky kraj 54,4
Jihomoravsky Kraj- 48,0
Plzefisky Kral- a7y
Moravskoslezsky kra|_ 46,2
Olomoucky kraf 46,1
Ziinsky kraj | 460
HL. m Praha- 439
v okresech kraj Vysoéina' 433
Ceska republika ._ 425
Jihotesky kraj | a7
Pardubicky kraj | 399
Karlovarsky Kra|— 379
Liberecky kra|- 36,2
Stredocesky kraj | 355
Ustecky kra|_ 285

Incidence novotvard mizni a krvetvorné tkané byla v letech 2012-2016v krajich CR rozdilné. V Ceské republice bylo roéné diagnostikovano primémé
4 477 onemocnéni roéné, tedy 42,5 na 100 000 osob.

L S A
Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS &R ﬁZIS fB.A_ ;M;

Graf 1. Incidence mnohoéetného myelomu v jednotlivych krajich CR
(Narodni onkologicky registr, UZIS CR)

Incidence v obdobi 2013-2017

Pocet nové diagnostikovanych
onemocnéni na 100 000 osob

0 2 4 6 8 10

Kralovéhradecky kraj 6,7
Plzefisky kraj ] 6.6
Zlinsky kraj | 6,2
HI. m. Praha ] 6.1
Pardubicky kraj ]| 6.0
Jihomoravsky kraj | 6.0
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Jihogesky kraj | 57
Ceska republika | 5 7
Karlovarsky kraj | 54
Kraj Vysoéina ]| 53
Liberecky kraj ]| 52
Stredocesky kraj | 48
Ustecky kraj ]| 39



2. Abstrakt disertacni prace

Uvod: Monoklondlni gamapatie jsou relativné €astym nalezem pfi vySetieni elektroforézy
bilkovin. Pomérné nedavno byl potvrzen fakt, Ze mnohocetnému myelomu vzdy predchazi
faze monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a jedna se tak vlastné o
prekancerézu. Jako vyznamny prognosticky faktor maligni transformace MGUS se
v poslednich letech osvédcilo stanoveni volnych lehkych tetézcG v séru, zejména jejich

vzajemného poméru.

Pacienti a metody: Disertacni prace prinasi vysledky analyzy 10letého sledovani vlastniho

souboru 555 nemocnych s MGUS. Hlavnimi laboratornimi parametry sledovanymi v ramci
diagnostiky a progndzy byly koncentrace a typ monoklonalniho imunoglobulinu, albuminu a
beta2-mikroglobulinu. Nové byl diagnosticky panel u MG rozsifen o stanoveni volnych

lehkych retézcli v séru. Pro analyzu dat byl pouZit program SigmaPlot 12.0.

Vysledky: Median véku sledovanych osob byl 69 let, pficemzZ vékové rozpéti se pohybovalo
od 24 do 96 let, zastoupeni muzl a Zen bylo témér rovnomérné. Nejcastéji pozorovanym
typem monoklonalniho imunoglobulinu byl typ IgG, ktery byl zaznamenan v 67,9% pfipadu.
Nejpocetnéjsi byla skupina nemocnych s kvantitou MIG do 5 g/L, ktera tvofrila 60,7% pripada.
U 16,4 % (91/555) sledovanych osob s MGUS doslo v priibéhu sledovani k transformaci do
maligniho onemocnéni, nejcastéji, celkem v 8,3% (46 pacientld) do mnohocetného myelomu.

Celkové riziko maligni transformace v nami sledovaném souboru bylo 1,6% pripad( rocné.

Shrnuti: Na vlastnim souboru nemocnych jsme ovéfili platnost Mayo clinic prognostického
modelu pro nemocné s MGUS. Nami zjisténa frekvence maligni transformace odpovida
vysledku zjisténému vramci rozsahlé analyzy Ceské myelomové skupiny. Vy$&i vyskyt
malignich lymfoproliferaci na Trutnovsku tak musi byt zplisoben vyssim celkovym vyskytem

monoklondlnich gamapatii nejasného vyznamu v nasem regionu.



Abstract of the dissertation

Introduction: Monoclonal gammopathies are a relatively common finding in protein
electrophoresis. Quite recently it has been confirmed that multiple myeloma is always
preceded by a phase of monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and
is this is a precancerosis. In recent years, the determination of free light chains in serum,
especially their ratio, has proved to be an important prognostic factor in malignant

transformation.

Patients and methods: The dissertation brings results of analysis of 10-year follow-up of own

group of 555 patients with MGUS. The main laboratory parameters monitored in the
diagnosis and prognosis were the concentration and type of monoclonal immunoglobulin,
albumin and beta2-microglobulin. The diagnostic panel for MG has now been extended to
include the determination of free light chains in serum. SigmaPlot 12.0 was used for data

analysis.

Results: The median age of the monitored persons was 69 years, with the age range ranging
from 24 to 96 years, the representation of men and women was almost even. The most
commonly observed type of monoclonal immunoglobulin was the IgG type, which was
reported in 67.9% of cases. The most frequent group was patients with MIGup to 5 g/ |,
which represented 60.7% of cases. 16.4% (91/555) of MGUS subjects experienced malignancy
during the follow-up, most frequently, a total of 8.3% (46 patients) into multiple myeloma.

The overall risk of malignant transformation in the study group was 1.6% of cases per year.

Summary: We verified the validity of the Mayo clinic prognostic model for patients with
MGUS in our own group of patients. The frequency of malignant transformation we found
corresponds to the result of extensive analysis of the Czech myeloma group. The higher
incidence of malignant lymphoproliferations in the Trutnov region must be due to a higher

overall incidence of monoclonal gammopathies of unclear significance in our region.



3. Cile disertacni prace

1. Rozsifeni diagnostického panelu potfebného pro diagnostiku a sledovani nemocnych
s monoklonalnimi gamapatiemi v podminkach regiondlni biochemické laboratofe o

stanoveni volnych lehkych fetézc(i v séru.

2. Analyza vlastniho, dlouhodobé (10 let) sledovaného souboru nemocnych s MGUS
z Trutnovského regionu s cilem srovnani jejich vysledk( s vysledky analyzy provedené na
vétSim souboru nemocnych sledovanych prostifednictvim Registru monoklondlnich

gamapatii Ceské myelomové skupiny a dostupnymi literdrnimi daty.

3. Ovéfeni vyznamu stanoveni volnych lehkych fetézcli a platnosti stratifikacniho modelu

Mayo clinic u pacientll s MGUS v praxi regionalni biochemické laboratore.

4. Formulace vlastnich doporuceni pro laboratorni diagnostiku a sledovani pacient(

s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu.



4. Uvod do problematiky

Monoklondlni gamapatie - obecné poznatky

Monoklonalni gamapatie (MG) tvofi velmi heterogenni skupinu onemocnéni, ktera je
charakterizovdna proliferaci jednoho klonu diferencovanych B-lymfocytl produkujicich
homogenni imunoglobulin, tzv. monoklonalni imunoglobulin (M-lg, synonyma — paraprotein,
M-komponenta, M-gradient). Tento monoklondlni imunoglobulin miZeme prokazat v séru
a/nebo v moci. Monoklonalni gamapatie mGzZeme také definovat jako skupinu chorob, které
vznikaji mutaci buniky B-lymfocytarni rady. Prof. Kyle z Mayo kliniky zaved| zakladni déleni
monoklondlnich gamapatii na maligni monoklonalni gamapatie a monoklondlni gamapatie
nejasného (neuré¢eného vyznamu) — tzv. MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined
significance) (1,2,3,9,10).

Monoklonalni imunoglobulin (M — protein, M — komponenta, paraprotein) se mize
skldadat jak z intaktni imunoglobulinové molekuly nebo také jen z jejich strukturalnich
komponent, tj. lehkych retézch kappa ¢i lambda, vzacnéji z tézkych retézci molekuly
imunoglobulinu. Tézké rfetézce patfi k jedné z péti imunoglobulinovych tfid G, A, M, D nebo E.
Monoklonalni imunoglobulin nalezi vidy kjedné imunoglobulinové tridé (Ig), kjedné
podtfidé Ig a ma jeden typ lehkych fetézch. Rozdil od normalnich Ig je predevsim
v homogenité. Protilatkovd aktivita u vétsSiny paraproteind neni znama, ale jednou z teorii
pGvodu monoklondlnich Ig je nadmérnd imunitni odpovéd, kterd se vymkla kontrolnim
mechanismim (3,11,12).

V poslednich letech je pozorovan postupny nardst vyskytu (incidence)
monoklondlnich gamapatii. V naprosté vétsiné pripadl prikazu monoklondlni gamapatie jde
o monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), které jsou ve vétsiné pripadu
benigni (2,3). Nicméné se jednd o potencidlné maligni stav charakterizovany nezhoubnou
klonalni proliferaci plazmatickych bunék secernujicich monoklondlni imunoglobulin (4,5,6). V
pripadé zjisténi pritomnosti monoklondalniho gradientu v séru nebo v modi je tedy nutné
provést dalsi vysetfeni. Stanoveni volnych lehkych retézcl k a A a jejich k/A indexd je dnes
nezbytnym dopliikovym vySetfenim u monoklonalnich gamapatii (4,5,6). Pomér volnych
lehkych Fetézcl imunoglobulinu v séru spole¢né s kvantitou a typem M-proteinu tvofi zaklad

Mayo klasifikace umoznuijici stratifikaci jedincd s MGUS do 4 rizikovych skupin podle miry

10



rizika maligni progrese (4,5,6). DalSim nepfiznivym faktorem spojenym s vysokym rizikem

maligni transformace je napr. i pfitomnost monoklonalnich volnych lehkych fetézcd v moci.

Tabulka 1. Klasifikace monoklonalnich gamapatii (Kyle 2006)

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)

Benigni (IgG, IgA, IgD, 1gM, a vzdcné lehké fetézce)

Benigni (IgG, IgA, 1gD, 1gM, a vzacné lehké retézce)

Asociované s nadory z bunék neprodukujicich MIG

Biklonalni a triklonalni gamapatie

Idiopaticka Bence-Jonesova proteinurie

Maligni monoklonalni gamapatie

Mnohocetny myelom (IgG, IgA, IgD, IgE a free lambda nebo kappa)

Symptomaticky a asymptomaticky/doutnajici MM

Plazmocelularni leukémie

Nesekre¢ni myelom

IgD myelom

POEMS syndrom: polyneuropatie, organomegalie, endokrinopatie, MIG,
kozni zmény (skin)

Plazmocytom

Solitarni kostni plazmocytom

Extramedularni plazmocytom

Maligni lymfoproliferace

Waldenstrémova makroglobulinémie

Maligni lymfomy

Chronicka lymfaticka leukémie

Nemoci tézkych retézcti

K Heavy-chain disease

o Heavy-chain disease

vy Heavy-chain disease

AL amyloidodza

11



Zakladni rozdéleni a charakteristika jednotlivych typi monoklonalnich gamapatii

Jak jiz bylo uvedeno, zakladni rozdéleni monoklonalnich gamapatii na maligni
monoklondlni gamapatie a na MGUS zaved!| prof. Kyle z Mayo kliniky (1,13). Rozdéleni je
uvedeno prehledné v Tabulce ¢. 1. Monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS) je
potencidalné maligni stav charakterizovany nezhoubnou klondlni proliferaci plazmatickych
bunék secernujicich monoklonalni imunoglobulin. Dale se déli dle zakladni klasifikace na
benigni monoklonalni gamapatie s produkci kompletni molekuly IgG, IgA, IgD, IgM a vzacné i
volnych lehkych Fetézcll, dale na biklondlni a triklonalni gamapatie. Uréeni miry rizika, tj. zda
MGUS zUstane stabilni nebo bude progredovat do mnohocetného myelomu (MM) nebo jiné

pfibuzné nemoci, je z klinického hlediska dilezité (1,13).

4.1. Monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu - MGUS
4.1.1. Epidemiologie MGUS

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je definovana jako klinicky
némy bezpfiznakovy stav, pfi kterém nejsou splnéna diagnosticka kritéria mnohocetného
myelomu, M. Waldenstrom, AlL-amyloiddézy nebo jiného zhoubného lymfoproliferativniho
onemocnéni. Poprvé byla popsana v roce 1978 prof. Kylem a Greippem (4,5). Monoklonaini
gamapatie nejasného vyznamu je nejcastéjsi monoklonalni gamapatii. Jeji prevalence v celé
populaci dospélych osob se pohybuje kolem 1 % pozorovani za rok (15,16). Incidence MGUS
je oproti nejc¢astéjsi maligni monoklonalni gamapatii, kterou je mnohocetny myelom,
priblizné 100x vyssi (1,15,17). V mladsich vékovych skupinach (pod 50 let) je pomérné vzacna
(dokonce méné nez 1%). Frekvence vyskytu dale stoupd s vékem a u lidi nad 50 let je
pfitomna zhruba u 3 % populace, v pripadé muzd nad 80 let je pak prevalence vice nez 8 %
(1,15,17). Muzi jsou postizeni o néco méné Castéji nez Zeny. Priblizné 70 % MGUS je typu IgG,
nasleduje IgM (cca 15-20 %) a nejméné Casto se vyskytuje typ IgA (cca 11 %) (6). Prevazuiji
také lehké retézce kappa (62 %) nad lambda (38 %) (2). V soucasné dobé je na MGUS

pohlizeno jako na prekancerdzu (4,5,6,15).
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4.1.2. Etiologie a patogeneze

Klicové biologické a molekularné genetické mechanismy vyvoje MGUS nebyly dosud
zcela objasnény. Jedna se o proces, na kterém se spolupodili mnoho faktor( véetné genetické
predispozice, vlivu Zivotniho prostfedi, mozné chronické infekce nebo autoimunniho
onemocnéni a dalsi rlzné faktory (15). Jednim z faktor(i, ktery se mlze podilet na vysSim
vyskytu MGUS je i obezita (16). Dokonce byla prokazana souvislost s télesnou hmotnosti a
rizikem progrese MGUS do obrazu maligni monoklonalni gamapatie (18,19).

Vyzkum zaméreny na detekci ¢asnych genetickych zmén u MGUS prokazal, Ze jiz ve
fazi MGUS mohou byt pfitomny obdobné cytogenetickou abnormitu u klonalnich
plazmatickych bunék jako je tomu v pfipadé mnohocetného myelomu (20). Byly popsany
zhruba 4 zakladni mechanismy, které se Ucastni ¢asnych patogenetickych zmén ve vyvoji
MGUS. Jsou to IgH translokace, hyperdiploidie bunék, delece chromozomu 13 a deregulace
genl pro cyklin D (21). Metodou FISH byla prokazana translokace genu pro IgH fetézec asi u
poloviny pacientli s MGUS,ve vyssim procentu pak u pacientl s myelomem a plazmocelularni
leukémii (21). Hyperdiploidni jadra byla detekovana u zhruba 30-47 % pacientll s MGUS (21)
a vyznam tohoto jevu je intenzivné zkouman, zavéry studii vSak ¢asto nebyvaji zcela jasné.
Delece chromozomu 13 je pfitomna asi u 25 % pacientll s MGUS. Konkrétni geny na 13.
chromozomu, které se ucastni patogenetického procesu vsak nejsou znamy. U MGUS si
vysledné aberantni klonalni plazmatické buriky uchovavaji mnoho fenotypovych vlastnosti
jako zdravé bunky, avsak pomaleji proliferuji. Studie neprokazaly Zzadné vyznamné rozdily
mezi fenotypy plazmatickych bunék nalezenych u MGUS a MM. Neexistuji ani vyznamné
rozdily v profilech genové exprese plazmatickych bunék. Pfestoze mohou nastat dalSi zmény,
které ovliviiuji DNA sekvenci a rozdily v expresi microRNA mezi MGUS a MM, nejsou jen tyto
zmény odpovédné za progresi z MGUS do MM. Spise se predpoklada, Ze prechod je zplUsoben
expanzi populace klonalnich bunék MGUS v pribéhu casu (22). Bylo prokazano, Zze
v patogenezi MGUS hraji roli rovnéz rasa a etnicita (5).

Na zakladé zkusenosti ziskanych jejich dlouhodobym sledovanim je na MGUS nyni
nahlizeno jako na prekancerézu s rizikem pfechodu v maligni monoklondlni gamapatii
u priblizné 1% pripadd rocné. Poznatkem z posledni doby je i skutecnost, Ze transformaci
z MGUS pravdépodobné vznikaji vSechny pfipady MM (4,5,15). V minulosti se totiz

predpokladalo, Ze jde pouze o jejich mensi ¢ast.

13



4.1.3. Prevalence MGUS

Vyskyt MGUS se lisi u rlznych etnickych skupin — 8,6 % u afroameric¢and, 3-6 % u
bélochll a 2,7% u Japoncl. Prevalence MGUS je tak 2-3x castéjsi u Afroameri¢ana
v porovnani s bélochy (5,23). U bélochl pritom prevalence s vékem nar(sta, u afroameri¢and
se prevalence prekvapivé s nar(istajicim vékem neméni (1,15,23). V porovnani s bélochy se
naopak MGUS vyskytuje méné u Asiatl, nejméné pak u obyvatel Japonska a Mexika (5).
MGUS je o néco castéjSi u muzl. Zaroven se predpokladd i geneticka predispozice, coz bylo
potvrzeno familidrnim vyskytem MGUS (5). IgM MGUS se ve vétsi mife objevuje v zemich
zapadni Evropy, také v USA, Kanadé a v jizni Australii. Podstatné méné Casto se objevuje ve
vychodni Evropé, Recku a vlzraeli oproti zemim jizni Evropy (ltalie, Spanélsko). Nizka
prevalence IgM MGUS je také napfriklad ve Svédsku a v Nizozemi (24). Prakticky vibec se
nevyskytuje u asijské populace (napft. odhad prevalence IgM MGUS v Japonsku je asi 0,16%).
U jedinct mladsich 50 let se monoklonalni gamapatie vyskytuje v 0,2 %, nad 50 let véku v 1,0
- 1,7 %, ve vékové kategorii nad 70 let jiz ve 3 % a v obdobi nad 80 let je prevalence jiz 10 %

(25).

4.1.4. Diagnostika MGUS

Diagnostika MGUS je =zaloZzena na detekci pritomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu elektroforézou bilkovin s naslednou imunofixaci. Zakladni diagnosticka
kritéria pro MGUS jsou uvedena v Tabulce €. 2. V ni je téZ uvedeno, Ze zakladnim parametrem
diagnostiky MGUS je nepritomnost tkanového nebo organového postizeni (1,3). Toto je
jednim z problém pfi interpretaci klinického obrazu MGUS. Je nutné patrat po organovém
postizeni ve smyslu anémie, selhani ledvin, pfitomnosti hyperkalcémie a kostniho
onemocnéni (CRAB symptomy). Zaroven je podstatné i vyloudit jinou preexistujici malignitu
(1). U kazdého pacienta s MGUS je podstatné vidy dasledné zvazit, zda symptomy, které
pacient ma, mohou nebo naopak nemohou néjak souviset s MGUS. Sterndlni punkce by méla
byt provedena u pacient(, u kterych jsou pfitomny znamky jakéhokoliv orgdnového postizeni
nebo jejich symptomatologie budi klinické podezieni na moznou malignitu (3,15). JelikozZ je
v soucasné dobé nutnou soucdsti diagndézy MM prlkaz klonality plazmatickych bunék, je
vramci vysSetfeni kostni drfené u pacientt s MGUS nezbytné i provedeni

imunofenotypizacniho ¢ imunohistochemického vysetfeni (1,15). U pacientl, ktefi maji
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diagnostikovanu nizkou hladinu MIG a soucasné u nich nejsou pfitomny Zadné klinické obtize
ani znamky organového postizeni neni nezbytné nutné vysetreni kostni dfené provadét. Vidy
je vsak nutné kazdou situaci posoudit individualné, obecné doporuceni zde neexistuje. Proto
je vidy lepsi pri jakékoli nejistoté vysetreni kostni diené provést. Pomérné casto muize byt
MG asociovana s koznimi a revmatickymi onemocnénimi, s ¢asto prechodnym vyskytem
monoklonalniho imunoglobulinu se miZeme setkat i u imunodeficienci (26,27). Vlastni
diagnosticka kritéria MGUS byla aktualizovana v roce 2016. Hodnota M-proteinu v séru (non-
IgM typ) musi byt podle nich pod 30g/L, pocet klonalnich plazmocytd v kostni dfeni nesmi
presdhnout hodnotu 10% a nesmi byt pfitomny znadmky organového poskozeni (CRAB-
symptomy), které by souvisely s plazmocelularnim onemocnénim (1,4,14,19,26). Aktudlni
diagnosticka kritéria MGUS dle Mezinarodni Myelomové Pracovni skupiny (IMWG) z let 2014

a 2016 jsou prehledné uvedena v Tabulce €. 2.

Tabulka 2. Diagnosticka kritéria MGUS — upraveno dle Rajkumara et al., 2014, 2016

Non IgM MGUS IgM MGUS Light-chain MGUS
M-protein <30g/L <30g/L Sérum:
0 g/L+negativni IFE
Moc: 0 g/L
<500 mg/24 hod.
FLCr - - < 0,26 nebo >1,65
. . <10% i
Infiltrace KD | < 10% klondl.PC . <10% klonal.PC
lymfoplazmocytu
Organové Nepritomnost: Nepfitomnost: Nepfitomnost:
postizeni C: S-Ca<2,75 mmol/L Anémie C: S-Ca<2,75 mmol/L
R: S-krea< 177 pmol/L Hyperviskozity R:S-krea< 177 umol/L
event. Cl-krea<40 mL/min Hepatosplenomegalie | Event. Cl-krea<40
A: Hb<100 g/L Lymfadenopatie mL/min
A: Hb<100 g/L
B: osteolytickych lézi B:osteolytickych
[osteoporézy a |ézi/osteopordzy a
kompresivnich fraktur kompresivnich fraktur
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4.1.5. Klinicky prtibéh

Nejcastéji je MGUS zachycena zcela ndhodné pfi rutinnim vysetieni pacientl z jiného
dlvodu, napfiklad vramci laboratorni diagnostiky osteopordzy z osteologické poradny,
bolesti zad z neurologické ambulance, pacientl z alergologické ambulance event. dalSich
specializovanych ambulanci. Jednim ze zakladnich kritérii onemocnéni je jeho
asymptomaticnost. Pritomnost MIG nepUsobi zpravidla Zadné subjektivni ani objektivni
obtiZe, ani zddné zmény organovych funkci (25). Objevuji se ale tfi typy moznych komplikaci,
na které je tfeba u pacientl s MGUS myslet.

Jako prvni typ problému bylo zaznamenano zvysené riziko tromboembolickych prihod
oproti ostatni populaci bez MGUS (28). V ramci nékolika studii bylo opakované prokazano, ze
pacienti s MGUS maji vyssi riziko vendzniho tromboembolismu ve srovnani s vékové stejnou
populaci bez pfitomnosti MGUS. Na zakladé téchto zkuSenosti byl MGUS oznacen za jeden
z moznych rizikovych faktor( pro rozvoj tromboembolické nemoci.

Druhym typem zdravotnich komplikaci je mozny vyskyt periferni neuropatie u
pacientd s MGUS (29,30). V soucasné dobé neni izolovand polyneuropatie povaZovana za
klinicky pfiznak organového postizeni pfi MGUS, proto neni z hematologického hlediska ani v
tomto pripadé indikovana terapie. Je vSak zndmo, Ze zejména ve skupiné pacientl s
polyneuropatii a pritomnosti MIG typu IgM je prokazan vyssi titr protilatek anti-MAG (s
myelinem asociovany glykoprotein) a to az v 50 %. Pres existenci tohoto faktu vsak zatim
nebyl pfimy patogeneticky korelat potvrzen (29,30).

Anti-MAG neuropatie je velmi vzacna forma ziskané polyneuropatie spojené s IgM
monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (IgM-MGUS) (29,30). Termin paraproteinemicka
neuropatie (PPN, event. neuropatie asociovana s paraproteinémii) je v literarnich zdrojich
popisovana jako heterogenni skupina neuropatii charakterizovand pfitomnosti
monoklondlniho imunoglobulinu v séru (31). Pfi paraproteinemické neuropatii se objevuji
rtzné neurologické symtomy jako krece, mirna distalni slabost, senzitivni poruchy ( jako napf.
necitlivost, zvySena bolestivost, parestézie, dysestézie), poruchy rovnovahy. PPN je nejCastéji
pozorovdna u IgM gamapatie (asi v 48%), poté nasleduje 1gG MG (asi v37%) a IgA MG (v
15%). PPN se déli do 3 hlavnich klinickych subtypl a to na distalni demyelinizacni
symetrickou neuropatii, chronickou zanétlivou demyeliniza¢ni polyneuropatii (CIDP) a

axonalni senzomotorickou periferni neuropatii (31). Vyskyt periferni neuropatie mize nékolik
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let pfedchazet vyvoji maligni monoklondlni gamapatie. Periferni neuropatie je definovana
jako onemocnéni nebo degenerativni stav, ktery postihuje motorické, senzitivni nebo
vasomotorické periferni nervy (30,31). S MGUS asociované neuropatie nejsou obecné léceny
s vyjimkou IgM monoklonalni gamapatie nebo v ptipadé asociace s chronickou zanétlivou
demyeliniza¢ni neuropatii. PPN mohou byt zpUsobeny interakci protilatek se specifickym
antigenem na perifernich nervech nebo depozici imunoglobulinu. Pfiblizné 10 % pacient(
s chronickou senzomotorickou neuropatii nejasného plivodu ma monoklonalni gamapapatii,
z toho u 2/3 pacientl se jednd o MGUS (31). Pfitomnost polyneuropathie by méla u pacientd
s MGUS vést i k vylouceni mozné AL amyloiddzy.

V tfetim pripadé se jednd o moiné spojeni MGUS a osteopordzy (32). V klinickych
studiich bylo prokazano, Ze u pacienti s MGUS jsou zménény hladiny nejméné dvou cytokin(
(MIP — 1lalfa a DKK 1), které hraji u osteopordzy vyznamnou roli. Soucasné byla
dokumentovana zvysena kostni fragilita u pacientll s MGUS pfi vySetfeni CT (32,33).

Pfirozeny prdbéh MGUS md obvykle benigni charakter, avSak vidy existuje riziko
progrese do maligniho onemocnéni. Nejcastéji dochazi k transformaci MGUS do
mnohocetného myelomu, méné casto také do AL amyloiddézy, Waldenstromovy

makroglobulinémie event. jinych lymfoproliferaci.

4.1.6. Prognostické faktory, monitorovani aktivity monoklonalnich gamapatii

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu byly dlouhou dobu povaZovany za zcela
benigni onemocnéni. Vyzkumy z posledni doby vSak ukdzaly, Ze MGUS s sebou nese v
prabéhu casu maligni potencial. Riziko maligni transformace MGUS do MM nebo jinych
asociovanych nemoci je 1% rocné. Pro MGUS typu IgM je riziko maligni transformace
dokonce vyssi a to 1,5% rocné (1,26,34). Jak jiz bylo zminéno v predchozim textu, v pomérné
neddvné dobé bylo prokdzano, Ze kazdy mnohocetny myelom je pfedchazen fazi MGUS (1).
Nesmime tedy zapominat na skutecnost, Ze v pripadé MGUS se jednd o prekancerozu. Z
historickych zkuSenosti vyplyva, Ze ackoliv vétSina pacientll s MGUS zemre na onemocnéni,
které nemd zadny dokumentovany vztah k MGUS, u ¢asti pacient dojde v ¢ase k malignimu
vyvoji ve smyslu progrese do lymfoidni malignity, nejc¢astéji MM (34). Z tohoto dlvodu
v soucasné dobé vétsina pracovist zaméruje svoji pozornost pravé na identifikaci pacientd, u

kterych je riziko prechodu do malignity nejvyssi. Cilem této snahy je spravné vytipovat
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nejrizikovéjsi pacienty, u nichz by bylo mozné zahajit |éCbu jesté pred vznikem symptomatické
malignity a tak co nejvice oddalit jeji dalsi vyvoj resp. vznik orgdnového poskozeni. Idealni by
pak samoziejmé bylo vyvoj v maligni onemocnéni zcela odvratit (15).

Jednim z dlouhodobé studovanych prognostickych faktort, ktery ma svdj vyznam
z hlediska laboratorni diagnostiky MGUS, je stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru
pacientl, predevsim stanoveni poméru kappa/Lambda retézcl. V roce 2004 byly poprvé
prezentovany Rajkumarem prvni zminky o vyznamu FLCr jako prognostického markeru pro
pacienty s MGUS (14,35). Z analyzy malé skupiny pacient( tehdy vyplynulo, Ze FLCr je Castéji
abnormalni u pacientl s progresivni chorobou. Pozdéji bylo prokazano na velké kohorté
pacientl (1148 jedinci s MGUS z registru Mayo clinic), Ze jedinci s abnormalnim pomérem
FLCr maji asi 2,6x vyssi riziko rozvoje malignity v porovnani s jedinci s normalnim FLCr
(14,35). Ktéto situaci dochazi, nebot produkce monoklonalniho proteinu je vdzanda na
pritomnost klonalnich plazmatickych bunék v kostni dreni. | kdyz ve sterndlnim punktatu u
pacientd s MGUS obvykle nenalezneme vétsi mnozstvi plazmocytll, mlze byt nadprodukce
kappa nebo lambda komponenty odrazem jejich zvySené metabolické aktivity, se kterou je
spojena téz zvysend pravdépodobnost ¢astéjsiho maligniho zvratu (14,35). Z tohoto dlvodu
bylo stanoveni FLC implementovano do nového prognostického modelu Mayo clinic, ktery
kromé FLCr zahrnuje téZ stanoveni kvantity MIG a jeho typizaci (5,6,14,36). Jde o
v soucasnosti nejcastéji vyuzivany stratifikacni model pacientli s MGUS v ramci bézné klinické

praxe. Pacienty dle tohoto modelu ¢lenime do 4 skupin (viz Tabulka ¢. 3).

Tabulka 3. Riziko progrese MGUS do malignity (Kyle 2008)

s Absolutni riziko
.. . . Relativni riziko
Rizikova skupina 0 progrese ve 20 letech
(%) o
(%)
,Low-risk”
(MIG <15 g/L, I1gG typ, normalni FLCr 1 5
(0,26 —1,65)
,Low-Intermediate-risk”
(1 faktor abnormaini) >4 21
,High-Intermediate-risk”
- 10,1 7
(2 faktory abnormalni) 0 3
,High-risk”
7 Ve 2 7
(3 faktory abnormalni) 0,8 >8
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Na zakladé téchto zjisténi byla v roce 2009 vypracovana doporuceni IMWG, kterd
nové zahrnula stanoveni FLCr v dobé diagndzy do zakladniho vysetfovaciho panelu MGUS.
Vysetfeni FLCr by tak dnes mélo byt pomocnym kritériem k posouzeni rizika progrese
choroby do malignity. Nizce rizikové pacienty je pak mozné sledovat 1x za 2-3 roky, zatimco
vysoce rizikové pacienty je nutné monitorovat ¢astéji, a to 1x za 3-6 mésicl (14,36).

Dalsim sledovanym parametrem u pacientl s MGUS je rozsah infiltrace kostni dfené
plazmatickymi burikami. V praxi to znamena, Ze ¢im vice klonalnich plazmatickych bunék je v
kostni dfeni pritomno, tim vyssi je riziko progrese do malignity (prfedevsim mnohocetného
myelomu). V roce 2007 byl Pethema skupinou publikovan rizikové-stratifikacni model
(PETHEMA model) maligni transformace pacientli s MGUS zaloZeny na stanoveni procenta
fenotypové abnormalnich plazmatickych bunék v ramci vSech plazmatickych bunék kostni
drené a pritomnosti aneuploidnich zmén (tzv. DNA index) (37,38,39). Dle této studie bylo
zjisténo, Ze pacienti s MGUS, u nichZ je vice nez 95% plazmatickych bunék kostni drené
abnormalniho fenotypu a zaroven je pfitomna aneuploidie, maji 46% riziko maligniho zvratu
v nasledujicich 5 letech sledovani (39).

V roce 2010 pak stejna vyzkumna skupina publikovala podobny rizikové-stratifikacni
model progrese pacientl s MGUS, kdy byl definovan vyvijejici se MGUS (,evolving®) jako
minimalné 10% zvyseni koncentrace M-proteinu v séru béhem 3 let (38,40). Bylo popsano, Ze
72% pacientd s MGUS svice nez 95% fenotypové abnormalnich plazmatickych bunék ze
vSech plazmatickych bunék kostni difené a ,evolving” charakterem progreduje béhem
nasledujich 7 let od stanoveni diagndzy (40).

Vroce 2017 byl navrien tfeti rizikové-stratifikaéni model Ceskou myelomovou
skupinou. Model byl postaven na zakladé péti rizikovych faktorli a to na koncentraci MIG
vséru 15 g/L a vice, patologickém poméru FLC (<0,26 nebo >1,65), infiltraci kostni drfené
plazmatickymi burikami <5%, pfitomnosti imunoparézy a hodnoté sérového hemoglobinu
<120 g/L (26). MGUS skupina, kterd méla 4-5 rizikovych faktorl, méla 63x vyssi riziko
progrese ve srovnani s referencni skupinou (26).

Mezi dalsi rizikové faktory patfi imunoparéza neklonalnich imunoglobulint (41,42),
pritomnost cirkulujicich plazmatickych bunék v periferni krvi (26), stanoveni tézkych retézc
metodikou Hevylite (41), DNA aneuploidie a cytogenetické zmény (26,27,43). Dllezité

z hlediska predikce rizika maligni transformace a jejiho ¢asného rozpoznani jsou i moderni
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zobrazovaci techniky. Patfi sem vySetifeni pomoci magnetické rezonance (MRI) a vySetfeni

pozitronovou emisni tomografii (PET/CT) (26).

4.2, Maligni monoklonalni gamapatie

Hlavnim predstavitelem skupiny malignich monoklonalnich gamapatii je predevsim
mnohocetny myelom. MnohocCetny myelom je druhou nejcastéjSi hematologickou
malignitou po ne-Hodgkinovych lymfomech. Reprezentuje zhruba 10 % hematologickych
malignit a 1 % vSech zhoubnych tumorl obecné. Soucasné je zodpovédny zhruba za 2 %
umrti na maligni onemocnéni. Celosvétové je patrny pomaly nardst jeho vyskytu a je
zaznamendan prekvapivé stale &ast&jsi vyskyt v mladsich vékovych skupinach. V Ceské
republice se odhaduje jeho incidence asi 4-6 pripad( na 100 000 obyvatel ro¢né (9). Ve
vyskytu mirné prevazuji muzi nad Zenami, a to v poméru 3/2. Median véku je zhruba 65 let.
Myelom je Castéjsi v Cernosské populaci (zde je incidence kolem 8/100 000 obyvatel rocné),
oproti kavkazské populaci, kde je incidence 5/100 000 obyvatel ro¢né (9,10,11,45,46,47). V
pfipadé mnohocetného myelomu dominuje MIG IgG, nasledovany IgA, volnymi lehkymi
fetézci a az poté nasleduji vzacné IgD myelomy a jesté vzacnéjsi IgE a IgM myelom.

Od roku 1975 se pouzival puvodni staZzovaci systém mnohocetného myelomu podle
Durieho a Salmona zaloZeny na kriteridlnim stazovani (9). Tento systém spiSe nez progndzu
pacientl odrdzel mnozZstvi myelomové masy a jeho vyznam se pfi souc¢asnych terapeutickych
moznostech snizil. V roce 2005 IMWG zverejnila novy prognosticky systém pro mnohocetny
myelom, ktery je zaloZeny na stanoveni dvou zakladnich biochemickych marker( (albuminu a
B2M). Ten je prehledné uveden v nasledujici kapitole v Tabulce €. 7. Tento systém dokaze
lépe vyjadrit vstupni progndzu pacientl. Jeho zdsadni limitaci je obtizna interpretace u
pacient( s rendlni insuficienci, nebot hladina B2M je zde zvysena diky jeho sniZzené clearance
ledvinami. Oba systémy dovedou s urcitymi limitacemi odhadnout progndézu nemocnych
v dobé diagndzy. Pro progndzu kazdého nemocného je ale dlleZité i biologické chovani
choroby ¢astecné vyjadrené cytogenetickym vysetfenim a dosaZzena |é¢ebna odpoveéd, kterd
se nastésti diky novym Iéklim stdle zlepSuje. Na konci roku 2015 vydala IMWG aktualizovana
kritéria pro stanoveni diagnézy mnohocetného myelomu (48). Upravu kritérii z roku 2003 si
vyzadaly zejména dalsi pokroky v lécbé mnohocetného myelomu i pfinos novych

zobrazovacich a laboratornich technik v diagnostice onemocnéni. Snahou je zabranit
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poskozeni organismu v ramci asymptomatické faze nemoci zahdjenim casné lécby v pripadé
identifikace novych rizikovych faktorl. Ceskd myelomova skupina na vydani novych kritérii
zareagovala vydanim doplriku ke guidelines (49,50).

Ke zménam doslo i v ndzvoslovi, pojem symptomaticky myelom byl nahrazen pojmem
mnohocetny myelom a asymptomaticky myelom se vratil k plvodnimu ndzvu doutnajici
(,smoldering”) myelom. Nadale plati CRAB kritéria, ale renalni funkce pacientd jsou navic
kromé sérové koncentrace kreatininu posuzovany i pomoci stanoveni jeho clearence (zde je
nejcastéji vyuzivan odhad pomoci MDRD nebo CKD-EPI). Zaroven bylo nové zarazeno uziti
modernich diagnostickych metod k prikazu kostniho poskozeni (MRI) (49,50) a nové se
posuzuje i pomér k/A lehkych fetézcll. Tyto zmény jsou prehledné uvedeny v Tabulce €. 4.

V ramci sledovani nemocnych se ,,smoldering” (asymptomatickym) myelomem byly
nové identifikovany tfi rizikové faktory (viz Tabulka €. 4), jejichZ identifikace by méla vést
k casnému zahajeni |écby. Co se tyCe predchozich diagnostickych kritérii mnohocetného
myelomu, doslo ke snizeni vyznamu pritomnosti M-Ig nezavisle na jeho kvantité. Pfitomnost
monoklondlniho imunoglobulinu je wvyuZivdana pouze vramci déleni onemocnéni na
secernujici a nesecernujici typ (46,49,50).

Mezi maligni monoklondlni gamapatie patfi i Waldenstrémova makroglobulinémie.
Median véku pti stanoveni diagndzy je kolem 60-65 let, i zde je popisovana lehka prevaha u
muzll. Onemocnéni je provazeno vyskytem sérového M-Ig typu IgM, pfi jehoz vyssi
koncentraci se mohou objevit pfiznaky hyperviskozity. U casti nemocnych muiZe byt
prokazatelny kryoglobulin, coZz se mulZe projevovat manifestaci Raynaudova syndromu,
kloubnimi bolestmi, periferni neuropatii (3). U tohoto onemocnéni na rozdil od MM mohou
byt postizeny uzliny, kostni dfen a slezina. U nemocnych, ktefi jsou asymptomaticti, neni
nutné zahajovat neprodlené lécbu (44,51).

DalSim vzacnym predstavitelem malignich monoklonalnich gamapatii je onemocnéni
z tézkych retézcl. Dle typu tézkého retézce je dale déleno na gama (y), alfa (a) a mi ().
Onemocnéni z tézkych retézcl jsou charakterizovana proliferaci jednoho klonu B-lymfocytd,
které produkuji strukturdlné abnormadlni (nekompletni) tézké retézce imunoglobulini bez
asociace s lehkymi fetézci. Poprvé bylo onemocnéni popsano Franklinem v roce 1964, proto
byva dle objevitele nemoci nékdy nazyvano Franklinova nemoc (44,51). Byvaji u ni postizeny

uzliny, kostni dfen, jatra a slezina (51). Nemoc z tézkych retézcl alfa se vyskytuje zpravidla pfi
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nadorovém lymfoplazmocytoidnim procesu tenkého stfeva, postihuje mladsi nemocné mezi
20. - 30. rokem véku (51). Je to nejcastéjsi typ nemoci z tézkych fetézcl. Predpoklada se i
Ucast chronické strevni infekce (Campylobacter pylori). Nemoc ztézkych fetézci mi se
objevuje spise ve stfednim a vyssim véku a je provazena hepatosplenomegalii (51).

Primarni AL amyloiddza je maligni gamapatii vyskytujici se prevainé u dospélych.
Podstatou nemoci je ukladani lehkych retézc jako depozit do rlznych tkani. Incidence
onemocnéni je 1 na 100 000 obyvatel ro¢né (51). Maximum vyskytu se uvadi mezi 60-65
rokem véku. Castéji jsou postizeni muzi a to v poméru 2:1. Toto onemocnéni postihuje riizné
organy. Nejcastéji zastoupenym typem postizeni je amyloidéza srdce (asi 37%). Po ni
nasleduje postizeni ledvin (28%) s nefrotickym syndromem a periferni amyloidova neuropatie
(asi 15%).

Tabulka 4. Nova diagnosticka kritéria doutnajiciho a mnohocetného myelomu
(upraveno pro diagnostickad doporuceni CMG 2018 podle IMWG 2014)

Smoldering myelom Mnohocetny myelom

Koncentrace MIG v séruav mocCi | ¢c-MIG (IgG nebo IgA) | * Koncentrace sérového kalcia
> 30g/L nebocMIG | >0,25 mmol/L nad horni limit
v moci > 500 mg/24 nebo kalcémie > 2,75 mmol
hod a/nebo 10-60 % * Kreatinin > 177 umol/L nebo
klonalnich plazmocytl | clearance kreatininu <40 mL/min
v KD (=0,67 mL/s)

* Koncentrace hemoglobinu

0 20 g/L nizsi nez dolni limit
referencniho rozmezi nebo
hemoglobin < 100 g/L

* FLCr > 100

Absence CRAB kritérii | * Klonalni plazmatické burnky v
nebo amyloidozy kostni dieni > 10 %, Ci biopticky
verifikovany plazmocytom

* Lytické léze nebo osteopordza s
kompresivnimi frakturami (CT,PET)
* >1 fokalni |éze na MRI
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Smoldering myelom Mnohocetny myelom

1. Ultra-high risk — SMM 40% rocni riziko Symptomaticky nesekreéni myelom
progrese do MM, Infiltrace kostni dfené 210%
> 60% BMPC nebo klonalnich plazmocytu, bez
FLCr 2100 nebo 1 prikazu MIG, ale se zndamkami
fokalni léze na MRI poskozeni organt

2. High risk - SMM 25% rocni riziko

progrese do MM

3. Low risk - SMM 5% rocni riziko progrese
do MM

Méné cCasté je postizeni gastrointestindlniho traktu (8%). K diagndze amyloiddzy je
nutné provedeni orgdnové biopsie stypickym histologickym nalezem kongofilnich
amyloidovych depozit. Pomoci imunohistochemického vysSetfeni se prokaze izotyp lehkych
fetézcl a k sledovani aktivity AL amyloidézy Ize novéji vyuZit stanoveni volnych lehkych
fetézcl v séru (52).

Pouze lokalné se vyskytujici maligni monoklonalni gamapatie je oznacovana jako
plazmocytom, ktery se dle vztahu ke kosti dale déli na solitarni kostni a extramedularni.

Produkce monoklonalniho imunoglobulinu byva zjisténa i u ¢asti nemocnych
s malignimi lymfomy a chronickou lymfatickou leukémii. Mezi maligni monoklonalni
gamapatie patfi i syndrom POEMS, jehoZ ndzev je vytvoren na zdkladé ptiznak, které tento
syndrom tvofi. Jedna se o polyneuropatii, organomegalii, endokrinopatii, pfitomnost

monoklondlniho imunoglobulinu a kozni (,,skin“) zmény (51).
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5. Prehled zakladnich laboratornich metod vyuzivanych v ramci
diagnostiky monoklonalnich gamapatii a jejich uskali
5.1. Elektroforéza sérovych bilkovin (ELFO)

Elektroforéza bilkovin (ELFO) je zakladni metodou vyuzivanou v praxi k vyhledavani a
kvantifikaci monoklondlniho imunoglobulinu (M-komponenty) vséru i jinych télesnych
tekutinach. SlouzZi jako screeningovd metoda, tj. jako metoda k ,vyhledavani odchylek od
normy“ ve sloZeni spektra proteind télnich tekutin (2,3). Separace proteinli se provadi na
vhodném nosici, napf. na agarézovém gelu. Proteiny tvori velkou skupinu latek pfitomnych v
plazmé (séru), jejichz celkova koncentrace se pohybuje vrozmezi 65 - 80 g/L. Pri
elektroforéze na agardze ziskame Sest frakci: nejrychlejsi je frakce albuminu, za nim nasleduji
alfa-1 globuliny (al), alfa-2 globuliny (a2), beta-1 globuliny (B1), beta-2 globuliny (B2) a gama
globuliny (y) (44,53,54,55). Vétsina téchto frakci je tvofena mnoha rdznymi proteiny, které
maji pri hodnoté pH 8,6 podobnou migracni rychlost. Monoklonalni imunoglobulin se mlze
v elektroforetickém obraze nachdzet mezi gama- aZz alfa-2 globuliny. MZe mit charakter
ostrého M-gradientu, ale mlZe byt charakterizovan i SirSi difuzni zénou nebo splyvat se
zénou beta globulinG, coZ se tyka zejména paraproteinl IgA. Pravé tyto typy paraproteind
pak mohou byt béznym elektroforetickym vysSetfenim tézko odhalitelné (2). K modifikaci
elektroforetického nalezu mize dochazet pfi pritomnosti monomerd, dimerl nebo polymert
IgM, polymer(i IgA nebo agregat(l IgG. Pfitomnost M-proteinu mohou napodobovat i nékteré
bilkoviny. Jednd se o tzv. pseudoparaproteiny (napf. fibrinogen, CRP, lysozym, komplex
hemoglobin-haptoglobin, migra¢ni artefakty apod.).

Elektroforeogram je vyhodnocovan denzitometricky (viz Obrazek ¢. 4). Pfi tomto
hodnoceni jsou ziskana relativni procenta zastoupeni jednotlivych frakci bilkovin (rovnéz i
monoklonalniho imunoglobulinu) a spole¢né se stanovenim celkové bilkoviny v séru lze poté
urcit koncentraci jednotlivych frakci véetné monoklonalniho imunoglobulinu (2). Diagnosticky
dllezité je stanoveni vychozi koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu a jeho ndsledné
monitorovani v prabéhu sledovani vyvoje monoklonalni gamapatie. Je vhodné, aby sledovani
pokud moZno probihalo na stejném pracovisti, stejnymi osobami a stejnym pfristrojovym
vybavenim (54). Klasicka elektroforéza bilkovin zlstava i dnes nejlepsSim laboratornim

skriningem. Tato metoda je dostatecné citliva, rychla, levna a snadno dostupna (viz Obrazek
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¢. 3). Ve velkych rutinnich laboratofich klinické biochemie je dnes klasickd elektroforéza
nahrazovana kapilarni elektroforézou (CE). Pti pouZiti kapilarni elektroforézy je pfimo mérena
absorbance bilkovin v UV oblasti (200 nm) na katodickém konci kapildry. Soucasné
elektroforetické metody jsou velmi citlivé a dokazi zachytit M-gradienty v koncentraci 0,5 g/L
(2,3). Pfi prakazu M-komponenty nebo pfi podezieni na jeji pfitomnost v elektroforeogramu

by méla nasledovat imunofixacni imunoelektroforéza séra ¢i moci.

Obrazek 3. Elektroforéza bilkovin séra

Elektrotoreticky obraz sara
. 2bumin
alfa 1 glabulin
A alfa 2 globulin
- beta 1 globulin
- beta 2 globulin
gama globulin
sebia ~
I zdroj: www.sebia.com

Obrazek 4. Elektroforeogram

i

Albumin oy o, B ¥

V laboratofi OKB trutnovské nemocnice mame k dispozici pristroj Hydrasys 2 firmy

[ 4
R

zdroj: www.is.muni.cz

BioVendor (viz Obrazek €. 5), ktery vyuziva principu gelové elektroforézy na agardze. Princip

elektroforézy, ktera je zaloZzena na pohybu nabitych castic v elektrickém poli, je znam jiz pres
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200 let (57,58). Proteiny jsou amfotery, které mohou nabyvat kladného i zdporného napoje
podle pH okolniho roztoku. Pozitivné nabité molekuly proteind maji vétsi schopnost adsorpce
nez negativné nabité, proto jsou pri elektroforéze protein( vyuzivdny negativni naboje.
Prebytek pozitivnich iontd neutralizuje negativni ndboj a zlistane pozitivni naboj skupiny a
opacné prebytek negativni iontl vede k negativnimu ndboji skupiny a k pohyblivosti k anodé
(2). Ptistroj Hydrasys 2 je poloautomaticky, multiparametricky systém pro kompletni
elektroforézu na agarozovém gelu. Tento proces zahrnuje naneseni vzorkl, migraci, inkubaci,
suseni, barveni, odbarveni a zavérec¢né vysuseni (60). Program umoznuje ovladani pfistroje
(migrace, barveni) pres dotykovou obrazovku. Pristroj je pripojen k pocitaci s programem

Phoresis, ktery umoznuje ziskat obrazek elektroforetické migrace a nasledné jej i vytisknout.

Obrazek 5. Pristroj Hydrasys 2 (BioVendor)

zdroj: www.sebia.com

5.2. Imunofixacni elektroforéza bilkovin séra i moci

Imunofixace je metoda umoznujici naslednou identifikaci a typizaci monoklonalnich
imunoglobulind v séru a v moci. Imunofixace je dalezZitd a zcela nezbytnd k potvrzeni ndlezu
elektroforézy (2,3). Jeji citlivost je ve srovnani s elektroforézou asi 50krat vys$si. Imunofixace
je nezbytna jak pro urceni imunoglobulinové tfidy MIG, tak pro urceni antigenniho typu
lehkych fetézcl Ig (viz Obrazek €. 7). Imunofixace se pouzivala také jako skrining napf. pfi

podezieni na AL amyloiddzu, kdy kvantita M-proteind muZe byt tak nizkd, Ze neni mozna
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jejich detekce pri elektroforéze (52). Dnes ji vtéto indikaci nahradilo stanoveni volnych
lehkych fetézcl v séru. Pfi imunofixaci se vzorek séra elektroforeticky déli na agarozovém
gelu v 5 “drahach” a po skonceni déleni se kazda délici linie prevrstvi jednim z antisér - proti
IgA, 1gM, 1gG a lehkym retézcim kappa a lambda. Nenavazané bilkoviny se promytim gelu
odstrani a obarvi se imunoprecipitaty fixovanych proteini (2). Imunofixace je schopna
detekovat v séru koncentrace M-proteinu kolem 0,2 g/L a vmoci kolem 0,04 g/L. Je-li
imunofixace negativni santiséry proti imunoglobulinim A, G a M a jsou pfitomny
monoklondlni lehké fetézce kappa nebo lambda, méla by nasledovat jesté imunofixace
s antiséry proti IgD a IgE (2).

Provedeni imunofixace nam umoziuje stejné pfistrojové vybaveni jako v predchozim
pripadé, tedy pfistroj Hydrasys 2 (BioVendor). Na tomto pfistroji je totiz vyuZivan princip
elektroforézy s naslednou imunofixaci s monovalentnimi antiséry. Antisérum je aplikovano
primo na elektroforeogram a reakce mezi antigenem a protilatkou probéhne béhem nékolika
minut. Z hlediska techniky mizeme rozdélit imunofixaci na 3 faze: elektroforézu, aplikaci
antiséra a barveni a promyvani. Jako nosi¢ jsou pouZivany predevsim agardozovy a
acetylcelulézovy gel (viz Obrazek ¢. 6). Pomoci imunofixace je mozné urcit antigenni typ
lehkych fetézc( a identifikovat paraprotein v koncentracich i kolem 0,1 g/L. U paraprotein(
typu IgM nékdy pozorujeme tendenci k polymerizaci a tvorbé agregatli (60). Tento jev
odstranime pti pouZiti 2-merkaptoetanolu (2-ME), ktery pfidéme k séru a nechdme 5-10
minut inkubovat pfi pokojové teploté a nasledné provedeme imunofixaci (2,60). Moc¢ na

imunofixaci zahustujeme dle koncentrace celkové bilkoviny v moci dle pfesného schématu.
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Obrazek 6. Priklad vysledku imunofixacniho vysetreni bilkovin
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zdroj: www.sebia-usa.com

5.3. Kvantitativni stanoveni polyklonalnich IgG, IgA a IgM, imunoparéza

Imunoglobuliny (lg) jsou tvoreny plazmatickymi bunkami jako humordlni
(protilatkova) odpovéd na kontakt imunosystému s antigenem. Chemicky se jednd o
glykoproteiny. Pfi prvnim kontaktu se v rdmci primarni reakce vytvareji nejdrive protilatky
tridy 1gM, po nichZz nasleduje vznik protilatek 1gG a IgA (56). Kvantitativni stanoveni
imunoglobulinl m(Ze poskytnout dullezité informace o stavu humordlniho imunitniho
systému. PFi imunochemické reakci vytvari imunoglobuliny obsazené ve vzorcich lidského
séra nebo moci imunokomplexy po kontaktu se specifickymi protilatkami (56). Tyto
imunokomplexy zpUsobuji rozptyl svétla prochazejiciho vzorkem, kdy intenzita rozptyleného
svétla je umérna koncentraci IgA, 1gG nebo IgM ve vzorku. Vyhodnoceni se provadi
porovnanim se znamou koncentraci ve standardu. Kvantitativni stanoveni polyklonalnich
imunoglobulinl (IgA, 1gG i IgM) se provadi turbidimetricky nebo nefelometricky na zakladé
reakce tézkych retézci imunoglobulin( s polyvalentnim antisérem specifickym pro danou

tridu tézkych retézcl (viz Obrazek ¢. 7).
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Obrazek 7. Schéma stanoveni polyklonalnich imunoglobulini

Lehké fetézce

l Antigen Anligenl
Tézkeé retézce

Variabilni oblasti - —

lehkych a t&Zkych fetézcl F(ab),

% i Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a t&ézkych fetézcl .
c

Tézké retézce

zdroj: www.labguide.cz

Kvantita imunoglobulin( rGznych tfid byla u pacientd s MG na OKB ON Trutnov a.s.
stanovovana na pfistroji BN Pro Spec (Siemens). Tento pfistroj (viz Obrazek ¢. 8) provadi
analyzu na principu nefelometrie. Ta je nejCastéji pouzivand metoda pro imunochemické
stanoveni proteind v séru, moci a ostatnich télnich tekutinach (58,61). Je také nejpresnéjsi
metodou v oblasti proteind. Jedna se o plné automatizované méreni (analyzu). Principem
této metody je méreni zareni rozptyleného na slouceniné antigen-protilatka. Pokud se ve
vzorku nachazi antigen a do méfici kyvety je pfiddana odpovidajici protilatka, vytvofi se
sloucenina antigen-protilatka, jejimuz mnozZstvi odpovida intenzita méreného rozptyleného
zareni za konkrétnich podminek (57,58,61). Pfi konstantni koncentraci protilatky odpovida
signal mnoiZstvi antigenu. Kalibracni kfivka je vytvorena pomoci standardnich vzorkd se
zndmym mnozstvim antigenu. Signal rozptyleného zareni je pomoci kalibracni krivky
vyhodnocen jako koncentrace antigenu. Rozptyleny signal je podstatné zesilovan adhezi
antigenu nebo protilatky k latexovym ¢&dasticim. Toto umozinuje provést citlivd méreni
sledovanych proteinl. Svételné zareni je generovano laserovou diodou, paprsek dale
prochazi skrz kyvetu. Intenzita rozptyleného svétla zavisi na poméru velikosti ¢astice antigen-

protilatka a vinové délky svételného zareni (57,58).
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Obrazek 8. Pristroj BN Prospec (Siemens)

zdroj: www.healthcare.siemens.com

ProtoZe denzitometrie mulZe oproti nefelometrii a turbidimetrii poskytnout pfi
kvantifikaci monoklonalnich imunoglobulind odlisné vysledky, monitoring aktivity
onemocnéni by mél byt u jednoho nemocného provadén stdle stejnou metodou (54,57,58).

Imunoparéza je definovana jako pokles hladiny normalnich imunoglobulin(i jednoho
nebo vice izotypu v séru. Imunoparéza je fazena k dalSim vyznamnym faktor(im vyuZitelnym
v ramci predikce individualniho rizika transformace MGUS. Bylo prokazano, Zze mira suprese
polyklonalnich imunoglobulinli (imunoparéza) je spojena svyssim rizikem transformace
MGUS (1). K posouzeni imunoparézy lze nové vyuzit HLC (Hevylite™; , Heavy/Light chain®)
parovy test, ktery s sebou pfinasi dal$i moZnost pochopeni biologie, vyvoje a potencidlni
maligni transformace MGUS se soucasnou vyhodou dalsiho méfitelného parametru (41).
Podstatou metody je individualni identifikace izotypd imunoglobulind podle lehkych fetézca,
tj. 1IgGk, IgGA, IgAKk, IgAA, IgMk a IgMA. Molekuly jsou vysetifovany v parech, napt. 1IgGk/IgGA a
nasledné je stanoven jejich pomér (42,59,67). Jedna se o jednoduchou, rychlou a plné
automatizovanou techniku umoznujici kvantifikaci a typizaci jednotlivych slozek M-proteinu,
nachazejici uplatnéni v pripadech, kdy neni mozné monoklonalni protein kvantifikovat. Jedna
se napriklad o pripady, kdy dochazi ke komigraci, objevuji se difuzni pasy nebo protein neni
v elektroforetickém vysetreni vibec zachycen nebo je pfitomen v nizkém mnozstvi (59,67).

Princip metody spociva v tom, Ze protilatka je namifena proti konstantni doméné
junkéniho epitopu mezi lehkym a tézkym retézcem (viz Obrazek ¢. 9). Metoda poskytuje

kvantitativni vysledky i v pfipadé pouhé imunofixacni pozitivity MIG. Tato metoda ma tedy
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pfinos pro stanoveni hloubky a monitoraci remise u pacientll s MM i sledovani pacientu
s MGUS a to zvlasté v pripadé IgA izotypu MIG (42,59,67). Metoda ma vSak i znacné limitace,
kdy zcela opomiji imunoglobuliny tfidy IgD a IgE, samostatné tézké retézce a téZz pritomnost

biklondIni gamapatie (78).
Obrazek 9. Princip metody Hevylite™

k Light chain b Light chain
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Ig’ x immunoglobulin lg” & immunoglobulin
molecule molecule
zdroj — wikilite.com (The Binding Site)

Analyza HLC paru umoznuje zlepsit identifikaci jedincl s vy$sim rizikem prfemény na
maligni typ monoklonalni gamapatie. Imunoparéza byla zjisténa priamérné u 27 % pacientd
s MGUS. Néktera literarni data se vSak zminuji o vyskytu az u 40 % pacientt s MGUS (34,38).

Jde tak o dalsi nezavisly prediktor transformace MGUS v mnohocetny myelom (59,81,82).

5.4. Dalsi laboratorni vysetfeni potrebna pro diagnostiku monoklonalnich gamapatii,

principy metod a referencni meze

Kromé dosud uvedenych metod patti do zakladniho laboratorniho vysetreni pacient(
s monoklonalnimi gamapatiemi napfr. i stanoveni rychlosti sedimentace erytrocytl (FW).
Jednd se o jednoduché, levné a béiné vysSetieni provadéné i ambulantné v ordinacich
praktickych 1ékarl i specialistl. Hodnota FW vcetné stanoveni CRP poskytuje zakladni
diferencialné diagnostické voditko. DulleZité je vysetfeni kompletniho krevniho obrazu véetné
diferencialniho rozpoctu. Koagulacni vysetfeni informuje o pfipadnych zménach koagulacnich

pomérl v dasledku pritomnosti monoklonalniho imunoglobulinu. Biochemické vySetieni séra
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je zaméreno na monitoraci rendlnich funkci, mineralogramu vcetné hladiny kalcia. Nezbytné
je vysSetteni hladiny beta2-mikroglobulinu (B2M) a albuminu, novéji i vySetreni volnych
lehkych fetézch v séru jako zndmych prognostickych markerd monoklonalnich gamapatii
(3,10). Nizkd hladina albuminu upozornuje na katabolicky stav organismu, ktery muze byt
zpUsoben pokrocilym nddorovym onemocnénim, hodnota B2M pak odrazi velikost nddorové
masy. Kromé uvedenych zakladnich vysetfeni nam pomohou v diagnostice MG i dalsi
pomocna vysetreni. ZvySena aktivita LDH upozornuje na vyssi metabolicky obrat nadorovych
bunék a mlZe upozornit na agresivnéjsi chorobu. Doplfikovym vySetfenim pfi vysoké hladiné
MIG je vySetieni viskozity plazmy event. séra. V ramci nasledujiciho textu se zaméfim na
metody, které pouZivdame na nasem oddéleni ke stanoveni nejdllezitéjSich biochemickych
parametrl potfebnych pro presnou diagnostiku a nasledny monitoring monoklonalnich
gamapatii.

Ke stanoveni biochemickych parametrd v nasi laboratofi vyuZivame pfistroj Cobas
6000 (viz Obrazek ¢. 10), coz je modularni analyticky systém pro stfedné velké klinické
laboratore. Sestava z tzv. ovladaci konzole, Core jednotky - obsluzného modulu a modul pro
ISE, klinickou chemii (tzv. cobas c 501) a heterogenni analyzu (cobas e 601). Pfistroj cobas
6000 vyuzivd 3 méficich principll a to ISE (iontové selektivni elektrody) pro méfeni
elektrolytll - Na, K, Cl, fotometrickou jednotku pro klasickou fotometrii a turbidimetrii a
elektrochemiluminiscenéni mérfeni. Ovladaci konzole se sklddd zpocitace, dotykové
obrazovky, klavesnice a tiskarny. Core jednotka pracuje s 5 pozi¢nimi stojanky. Do vstupu je
mozné vlozZit dva nosi¢e — kaidy aZz s 15 stojanky. Je tedy moZné analyzovat az 150 vzorku
soucasné. Statimovy vstup slouZi pro vkladani stojankd s urgentnimi vzorky (62).

Fotometricky ¢ 501 modul je plné automaticky, samostatny, pocitacem Fizeny
analyzator pro in vitro stanoveni Sirokého spektra analytl. Provadi stanoveni v rlznych
typech vzork(: sérum/plazma, mo¢, likvor, punktdt. Modul ¢ 501 provadi fotometricka
stanoveni spolu s mérenim iontové selektivnimi elektrodami (ISE). Michani reakéni smési je
ultrazvukové. Tim se sniZzuje mozZnost kontaminace a zaroven se oproti klasickému michani
snizuje spotieba vody. Jeho vykon je az 600 testl za hodinu (62).

Modul e 601 je plné automaticky analyzator pro imunochemické analyzy. Je schopen
kvantitativnich i kvalitativnich in vitro stanoveni pomoci Sirokého spektra test(l. Vzorky jsou

transportovany do e 601 modulu jednotkou Core systému cobas 6000. Principem je
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heterogenni imunoanalyza elektrochemiluminiscenéni technologii. Timto principem se
stanovuji napriklad osteomarkery, kardialni markery, tumorové markery atd. Prakticky je

mozné v jednom vzorku soucasné provadét 18-22 rliznych stanoveni (62).

Obrazek 10. Pristroj Cobas 6000 (Roche)

zdroj: www.roche-diagnostics.cz

5.4.1. Stanoveni celkové bilkoviny v séru

Pfi méreni koncentrace celkové bilkoviny v séru probihd reakce médnatych ionta
s peptidickou vazbou protein vsilné alkalickém prostfedi za pfitomnosti vinanu sodno-
draselného (57,58). Pri této reakci dochazi k tvorbé charakteristického rdzového az
purpurového biuretového komplexu (viz nize uvedena chemickd reakce). Vinan sodno-
draselny pfitom brani precipitaci médnatych slou¢enin a jodid draselny zabranuje

autoredukci médnatych iontl (62).

alkalické pH
Protein + Cu®' - Cu—protein komplex

Intenzita zabarveni je pfitom pfimo umérna fotometricky stanovené koncentraci

celkové bilkoviny. Tabulka ¢. 5 uvadi doporucena referencni rozpéti koncentrace celkové

bilkoviny v séru pro urcity vék (64).
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Tabulka 5. Referencni rozpéti koncentrace celkové bilkoviny v séru
- pribalovy letak diagnostické soupravy TP2 Total Protein Gen.2 (Roche)

Vek Referenéni rozmezi ko?centrace celkové bilkoviny
v séru (g/L)
nedonoSené déti 36-60
novorozenci 46 -70
déti: 1. tyden az 6. mésic 44 -76
6. mésic az 1 rok 51-73
1-2 roky 56 -75
2-151et 60— 80
dospéli od 15 let 64 — 83

5.4.2. Stanoveni celkové bilkoviny v moci

K stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v modi pouzivame opét fotometrickou
metodu, pri které dochazi k fotometrickému vyhodnoceni zakalu vznikajiciho po denaturaci
proteinl a pfidani benzethonium chloridu (57,58). Jedna se o nejcitlivéjsi techniku ze
vsech metod na stanoveni celkovych proteind v moci. Pfi turbidimetrické metodé je vzorek
predinkubovan v alkalickém prostfedi obsahujicim EDTA, které denaturuje proteiny a
zabranuje interferenci horecnatych iontd. Po pfidani benzethonium chloridu je vznikly

homogenni zakal vyhodnocen fotometricky pfi 505 nm (57,58,62).

Referencni rozpéti koncentrace celkové bilkoviny v séru (dle Tietze; 64)
* Nahodny vzorek moci: do 120 mg/L
* Odpad za 24 hodin: 0-150 mg/24 hod.
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5.4.3. Stanoveni albuminu v séru

Pfi stanoveni koncentrace albuminu v séru je vyuzivana fotometrickd metoda
stanoveni. Princip této metody je zaloZen na afinité acidobazického indikatoru bromkresolové
zelené (BCG) k specifickym vazebnym mistim albuminu pfi pH 4,2 (58,62). Po vazbé barviva
na albumin dochazi k posunu absorpéniho maxima a ke zvySeni absorbance komplexu
barvivo-albumin v poméru k absorbanci samotného barviva. Bromkresolovd zelenn vytvari
v citratovém pufru modrozeleny komplex, jehoZ intenzita zbarveni odpovidd koncentraci
albuminu ve vzorku (57,58). Tato metoda je standardizovana jiz od roku 1972 (3). Tabulka ¢. 6

uvadi doporucena referencni rozpéti koncentrace albuminu v séru pro urcity vék (64).

Tabulka 6. Referencni rozpéti koncentrace albuminu v séru
— pribalovy letdk diagnostické soupravy ALB2 Albumin Gen.2 (Roche)

v Referencéni rozmezi koncentrace albuminu v séru
Veék
(g/L)
déti do 2 tydnl 27,0-33,0
déti 2 tydny - 1 rok véku 28,0-33,0
1-15let 32,0-48,0
15 - 60 let 36,0-49,0
nad 60 let 36,0-47,0

Spolu s beta2-mikroglobulinem je albumin soucasti jednoduchého mezinarodniho
stazovaciho systému (ISS) pro mnohocetny myelom doporuceného International Myeloma

Working Group — viz nize uvedend Tabulka ¢. 7 (63).

Tabulka 7. Mezinarodni prognosticky index pro MM dle IMWG, 2003

Klinické stadium (ISS) | Beta2-mikroglobulin (mg/L) Albumin (g/L)
| <3,5 > 35 nebo =35
| <5,5 <35
i >5,5 nezavisi
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5.4.4. Stanoveni beta2-mikroglobulinu v séru

Beta2-mikroglobulin je glykoprotein o malé molekulové hmotnosti (jeho mol.
hmotnost je 11800 dalton(). Tento glykoprotein je soucdsti histokompatibilnich antigend
(HLA) na povrchu bunék a je homologni s konstantni c¢asti tézkych retézct imunoglobulinG
(56,58). Koncentrace beta2-mikroglobulinu v séru koreluje nejen snadorovou masou a
biologickymi vlastnostmi myelomovych bunék, ale je také zavisla na funkci ledvin. V ledvinach
je beta2-mikroglobulin odbouravan a vylu¢ovan. V ledvinach je filtrovan do primarni moci a
nasledné témér 100% reabsorbovan v proximalnich tubulech (58). Pfi stanoveni koncentrace
beta2-mikroglobulinu pouzivame imunoturbidimetrické stanoveni zaloZzené na reakci
protildtky proti beta2-mikroglobulinu vdzané na latexovou ¢astici s antigenem ve vzorku.

Vznikly komplex antigen-protilatka je po aglutinaci stanoven turbidimetricky (57,62).

Referencni rozpéti koncentrace beta2-mikroglobulinu v séru (dle Tietze; 64)

* dospéli: 0,80-2,20 mg/L

5.4.5. Stanoveni kreatininu v séru

Pfi stanoveni koncentrace kreatininu v séru se vyuziva kinetického kolorimetrického
stanoveni, které je zalozeno na Jaffé metodé. Principem této metody je skutecnost, Ze
kreatinin reaguje v alkalickém prostfedi s kyselinou pikrovou za vzniku Zluto-oranzového
komplexu s pikratem (57,58,62). Rychlost tvorby zabarveni je pfimo Umérna koncentraci
kreatininu ve vzorku. Metodika je zamérfena na minimalizaci interference bilirubinu. Vzorky
séra a plazmy obsahuji proteiny, které v Jaffé metodé reaguji nespecificky. Aby bylo dosazeno

spravnych vysledk(l, hodnoty kreatininu v séru a plazmé jsou korigovany o -26 umol/L.

Referencni rozpéti koncentrace kreatininu v séru (dle Tietze; 64)
* dospéli muzi: 60 - 110 umol/L

* dospélé Zeny: 53 -91 umol/L

5.4.6. Vysetieni glomerularni filtrace

Glomerularni filtrace (GF) se vyuziva k hodnoceni funkce ledvin a monitorovani jejich

stavu v Case. Glomeruly jsou drobné filtry v ledvinach, které umoznuji odstranéni odpadnich
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produktl z krve. Pfitom zabranuji ztratam dulezZitych soucdsti krve jako jsou napf. bilkoviny.
Stupen filtrace se vyjadfuje jako mnozstvi krve, které je profiltrovano za ¢asovou jednotku
(56,58). Pfimé méreni GF je naro¢né, proto se cCastéji pouziva jeji odhad. Ke stanoveni
odhadu GF slouzi kalkulatory. Nejvice vyuzivanym vzorcem byl vypocet MDRD (Modification
of Diet in Renal Disease study), ktery byl samotnymi autory nahrazen vzorcem CKD-EPI. Ten
vyuziva k odhadu GF skupinu 4 proménnych (standardizovany sérovy kreatinin, vék, pohlavi,
rasova prislusnost). Vysledek je pfepocten na standardni povrch téla (1,73 m?). Je soucasti
guidelines pro diagnostiku a management pacientl s chronickym renalnim onemocnénim,
kde je doporucovan jako zakladni nastroj pro odhad glomerularni filtrace. Hodnoty GF

vypoctené na zakladé CKD-EPI jsou v porovnani s MDRD presnéjsi a vyssi (56,58).

Odhad glomerularni filtrace pomoci vzorce CKD-EPI: norma 1,5 - 2,0 mL/s/1,73 m?

5.4.7. Stanoveni koncentrace vapniku v séru

Pti stanoveni koncentrace vapniku v séru u vzorkd pacientl se vychazelo z reakce
vapenatych iont( v akalickém prostredi za vzniku komplexu, ktery ve druhém kroku reaguje s
EDTA. Zména absorbance je pfimo Umeérna koncentraci vapniku a je mérena fotometricky

opét na pristroji Cobas 6000 (57,58,62).

Referencni rozpéti koncentrace vapniku v séru (dle Tietze; 64)

* dospéli: 2,10 - 2,55 mmol/L

5.5. Kontrolni systém SEKK a standardizace zakladnich biochemickych parametrli a

prognostickych ukazatelGi v diagnostice monoklonalnich gamapatii

Spravna diagnostika monoklonalnich gamapatii vyzaduje predevsim zazemi spolehlivé
klinické laboratore, ktera by se méla ucastnit kontrolniho systému kvality svych vysledk(
(13,54,65,66). Vroce 1996 doslo v CR kzafazeni typizace a nasledné kvantifikace
monoklondlniho imunoglobulinu do akreditovaného externiho kontrolniho systému SEKK.
Vroce 2005 byl zafazen mezi sledované parametry i beta2-mikroglobulin jako jeden

z nejdllezitéjSich prognostickych ukazateld monoklonalnich gamapatii. Stejné tak je v ramci
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kontrolniho systému SEKK vyhodnocovdno i stanoveni albuminu, ktery je dnes jednim
z nejdalezitéjsich prognostickych faktori MM. V roce 2010 byl vySetfovaci panel cyklu
Gamapatie doplnén jesté o stanoveni volnych lehkych Fetézcl. Soucasny stav panelu
Gamapatie vramci kontrolniho cyklu SEKK tak zahrnuje stanoveni koncentrace celkové
bilkoviny v€etné albuminu, typizaci a naslednou kvantifikaci monoklondlniho imunoglobulinu,
stanoveni koncentrace beta2-mikroglobulinu (od roku 2012 neni zahrnut v cyklu Gamapatie,
kdyz nové byl zafazen do kontrolniho systému nadorovych markerd) a volnych lehkych
fetézcl vcetné poméru kappa/Lambda (3). NiZe je prehledné uvedena Uspésnost nasi
laboratore u jednotlivych metod v ramci SEKK. NaSe dlouhodoba uspésnost je u jednotlivych

metod je konstantné velmi dobra (viz Tabulka ¢. 8).
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Tabulka 8. Uspé3nost jednotlivych metod v obdobi let 2006-2018 v ramci SEKK

Uspésnost v cyklech

EHK (%) 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018
Urea 96 96 96 97 96 96 97 97 98 99 100 100 100
Kreatinin 88 87 63 89 90 77 91 95 98 99 100 100 100
Kyselina mocova 94 97 97 97 97 96 97 98 99 99 100 100 100
Kalcium 94 94 95 94 96 96 97 96 98 99 100 100 100
Laktatdehydrogenaza 72 88 93 95 95 100 97 97 97 97 100 100 100
Celkova bilkovina 96 96 96 93 96 93 96 97 98 99 100 100 100
Albumin 93 89 96 96 97 98 98 98 99 99 100 100 100
Beta2-mikroglobulin - 85 93 96 93 94 89 90 92 94 100 100 100
Elfo_Albumin 90 96 94 97 95 95 96 97 97 97 100 100 100
Elfo_Gamaglobuliny 86 93 92 90 94 91 92 95 97 98 100 100 100
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6. Nové sméry v diagnostice monoklonalnich gamapatii

6.1. Stanoveni koncentrace FLC v séru

Zavedeni spolehlivé metody pro stanoveni koncentrace volnych lehkych rfetézct v séru
bylo prvnim cilem mé disertaéni prace.

Volné lehké fetézce kappa a lambda jsou u zdravych jedincd béziné produkovany v
mnozstvi asi 500 mg denné ve zdravych plazmatickych burnkach dfené a lymfatické tkané (54,
68). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o relativné malé molekuly sloZzené ze zhruba 220
aminokyselin, prochazi volné glomerularni filtraci do moci. Zde jsou pak za normalnich
okolnosti reabsorbovany pinocytézou zpét do krevniho recisté a to tak, Zze jen asi 10 mg je
vylou¢eno moci za 24 hodin. Relativné rychla clearance je pfic¢inou kratkého biologického
polo¢asu novotvorenych FLC v séru (2-4 hodiny pro kappa a 3-6 hodin pro lambda). Za
patologickych okolnosti miZe koncentrace FLC stoupat (53,54,68,69). MUZe se jednat o
rendlni problém, kdy z dlivodu sniZzené glomerularni filtrace proporcionalné stoupaiji jak lehké
retézce kappa, tak i lambda (10). Z tohoto divodu se v praxi Castéji vyuziva pro vyjadreni
patologické nadprodukce jednoho ¢i druhého typu FLC jejich pomér (FLCr), ktery |épe odrazi
pritomnost patologické klonalni produkce. SniZzeni glomerularni filtrace mulzZe Castecné
vysvétlovat c¢asto se vyskytujici elevaci FLC u starSich nemocnych bez pritomnosti
monoklondlni gamapatie a s normalnim FLCr. Snizena clearance také signifikantné prodluzuje
polocas FLC v séru u pacientd s kompletnim rendlnim selhdnim a to tfeba az na 2-3 dny (10).
Vlivem vyrazné nadprodukce FLC muUZe dojit k prekroceni kapacity reabsorpéniho systému.

Po zavedeni nové automatizované metody stanoveni FLC v roce 2001 doslo
k rychlému rozsifeni pouZivani této metody v klinické praxi. Jde o velmi citlivou metodu
automatizované imunochemické analyzy volnych lehkych retézc (FLC), kdy lze svyuZitim
specifické detekéni protildatky pouZit bézné proteinové analyzatory. Tato protilatka byla
pfipravena v roce 2000 prof. Bradwellem (10). Jedna se o velmi avidni polyklonalni protilatku
proti vnitfnimu epitopu molekul lehkych Fetézcl kappa nebo lambda, coZz umoinuje
specifické a kvantitativni stanoveni velice nizkych koncentraci kappa a lambda volnych
lehkych fetézcli pomoci nefelometrické nebo turbidimetrické techniky. Vnitfni epitop
molekuly lehkych retézcli je v celkové molekule nepfistupny a tim je vyloucena zkfizena
reaktivita s lehkymi fetézci vazanymi v molekule intaktniho imunoglobulinu. (10,11,70,73,74).

Princip této metody je schématicky znazornén na Obrazku €. 11.
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Obrazek 11. Princip imunochemické metody stanoveni FLC
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Metodika stanoveni FLC je v soucasné dobé jiz dobfe zavedenou metodou, kdy je
celosvétové prevazné vyuzivan standardizovany systém FreeLite™ (Binding Site, UK). Princip
metody je imunoturbidimetricky, kdy se vyuZiva vazby epitopu retézcl kappa ¢i lambda na
protilatku. Nasledné vzniklé imunoprecipitaty jsou pak stanoveny turbidimetricky (10,67).
Protilatky pro toto vySetfeni jsou modifikovany tak, aby se vazaly pouze na epitopy FLC, které
nejsou pristupné na kompletni molekule imunoglobulinu. Test je zaloZzen na afinitné
purifikovanych polyklondlnich protilatkdch proti FLC, které jsou vazany na latexové Castice.
Tato metoda je velmi rychla a citliva, se senzitivitou detekce pod 1 mg/L, coz suverénné
prekracuje moznosti konvencnich elektroforetickych metod (10,67). Referencni intervaly byly
nejprve testovany autorem systému Freelite A. R. Bradwellem, ale kompletné byly
definovany az J. A. Katzmannem po vySetfeni rozsahlého souboru vzorkd sér od zdravych
darcl krve a rovnéz vysetfenim souboru vzork(li zdravych jedincl rGzného vékového
rozloZeni. Vypocteny pomér retézcll k a A, tzv. k/A index, urcuje klonalitu lehkych fetézcl a
tim i klonalitu plazmocelularni populace produkujici MIG (67,68,69). Hladiny volnych lehkych
retézcl mirné nardstaji s vékem z dlivodu sniZzovani glomerularni filtrace a proto i pfi renalni
insuficienci dochazi k nardstu hladin FLC s mirnym ovlivnénim indexu /A (10,67).

Referencni meze vySetifeni pomoci Freelite™ jsou uvedeny v Tabulce €. 9.
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Tabulka 9. Referencni meze vysetieni FreeLite™ dle Katzmanna et al. (69)

Kappa 95% interval: 3,3-19,4 mg/L
Lambda 95% interval interval: 5,7-26,3 mg/L
Kappa/Lambda pomér 95% interval: 0,3-1,2

Normalni pomér: 0,26-1,65

FreeLite™ (Binding Site, UK) je zatim jedinou doporucenou metodou pro stanoveni
FLC u pacientli s monoklondlnimi gamapatiemi v rdmci IMWG i narodnich guidelines. Proto
jsme i my zvolili tento test jako nejvhodnéjsi pfi zavadéni metody stanoveni volnych lehkych
fetézcl v séru v nasi biochemické laboratofi. Méfeni FLC provadime na pfistroji BN ProSpec
(Siemens). Pfi stanoveni je vyuzivan imunonefelometricky princip.

Stanoveni FLC v séru je dnes zcela béziné vyuZivano jak v ramci diagnostiky, tak i
monitoringu monoklondlnich gamapatii (15,54,76). Jak jiz bylo uvedeno, jedna se o jeden
z klicovych nezavislych prognostickych faktor(i u pacientd s MGUS (15,54,76). Zavislost rizika
progrese na namérené hodnoté poméru volnych lehkych fetézcl v séru nazorné vyjadfuje

Graf ¢. 2 dle Bradwella.

Graf 2. Bradwell, A.R. Relativni riziko progrese dle hodnoty FLC
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Nezastupitelné misto ma ale stanoveni FLC v séru i v diagnostice tzv. nesekrecnich
myeloma, kdy diky této metodé vyrazné klesl pocet skuteéné nesekreénich myelom, nebot
vysoka citlivost metody umoznuje detekovat a dale sledovat i myelomy s malou produkci FLC.
Obrovsky vyznam ma v diagnostice AL amyloiddzy, kde MIG c¢asto chybi nebo je jen v malé
kvantité a tudiz nelze vyuzit ke sledovani |écebné odpovédi klasickych metod (52).

Pti sledovani |éCebné odpovédi pacientll s gamapatiemi mlzZe byt stanoveni FLC
pfinosem v nékolika rovinach. Pfedevsim nové formulovana kritéria |éCebné odpovédi MM
dle IMWG (14) zahrnuji FLCr a jeho normalizaci pfi hodnoceni hloubky kompletni remise.
Stanoveni FLC je vyuZivano i pfi pravidelném sledovani pacientl v remisi MM k ¢asné detekci
relapsu onemocnéni. U nékterych pacientd mlzZe dochazet k relapsu se sekreci pouze FLC,
nikoli s kompletnim MIG (tzv. ,light chain escape" fenomén) (14), kdy lé¢bou doslo k selekci
klonu, ktery neprodukuje kompletni molekulu MIG, ale jen FLC. Tato klondlné selekéni teorie
evoluce mnohocetného myelomu se dnes stala jednou z oblasti intenzivniho vyzkumu.

Samoziejmé i metoda FreelLite™ ma sva uskali. Jednim z hlavnich problém( stanoveni
volnych lehkych fetézcl je zkfizenda reakce s lehkymi fetézci navazanymi v intaktnich
imunoglobulinovych molekuldch. Anti-FLC antiséra maji primérnou zkfizenou reaktivitu 0,1.
Stale chybi mezinarodni referenéni material, nebot je sloZité validovat kalibrator pro velkou
strukturalni heterogenitu lehkych fetézcl, ktera mize byt modifikovana plisobenim pH,
polymerace a oligomerace. Ke kalibraci se pouziva smés 3-30 klonalné rozdilnych Bence Jones
proteind. Tento tzv. koktejl poskytuje pramér z rozdilnych antigennich referenénich materiala
(54,72). Donedavna byl tak v CR, ale i celosvétové hlavni problém se standardizaci tohoto
vySetieni a proto byly nasledné podniknuty kroky ke sjednoceni metodiky vysetfovani FLC i v
CR (53,54). Vysledky stanoveni FLC byly za Glelem standardizace tohoto vysetieni
porovhavano mezilaboratorné (75). Z této mezilaboratorni studie vyplynulo, Ze je nutné
predevsim sjednotit fedéni sér v jednotlivych laboratofich dle pokyn( vyrobce. Index
kappa/Lambda je stanovitelny s mensi presnosti, proto bylo doporuceno pouzZivat ve veétsi
mife hodnot koncentraci FLC. Stanoveni FLC bylo od pocatku roku 2010 zafazeno do panelu
kontrolniho cyklu SEKK Gamapatie (75).

PfestoZe je dnes stanoveni volnych lehkych tetézcl v séru jiz nedilnou soucasti
laboratornich vysSetreni a diagnostického procesu u pacientd s mononoklonalni gamapatii,
interpretace vysledk(l mize byt nékdy obtiZzna. Proto je v tomto pripadé nezbytna dokonala

mezioborova spoluprace klinickych Iékar( a laboratornich specialistt (77).
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6.2. Imunofenotypizacni vysetieni

Toto vysSetieni je v souc¢asné dobé u monoklonalnich gamapatiich nejasného vyznamu
a mnohocetného myelomu vyuzivano stdle Castéji. Zduvodu zavedeni nutnosti stanoveni
klonality plazmatickych bunék v kostni dreni je dulleZité také podrobné uréeni
imunofenotypové charakteristiky plazmocyt(. Jelikoz se metodiky flowcytometrie vyuZzitim
multiparametrické cytometrie stale rozvijeji, lze s vétsi senzitivitou stanovit i minimalni
rezidudlni chorobu u pacient(. Zakladnimi znaky, které charakterizuji plazmatické burky, jsou
CD38 a CD138. Tyto znaky jsou spolecné pro normalni i abnormalni plazmocyty. Jejich
rozliSeni Ize provést az na zakladé analyzy exprese dalSich znak( (79). Klondlni plazmocyty
maji snizenou expresi CD19, CD27, CD38 a CDA45, a naopak zvySené exprimuji CD20, CD28,
CD33, CD56 a CD117 (37,80). Soucasné se vyuziva k priakazu klonalniho plvodu i pfitomnosti
cytoplazmatickych kappa a lambda fetézct (44). K ureni klonality plazmatickych bunék musi
byt analyzovana pritomnost minimalné 4 znakd. K podrobné analyze minimalni rezidualni
choroby a nové i k stanoveni tzv. imunofenotypové kompletni remise je nutné mit k dispozici
minimalné 6-, idedlné 8- a vicebarevnou flowcytometrii (viz Obrazek ¢. 12). Multipara-
metricka flowcytometrie a imunofenotypizace je diky sou¢asnym znalostem a technickym
mozZnostem tazena na predni misto v diagnostice mnoha hematologickych malignit (80).
Vysetfeni je vyuZivano v diferencialni diagnostice hematologickych onemocnéni, stanoveni
rizika progrese u MGUS a asymptomatického myelomu. Nezastupitelny vyznam ma také
vramci panelu prognostickych markerli mnohocetného myelomu a v detekci minimalni
rezidualni nemoci (79). Jediny problém flowcytometrie zatim spocivda vtom, Ze
k jednoznacnému vysledku pfi hodnoceni pfitomnosti minimalni rezidudlni choroby je nutné

pomérné velké mnozstvi materialu, v tomto pripadé odebrané kostni diené (79).
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Obrazek 12. Ukazka vysledku flowcytometrie
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6.3. Vysetfeni genomu

V souvislosti stim, jak pokracCuji nejnovéjsi vyzkumy o biologii monoklonalnich
gamapatii vzrista také vyznam cytogenetického a zejména celogenomového vysetreni.
Klasicka cytogenetika spolecné s metodami FISH dokdaZze bezpecné odhalit chromozomové
aberace béiné popisované u mnohocetného myelomu. FISH (fluorescencni hybridizace in
situ) se provadi fluorescenénim mikroskopem a k vyhodnoceni se vyuziva pocitacova analyza
obrazu (princip metody viz (Obrazek ¢. 13). MGUS i mnohocetny myelom maji spolecné
nékteré genetické odchylky v Uvodu onemocnéni. Jednou z ¢asnych onkogennich udalosti je
translokace gen(l IgH. Jedna se o 3 hlavni skupiny gen, které koduji cyklin D, MAF geny a
geny MMSET/FGFR3. Translokace, které koduji cyklin sami o sobé spousti dysregulaci
v expresi cyklinG a tim zahdji deregulaci kontroly bunécéného cyklu. MAF feny dereguluji
transkripcni faktory, které kontroluji CCND2 (cyklin D2) a expresi dalSich faktor(i jako napf.
adhezivnich molekul plazmatickych buné&k k mikroprostiedi kostni dfené&. Uloha aktivace
MMSET gend je zatim predmétem vyzkumu.

NejprogresivnéjsSimi sméry posledni doby v cytogenetice jsou stanoveni profilu
genové exprese (GEP) a sekvenovani dalsi generace (NGS). S velkou pravdépodobnosti pljde
v budoucnosti o jedny z nejvyznamnéjsich diagnostickych a prognostickych metodik u
pacientl s MG. Nepochybné bude mit vkonecném dlsledku vyznam i pro prabéiné

hodnoceni efektu jejich I1éCby pfi stanoveni minimalni rezidudlni choroby (44).
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V roce 2015 byl prognosticky systém ISS rozSifen o namérenou koncentraci LDH a
pfitomnost rizikovych cytogenetickych zmén. Byl zaveden novy, revidovany prognosticky
model R-ISS, jehoZ pouZivani je nové doporuceno misto plivodniho modelu (viz Tabulka ¢.
10). Nicméné plvodni prognosticky systém ISS z(stdva pro svou jednoduchost i nadale

v platnosti.

Obrazek 13. Princip FISH Chromozomy v metafazi
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Tabulka 10. Revidovany mezinarodni prognosticky index (R-ISS) mnohocetného myelomu

R-ISS Kritéria

I ISS stadium la prlikaz standardné rizikové cytogenetiky pfi vysetieni iFISH a
normalni koncentrace LDH

1 Nejsou splnéna kritéria R-ISS | ani lll

1l ISS stadium Il a soucasné prUkaz prFitomnosti vysoce rizikovych
cytogenetickych zmén pfti vysetreni iFISH nebo zvySené LDH
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7. Vlastni laboratorni diagnostika MGUS

7.1. Zpusob ziskavani dat a statistické metody zpracovani dat

Analyzovana data pacientll pochazi vyhradné z Oddéleni klinické biochemie Oblastni
nemocnice v Trutnové. Celkem bylo v ¢asovém obdobi 1. 8. 2008 - 1. 8. 2018 diagnostikovano
555 pacientd s MGUS. Ve vSech pripadech byly jejich vzorky kompletné zpracovany a
diagnostikovany na Oddéleni klinické biochemie ON Trutnov a.s. Pfi jejich vySetfeni bylo
pouZito metod, které byly podrobné popsany v kapitole 5. Jednalo se zejména o nefelometrii,
turbidimetrii, elektroforetické a imunofixa¢ni vySetfeni. Pro analyzu FLC, ktera byla
provedena u 282 vzork( sér pacientll s MGUS byla vyuZita metoda Freelite™.

Laboratornimi parametry, které byly vrdmci diagnostiky a progndzy stanoveny u
jednotlivych vzorkl pacientl, byly koncentrace a typ monoklondlniho imunoglobulinu,
koncentrace albuminu a beta2-mikroglobulinu. Z dalSich biochemickych parametri byly
stanovovany zdkladni parametry ledvinnych funkci véetné odhadu GF pomoci rovnice CKD-
EPI, koncentrace mineral( véetné kalcémie, koncentrace kyseliny mocové, celkové bilkoviny a
kvantitativni proteinurie.

V ramci zpracovani byla vyuzita zakladni popisna (deskriptivni) analyza dat a to
medidn, minimum, maximum a percentily. Pro analyzu byl pouZit program SigmaPlot 12.0

(Systat Software Inc., USA). Veskeré testy byly vyvhodnoceny s 5 hladinou vyznamnosti.

7.2. Detekce MIG prielektroforetickém vysetieni bilkovin a priklady vlastnich

pozorovani

Zakladni charakteristikou MGUS je pfitomnost MIG v séru nebo v moci. Monoklonalni
imunoglobulin se pfitom muZe pri elektroforetickém vysetreni objevit kdekoliv v oblasti mezi
gama-globuliny aZ alfa-2-globuliny. MlZe byt pozorovan jako ostry gradient nebo mize mit
charakter Sirsi difuzni zény anebo muze splyvat s frakci beta-globulint (hlavné paraprotein
IgA) (2,3). V oblasti alfa-2 az beta-globulin( jsou pak takové paraproteiny hire odhalitelné.
V pripadé téchto SirSich frakci je tfeba k potvrzeni nebo vylouceni MIG doplnit imunofixacni

vySetreni.
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7.2.1. Priklady detekce MIG v oblasti beta-globulinG

Jako prvni priklad zde uvadim elektroforetické a imunofixacni vySetieni u pacientky
s prlkazem monoklonalni gamapatie IgA-lambda o dvojim gradientu s koncentracemi
8,4 a 4,2 g/L. MIG IgA-lambda byl prokazan v oblasti beta-globulini (viz Obrazek ¢. 14).
Imunofixacni vySetfeni bylo doporuceno pro nalez rozsitené frakce betaglobulind. Jednalo se
o 85letou pacientku, ktera je v dispenzarizaci hematologické ambulance pro MGUS IgA-
lambda od cervence 2014. Vysetfeni sternalniho punktatu prokazalo 7,6 plazmatickych

bunék. Scintigrafické vysetieni skeletu bylo negativni, ani low dose CT skeletu neprokazalo

zadné patologické zmény.

Obrazek 14. Elektroforetické a imunofixacni vysetfeni séra u pacientky se zdvojenou
paraproteinémii IgA-lambda (OKB ON Trutnov a.s.)

Druhé pozorovani se tykd 83letého pacienta, u néhoz byla pfi elektroforetickém
vySetfeni séra prokdzana jen mirné zmnoZend frakce beta-globulini. AZ po doplnéni
imunofixacniho vysetireni byl prokazan MIG IgA-lambda s prechodem do moci (viz Obrazek ¢.

15). Pacient je v dispenzarizaci hematologické ambulance v Trutnové od fijna 2014.
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Obrazek 15. Elektroforetické a imunofixacni vysetieni séra u pacienta s MGUS IgA-lambda
(OKB ON Trutnov a.s.)
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Jako treti pfiklad zachytu monoklondlniho imunoglobulinu v oblasti beta-globulin
uvadim nalez u 75leté pacientky. Imunofixacni vySetfeni u ni bylo provedeno na zakladé
nalezu rozsitené frakce beta-globulin( a prokazalo paraprotein IgG-kappa (viz Obrazek ¢. 16).
U pacientky byla nasledné v rdmci hospitalizace na kardiologické klinice FN Motol v Praze pro

restrikéni kardiomyopatii nejasné etiologie diagnostikovana amyloiddza.

Obrazek 16. Elektroforetické a imunofixacni vySetreni séra u pacientky s monoklonalni
gamapatii IgG-kappa (OKB ON Trutnov a.s.)
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7.2.2. Biklonalni (zdvojené) monoklonalni gamapatie

Biklonalni MG predstavuji pfiblizné 3-5 % 1z celkového poctu monoklonalnich
gamapatii. Nékdy je zdvojena gamapatie zjisténa jiz pfi elektroforéze, jindy az pfi imunofixaci.
VétsSinou se jednd o ,biclonal gammopathy of undertermined significance” (BGUS) (1).
Biklonalni gamapatie nejistého vyznamu (BGUS) je méné obvykly ndlez charakterizovany
pritomnosti dvou monoklonalnich gradientl a relativné ptiznivym biologickym chovanim
(78). Termin biklondlni pfitom vidy neznamend, Ze se jednda o produkci MIG dvéma
separatnimi klony plazmatickych bunék, mlze se téZ jednat o nekompletni prepnuti tfidy Ig
jednoho klonu plazmatickych bunék. Pak jsou pfitomny i rozdilné typy lehkych retézc(.
Vétsinou se vsak vyskytuji stejné typy lehkych retézcl s dvéma rozdilnymi typy tézkych
fetézcl nebo s rozdilnymi podtiidami tézkych fetézcl (78). Biklonalni gamapatie, které maiji
puvod v monoklonalni plazmocytarni populaci, jsou zpravidla zpUsobeny abnormaini
rekombinaci tézkych retézcl imunoglobulinu (tzv. ,class switch”) v prabéhu vyvoje B-
lymfocytll, vedouci k biklonalni syntéze a sekreci tézkych retézcli (83). | kdyZz BGUS ma stejné
biologické chovani jako MGUS, velka ¢ast prognostickych ukazatell véetné stanoveni FLC zde
selhava (10,78,83). Je nezbytné vyuZivat technik multiparametrické priatokové cytometrie
sizolaci a separaci jednotlivych bunécénych klond a naslednou molekuldrné-cytogenetickou
analyzou nebo vySetfenim profilu genové exprese. Takto je mozné i posouzeni rizika mozné
maligni transformace. Z klinického pohledu plati doporuceni klinicko-laboratorniho sledovani
v 3-6 mésicnich casovych intervalech (78). Klinicky neni rozdil mezi biklonalnimi a
monoklondlnimi gamapatiemi, ale je dllezZité sledovat béhem vyvoje onemocnéni oba klony,
nebot vyvoj obou klond maze byt asynchronni (1). Asi 1 % vsech BGUS mUze béhem 1 roku
progredovat do mnohocetného myelomu, coz je obdobné jako u MGUS (83).

My jsme v ramci celého souboru 555 monoklonalnich gamapatii v pribéhu 10letého
sledovaciho obdobi prokazali zdvojené (biklonalni) gamapatie celkem v 35 pfipadech.
Frekvence vyskytu biklonalni gamapatie v nasem souboru tak cinila 6,3 % z celkového
souboru MG (viz Tabulka ¢. 11). Nejcastéji pozorovanym zdvojenym paraproteinem byl typ
MIG IgG-kappa + IgG-lambda. Do souboru jsme pfitom nezahrnuli zdvojené M-gradienty
tvorfené stejnymi monoklondlnimi imunoglobuliny. Ty jsme zjistili v dalSich 46 pripadech.

Klasické biklonalni gamapatie jsme detekovali u 15 Zen a 20 muz(. Nejmladsi pacientkou byla
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32leta a nejstarsi pak 91letd Zena. U muzll byl nejmladsi pacient 54lety a nejstarsi ve véku 88

let. Median véku u obou pohlavi byl 71 let.

Tabulka 11. Biklonalni (zdvojené) monoklonalni gamapatie zachycené v casovém obdobi
1.8.2008 - 1. 8. 2018 v souboru 555 monoklonalnich gamapatii

Typy monoklonalnich imunoglobulin( Pocet
IgG-kappa +lgG-lambda 7
lgG-lambda+IgM-kappa 5
IgG-kappa+ lambda free 5
IgG-kappa+ IgM-lambda 4
lgG-lambda+IgM-lambda 4
lgG-lambda+IgA-lambda 2
IgA-lambda+IgM-kappa 2
IgA-kappa+lgG-lambda 2
IgM-lambda+kappa free 1
IgA-lambda+IgM-lambda 1
IgA-kappa+lgG-kappa 1
IgA-kappa+lgM-kappa 1
Celkem: 35 (6,3 %)

Pro ilustraci uvadim pozorovani 60letého pacienta s biklonalni gamapatii IgA-lambda a

IgM-kappa o koncentraci MIG 7,1 resp. 4,1 g/L (viz Obrazek ¢. 17).
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Obrazek 17. Vysledky elektroforetického a imunofixacniho vySetfeni séra u pacienta

s biklonalni gamapatii IgA-lambda + IgM-kappa (OKB ON Trutnov a.s.)
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7.2.3. Triklonalni monoklonalni gamapatie

V jednom pfipadé 66leté Zeny jsme zachytili dokonce triklondlni gamapatii. Pomoci

imunofixacniho vySetreni byli potvrzeny tfi typy MIG: IgG-kappa + IgM-kappa + IgG-lambda
v pfislusnych koncentracich 0,5, 0,9 resp. 2,4 g/L (viz Obrazek ¢. 18).

Obrazek 18. Vysledky elektroforetického a imunofixacniho vySetieni séra u pacientky

s triklondlni gamapatii 1gG-kappa + IgM-kappa + IgG-lambda (OKB ON
Trutnov a.s.)
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7.2.4. Tranzientni (pfechodné) paraproteinémie

Rovnéz tranzientni monoklondlni gamapatie patfi do skupiny monoklonalnich
gamapatii nejasného vyznamu (MGUS). Jedna se o stav spojeny s pfechodnou pritomnosti
MIG vséru a/nebo v modi. Tranzientni MIG jsou definovany jako malé monoklonalni
imunoglobuliny identifikované pomoci elektroforézy proteinli séra (SPE) a potvrzené
imunofixaci bilkovin séra (IFE) (85,87). Tranzientni MIG se obvykle objevuji nahle, v nizkych
koncentracich a spontanné se ztraceji v pribéhu nékolika dni, tydnd az mésicli (86,88).
Pojem tranzientni paraprotein se poprvé objevuje v publikaci Seligmanna a Younga v roce
1965 (87). Vyvolavajici agens tranzientnich paraproteinémii mlze byt rGizné, nejcastéji se
jedna o virové infekce. Typové se proto nejcastéji jednd o MIG typu IgM. Mechanismem
vzniku tranzientniho MIG je atypicka, nespecificka aktivace nékterych klon(i B-lymfocytl a
zaroven reaktivni imunologicka abnormalita (nespecifickd reakce na imunitni podnét) u
predisponovaného jedince (napf. s alergii, prechodnym imunodeficitem). Nesporny je i
mozny vliv genetické predispozice (84,89). Mezi onemocnéni, ktera mohou byt rovnéz
spojena s vyskytem tranzientni paraproteinémie patfi autoimunni a systémova onemocnéni
(autoimunni hepatitis, systémovy lupus erythematodes, revmatoidni arthritis, osteoarthritis,
sklerodermie, autoimunni thyreoiditis apod.), virova onemocnéni (hepatitis C, EBV — infekcni
mononukleéza, CMV - cytomegalovirovd infekce), onemocnéni z poruchy imunity
(hypogamaglobulinémie, Wiskott — Aldrichlv syndrom), nadorovd onemocnéni (akutni
leukémie, epitelidlni nadory) a dals$i onemocnéni (cirhéza jater, méstnavé srdecni selhani,
sepse, febrilni stav nejasného plivodu) (85,86,88,90,91,92,93,94).

Tranzientni MIG jsou do dnes zahadnym laboratornim fenoménem, jehoz pficiny jsou
nadale pfedmétem vyzkumu (87). Zda tyto proteiny znamenaji zvySené riziko pro neoplazii
plazmatickych bunék zatim neni prokazano. Tranzientni paraproteinémie mohou byt snadno
prehlédnuty pfi hypergamaglobulinémii. Standardné se doporucuje monoklonalni gamapatie
i s minimalni koncentraci MIG v séru pravidelné a dlouhodobé sledovat. Pfinosné by ziejmé
bylo i dlouhodobéjsi sledovani jedincd, u nichZ se tranzientni paraproteinémie vyskytly a to
nejen co se tyCe vztahu kbudouci progndze nemocnych, ale i s cilem pochopeni a
pfipadného vyuziti jejich vyskytu.

Na OKB ON Trutnov a.s. jsme se zaméfili na analyzu vyskytu tranzientnich MIG u

nékolika nasich pacient( véetné jejich dalSiho sledovani. Celkové se jednalo o soubor 28
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pacientl, v 18 pripadech jsme pozorovali tranzientni paraprotein u Zen a v 10 ptripadech u
muzl (vit Tabulka ¢. 12). NejmladSim pacientem byl 20lety muz, nejstarsim 84leta Zena.
Imunofixaci byly prokazany paraproteiny 1gG-kappa, 1gG-lambda, IgM-kappa a IgM-lambda.
Nejcastéjsi byl vyskyt MIG IgG-kappa a to ve 12 pozorovanich. Namérené koncentrace MIG
se nachazely vrozmezi od 0,7 g/L do 4,9 g/L, doba pfitomnosti MIG od jeho prikazu do
vymizeni se pohybovala od 1 mésice do maximalné 3 let (viz Tabulka ¢. 12).

Pro ilustraci uvadim 2 pfipady nami zachycené tranzientni paraproteinémie. V prvnim
pfipadé se jednalo o 46letou Zenu, kterd byla hospitalizovana na internim oddéleni pro
febrilni stav nejasné etiologie. Pacientka byla v dispenzarizaci alergologické ambulance pro
astma bronchiale a dale sledovana v urologické ambulanci pro chronickou cystitidu. V ramci
hospitalizace bylo provedeno zdkladni biochemické vysetfeni véetné elektroforézy bilkovin
séra. Na zakladé vysledku elektroforetického vysetreni byla doplnéna imunofixace bilkovin
séra. Ta potvrdila pritomnost monoklonalniho IgM-kappa v séru o koncentraci 1,2 g/L (viz
Obrazek ¢. 20). DalSimi sérologickymi testy byla zjisténa probihajici cytomegalovirova
infekce. Kontrolni elektroforéza séra provedena s odstupem 1 mésice jiz plvodné zachyceny
paraprotein IgM-kappa neprokazala (viz Obrazek €. 19) a rovnéz koncentrace celkového IgM

poklesla do fyziologického rozmezi.

54



Tabulka 12. Pfechodné monoklonalni gamapatie — soubor pacientt

Pohlavi Rok narozeni | Diagnodza Typ MIG Koncentrace | Doba pritomnosti
MIG (g/L) MIG
1. Zena 1936 K 769 IgM-k 4,9 2 roky
2. Zena 1952 K739 IgM-A 1,0; 1,9 5 més.
3. Zena 1964 R 509 IgM-k 1,2 2 més.
4. muz 1990 K30 IgM-k 1,4 7 més.
5. Zena 1931 M 800 1gG-k 1,1 5 més.
6. Zena 1932 R 509 IgG-A 3,0 6 més.
7. Zena 1951 K30 IgM-A 2,0 2 més.
8. Zena 1953 D 649 1gG-A 2,9 22 més.
9. muz 1979 Z 000 IgM-k 0,9 4 més.
10. muz 1946 1441 IgG-K +IgM-A 1,1;1,0 3 roky
11. muz 1963 D 472 1gG-A 1,9 1 més.
12. Zena 1941 K754 1gG-k 0,8 14 més.
13. Zena 1957 K 703 IgG-A 4,4 2 més.
14. muz 1958 D 472 IgG-A 1,7 15 més.
15. muz 1958 D 591 1gG-k 2,1 9 més.
16. Zena 1943 M 545 IgG-A 4.6 30 més.
17. muz 1971 D 472 IgG-k 0,8 13 més.
18. muz 1963 D 728 1gG-k 0,7 11 més.
19. muz 1941 D472 1gG-k 1,8 4 més.
20. Zena 1955 K30 1gG-k 1,6 11 més.
21. Zena 1953 D 472 IgG-A 1,2; 2,0 15 més.
22. Zena 1942 E 782 IgG-K 1.9 3 més.
23. Zena 1931 110,E 780 1gG-k 1,1 5 més.
24. Zena 1963 K703 IgM-A 3,7 13 més.
25. Zena 1938 D 472 1gG-k 0,7 14 més.
26. muz 1993 R 104 IgM-A 1,1 1 més.
27. Zena 1947 K 703 IgM-k 0,8 14 més.
28. Zena 1960 D 472 IgG-k 0,7 17 més.
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Obrazek 19. Vstupni a kontrolni imunofixacni vySetfeni séru u pacientky s tranzientni
paraproteinémii IgM-kappa (OKB ON Trutnov a.s.)
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Ve druhém pfipadé se jednalo o 59letou Zenu, ktera byla hospitalizovana na internim
oddéleni pro febrilni stav nejasné etiologie. Pacientka se |éCila s arteridIni hypertenzi, jinak
do té doby vainéji nestonala. Byla provedena zakladni biochemicka vysetfeni vcetné
elektroforézy a imunofixace séra a moci. Imunofixaci séra byl zjistén monoklondlni Ig IgM -
lambda o dvojim gradientu (o koncentracich 1,0 a 1,9 g/L). Vysledek imunofixa¢niho
vysetreni séra této pacientky zobrazuje Obrazek ¢. 21. Kontrolni elektroforéza i imunofixace
byly provedeny po 4 mésicich od plivodniho zachytu. Paraprotein IgM-lambda o dvojim

gradientu vymizel soucasné s poklesem celkové koncentrace IgM.

Obrazek 20. Imunofixaéni vySetfeni séra u pacientky stranzientni zdvojenou
paraproteinémii IgM-lambda (OKB ON Trutnov a.s.)
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7.3. Zakladni charakteristiky analyzovaného souboru pacienti s MGUS

V rdmci analyzy byla zpracovana data od 555 pacientll s diagnostikovanou MGUS.
Jednalo se o sbér a analyzu dat z obdobi desetiletého sledovani v ¢asovém obdobi od 1.8.
2008 - 1.8.2018. Median véku sledovanych osob byl 69 let, pficemz vékové rozpéti se
pohybovalo od 24 do 96 let. V souboru diagnostikovanych monoklonalnich gamapatii bylo
témeér rovnomérné zastoupeni muzid i Zen. V pfipadé nejmladsiho pacienta s monoklonalni
gamapatii Slo o 24letého muze, u kterého se jednalo o MGUS IgG-kappa o kvantité 1,2 g/L
bez progrese v Case. Pfehledné je rozloZeni analyzovaného souboru nemocnych s MGUS dle

véku a pohlavi uvedeno v Tabulce ¢. 13.

Tabulka 13. SloZeni analyzovaného souboru pacientti s MGUS dle véku a pohlavi

Pohlavi N=555
MuZi 283 (51%)
Zeny 272 (49 %)
Vék pfi stanoveni diagnozy N=555
<40 13 (2,3 %)
40-49 28 (5,1 %)
50-59 89 (16,0 %)
60-69 147 (26,5 %)
<69 278 (50,1 %)

Na pokladé variantni analyzy pii vyuziti Kruskal-Wallis testu ke zjisténi vékové
diference pfi nové prokazaném MIG byl zjiStén statisticky vyznamné vyssi vék u Zen pfi nové
diagnostikované monoklondlni gamapatii (p<0,05). Zavislost véku pacientl pfi nové

prokazané MG na pohlavi znazornuje Graf ¢. 3.
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Graf 3. Vék pacienti s nové prokazanou MG dle pohlavi
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Nejcastéji pozorovanym typem monoklonalniho imunoglobulinu v 10letém sledovani

byl monoklonalni imunoglobulin typu IgG-kappa, nasledovany IgG-lambda. V 35 pfipadech

jsme prokazali monoklonalni imunoglobulin v oblasti betaglobulin(i. Rovnéz v 35 pfipadech

z celkového poctu 555 nemocnych s MGUS (6,3 %) jsme prokazali biklonalni gamapatii.

evvs

73,8 g/L. Ve trech pripadech byl prokazan rodinny vyskyt u monoklonalnich gamapatii.

Prehled vybranych zdkladnich parametrli analyzovaného souboru nemocnych s MGUS

podava nasledujici Tabulka ¢. 14.

Tabulka 14. Pfehled vybranych zakladnich parametrt u pacientli analyzovaného souboru

Parametr Maximum Miminum Median 25. percentil | 75. percentil
Veék (roky) 96,0 2,0 69,0 60,0 78,0
Kvantita MIG (g/L) 73,8 0,1 2,7 1,4 5,6
FLCr 4264,4 0,0 1,5 1,04 24
FLC k (mg/L) 13 500,0 1,3 25,5 17,1 47,1
FLC A (mg/L) 10307,1 1,1 15,5 10,8 34,8
B2M (mg/L) 54,9 1,3 2,6 2,0 4,1
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Na analyzovaném souboru bylo prokazano, Ze pfi testovani vztahu stanovené
koncentrace B2M v g/L a jednotlivych lymfoproliferaci (MGUS, lymfomd, MM, CLL, WM,
solitdrniho plazmocytomu a amyloidézy) byl na podkladé srovnavaci analyzy pfi vyuZiti Holm-
Sidak metody prokazan statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi MGUS a MM, mezi MM a
lymfomy a také mezi MM a CLL. Dosahované koncentrace B2M pfi urcité hematologické

diagndze prehledné znazornuje Graf ¢. 4.
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Graf 4. Zavislost koncentrace beta2-mikroglobulinu a hematologické diagnézy
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Co se tyce analyzy dalSich zakladnich parametrd, byla kromé B2M nalezena silnd
korelace i mezi hodnotou FLCr a vztahem k diagndze. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
(p<0,001) namérené hodnoty FLCr u jednotlivych monoklondlnich gamapatii. Nejvyssi rozdil
v hodnotach FLCr byl zjiStén mezi pacienty s diagnézami MGUS a MM. Ke srovnani dat byl
pouzit test normality (Shapiro-Wilk) s naslednou srovnavaci analyzou s logaritmickou stupnici

koncentraci (viz Graf ¢.5).
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Graf 5. Logaritmus FLCr u jednotlivych typti MG
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7.4. Zakladnirozdéleni sledovaného souboru nemocnych s MGUS

Pacienty s MG jsme si rozdélili dle rGznych kritérii. Nejprve jsme pprovedli jejich
roz€lenéni dle vékové struktury pfi stanoveni diagndzy a téz dle pohlavi. Zakladnim
rozdélenim MG bylo samoziejmé na MGUS a maligni monoklondalni gamapatie. DalSim
pouZzitym rozdélenim souboru monoklondlnich gamapatii bylo na zakladé typu stanoveného
MIG (viz Tabulka ¢. 15) a Graf ¢. 6. Dale jsme provedli rozcélenéni pacientll do 6 skupin dle
do 14,99 g/L, do 19,99 g/L a nad 20 g/L (viz Tabulka €. 16). Nejpocetnéjsi zde byla skupina
s kvantitou monoklonalniho imunoglobulinu do 5 g/L. Déle jsme pfipravili i kombinované
zobrazeni souboru MGUS rozdéleného dle namérené kvantity a typu MIG (viz Tabulka ¢. 17).
Pfechod MIG do moci jsme zaznamenali celkem u 86 pacientl a to nejcastéji u pacientl s

IgG-kappa a IgG-lambda.
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Tabulka 15. Rozdéleni souboru dle typu stanoveného MIG

Typ monoklonalniho imunoglobulinu Pocet pfipadu
lgG-kappa 228
IgG-lambda 164
IgA-kappa 24
IgA-lambda 34
IgM-kappa 72
IgM-lambda 39
Kappa free 7
Lambda free 9

Graf 6. Rozdéleni dle typu stanoveného MIG (OKB ON Trutnov a.s.)
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Tabulka 16. Pocty diagnostikovanych pacientt dle kvantity MIG

Kvantita MIG Pocet pripadu
Pod 5 g/L 337
5-10g/L 70
10-15g/L 23
15-20¢g/L 27
Nad 20 g/L 63
Ve frakci betaglobulin( 35

Tabulka 17. Rozdéleni poctu jednotlivych typa MIG v zavislosti na jejich koncentraci

Koncentrace MIG (g/L)

Typ MIG <5g/L | 50-9,99g/L | 10,0-14,99g/L |150-19,99g/L| =20g/L
IgG-kappa 120 34 8 15 14
IgG-lambda 94 29 10 12 10
IgA-kappa 14 4 - - 2
IgA-lambda 12 4 - 1 3
IgM-kappa 42 10 3 4 2
IgM-lambda 26 2 2 3 -
i ‘ |
Triklonalni 1 i i i i
paraprotein

Lambda free 4 - 1 - -
Kappa free 1 - - - -
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7.5. Frekvence progrese sledovanych pacientii s MGUS do maligni monoklonalni

gamapatie v definovaném c¢asovém useku

PFi vyhodnoceni celého souboru nemocnych, tj. 555 nemocnych s MGUS, bez ohledu
na stanovenou miru rizika doslo k transformaci do obrazu maligni lymfoproliferace celkem u
91 nemocnych (16,4 %). Nejcastéji doslo k progresi MGUS do mnohocetného myelomu a to
celkem ve 46 pripadech (8,2 %), ve 21 pripadech (3,8 %) se jednalo o lymfom, u 18
nemocnych (3,2 %) byla v ¢ase diagnostikovana chronicka lymfaticka leukémie. Celkové ve 4
pripadech (0,7 %) se béhem doby sledovani vyvinula primarni amyloidéza a u 2 pacient(
(0,4 %) byla diagnostikovana Waldenstrémova makroglobulinémie. Vyse celkového rizika
transformace u naseho souboru nemocnych s MGUS byla stanovena na 1,6 za 1 rok.

U 282 pacientl z celkového poctu 555 pacientd s MG (51 %) byla pomoci testu
Freelite™ v poslednich 10 letech stanovena koncentrace FLC lambda i kappa v séru véetné
nasledného vypoctu FLCr (FLC index), které byly pravidelné monitorovany i v ramci dalSich
laboratornich kontrol. Téchto 282 pacientll bylo rozdéleno na zakladé stratifikaéniho systému
dle Rajkumara (viz Tabulka ¢. 18). Transformaci do obrazu maligni monoklonalni gamapatie
jsme ve skupiné nizkého rizika naseho souboru nemocnych s MGUS nezaznamenali. Obecné
se zde uvadi pouze 5% riziko prechodu do maligni monoklondlni gamapatie (14). Ve skupiné
nizké — stfedni riziko byl prokazan prechod do maligni MG u 17 z celkem 102 jedincu v této
kategorii, ve skupiné vysoké-stredni riziko se jednalo jiz o 30 jedincQ, tj. 44 % pacientQ
zarazenych do této rizikové kategorie. V kategorii vysokého rizika pak doslo v nasem souboru
k progresi do obrazu maligni MG u 10 pacientll s MGUS (50 %) spliujicich dand kritéria.
Nejcastéji doslo k progresi do obrazu mnohocetného myelomu a to u celkem 28 pacientd

z 282, tj. u 10 % z celkového poctu pacientd, u kterych byla stanovena kvantita FLC.
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Tabulka 18. Rozdéleni souboru jedinci s MGUS podle Mayo stratifikacniho systému
a pocet pozorovanych transformaci do obrazu maligni MG v prtibéhu 10 let

Rizikova skupina (N=282) Jedinci v transformaci (N=57)
Pocet % Pocet %
Nizké riziko 92 33 0 0
Nizké-stredni riziko 102 36 17 17
Vysoké-stredni riziko 68 24 30 44
Vysokeé riziko 20 7 10 50

Vysetfeni FLC vséru ma tak i podle vysledk(i naseho dlouhodobého sledovani
pacientd s monoklonalni gamapatii velky a nezpochybnitelny vyznam. Velmi dllezZitd je
pritom vstupni hodnota FLCr u nové zjisténé monoklonalni gamapatie a samoziejmé pak také
jeji dynamika v ramci laboratornich kontrol. Pomér FLC se stal nové soucasti doporuceni pro
zahdjeni |écby mnohocetného myelomu. Jde v podstaté o Casné zahdjeni |éCby jiz ve fazi
smoldering (asymptomatického) myelomu, protoZze FLCr > 100 znamend vyrazné zvysSené
riziko progrese do MM a to konkrétné ve vysi cca 40% v pribéhu 1 roku. Z naseho souboru
282 pacientl, u kterych byly mérfeny FLC, se objevila hodnota FLCr > 100 celkem u 9
pacientd. U vSech byla zaznamendna progrese v maligni monoklonalni gamapatii v pribéhu 2
let od diagndézy MGUS. Z toho u 7 pacientll doSlo k progresi do MM. U jednoho pacienta se
manifestovala jina maligni lymfoproliferace, konkrétné se jednalo o lymfom. U jedné
pacientky s FLCr > 100 zatim k progresi do maligni monoklonalni gamapatie nedoslo, kdyz
hodnota FLCr u ni z(stdva stabilni jiz po dobu 8 let. ZvySe uvedeného dlvodu jsme se
pfi nasem sledovani zamérili i na pacienty s FLCr vrozmezi 60-99,9. V této skupiné bylo
identifikovano 10 pacientd, pficemz z tohoto poctu rovnéz u 2 z nich jiz doslo k transformaci
do obrazu MM. U dalSich 2 pacientl byl diagnostikovan smoldering myelom, vjednom
pripadu Waldenstrémova makroglobulinémie a v dalSim pak lymfom (viz Tabulka ¢. 19). Je
nutno ale myslet i na druhy extrém a to pacienty s nizkym poméren kappa/Lambda, tedy
svyraznou prevahou lehkych tetézcl lambda v séru. Z19 pfipadd, u nichZ byla v rdmci
naseho sledovani opakované zaznamenana hodnota FLCr nizsi nez 0,1, doslo ve 12 pfipadech

k progresi do obrazu MM, v jednom pfipadu se jednalo o solitarni plazmocytom a v dalSim
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pak o lymfom. Proto zbyvajicich 5 pacientli s MGUS s hodnotou FLCr nizsi nez 0,1 nadale

pravidelné monitorujeme.

vvs evvs

Tabulka 19. Soubor pacientl svysSimi resp. nizSimi hodnotami FLCr, u nichZi doslo
k progresi do maligni lymfoproliferace (OKB ON Trutnov a.s.)

pacient Typ MIG | Kvantita MIG (g/L) | Hodnota FLCr | Progrese do maligni MG

Zena 1942 1gG-K 29,8 387,5 MM
Muz 1946 IgG-K 47,3 483,2 MM
Muz 1934 IgA-K 37,9 451,9 MM
Muz 1938 IgM-k 19,1 550,7 Lymfom
Zena 1912 1gG-k 50,4 618,9 MM
Muz 1956 Free -k Beta-globulin 4624,4 MM
Muz 1967 Free -k 1,3 + beta-globulin 2601,1 MM
Muz 1950 1gG-k 16,4 134,2 MM
Zena 1922 IgM-K 34,4 80,9 WM
Zena 1915 Free -k Beta-globulin 66,4 SMM
Muz 1935 1gG-K 17,6 67,6 SMM
Zena 1955 IgG-K 20,1 85,5 MM
Zena 1927 1gG-k 19,8 95,7 MM
Zena 1930 lgG-Kk 15,3 84,1 Lymfom
Zena 1921 lgG-A 37,8 0,000 MM
Muz 1946 Free- A 13,8 0,001 MM
Muz 1942 IgA-A 55,4 0,090 MM
Muz 1947 IgG-A 59,1 0,009 MM
Zena 1937 1gG-k 0,9 0,041 Solit. plazmocytom
Zena 1934 1gG-k 17.6 0,010 MM
Zena 1952 IgG-A 11,5 0,020 MM
Zena 1934 IgA-A 4,9 0,080 MM
Zena 1953 IgG-A 55,2 0,010 MM
Muz 1957 lgG-A 37,9 0,050 MM
Muz 1947 IgG-A 51 0,010 MM
Muz 1946 IgG-A 39 0,020 MM
Muz 1943 IgM-A 18,5 0,030 Lymfom
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8. Zajimavé kazuistiky pacientti s monoklonalni gamapatii - vlastni

pozorovani

8.1. Vyznam dlouhodobého sledovani pacienti s MGUS

Jako ptiklad vyznamu dlouhodobého sledovani koncentrace a typu MIG, vietné
kontroly hladin FLC a vypoctu jejich poméru, uvadim pripad pacientky, ktera byla sledovana v
hematologické ambulanci od roku 1996 pro MGUS IgG-kappa. Prvné byl u ni prokazan MIG
jiz vroce 1993, kdy bylo pacientce 63 let a vstupni koncentrace MIG byla 8,6 g/L. V roce
1996, kdy byla pacientka poprvé vysetiena v hematologické ambulanci, byla koncentrace
MIG staciondrni, bez dynamiky oproti diagndze. Provedenou sternalni punkci nebyl zjistén
Zadny patologicky nalez. Pacientka byla pravidelné kontrolovana v hematologické poradné
v 6-mésicnich intervalech. Byl pozorovan pozvolny narlst koncentrace MIG o 0,5-1,0 g/L
ro¢né az do roku 2016. V Unoru 2017 byl zaznamenan nahly vzestup koncentrace MIG o 4
g/L, nasledné v kvétnu 2017 pak o 12 g/L. Nové byl prokazan MIG i v moci. Za 11 let od
diagnézy MGUS byly vroce 2014 naméreny patologické hodnoty FLC sFLCr 64,4 pfi
koncentraci MIG 23,9 g/L (viz Tabulka ¢. 20). Pfi dalSich kontrolach, kdy byly FLC pravidelné
monitorovany, doslo postupné k dalsi progresi hodnot (viz Tabulka ¢. 20). Na konci roku 2017
dosahla koncentrace MIG 41 g/L a FLCr 151, provedené kontrolni vysSetfeni kostni drené
prokazalo jeji infiltraci bunkami MM. Vzhledem k absenci znamek organového poskozeni byla
nemocna dale jen sledovana. V lednu 2018 byla zjisténa hodnota FLCr 213 pfi koncentraci
MIG 48,3 g/L, v kvétnu 2018, kdy byla u nemocné zahajena pro anemizaci lécba, hodnota
MIG dosdahla 68 g/L a FLCr 425. K transformaci MGUS do MM u této pacientky doslo za 24 let
od vstupni diagndzy MG. Progresi jednotlivych biochemickych parametr( v zavislosti na case

tykajici se tohoto pfipadu zndzornuje Graf €. 7.
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Graf 7. Casova progrese jednotlivych biochemickych parametri u pacientky s vyvojem
MGUS do MM (vyvoj za 24 let)
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Tabulka 20. Zakladni parametry MG v ¢ase u pacientky s vyvojem MGUS do MM (za 24 let)

B2M Kappa Lambda
Datum | CB (8/U) | 0, (m:;’L) g/ K/L | MIG (g/L)
03/1993 72 9,9
04/1996 77 8,6
06/1996 76 9,8
01/1997 80 10,7
04/1997 77 13,9
0919/97 74 11,4
03/1998 79 10,8
11/1998 81 2,28 11,1
12/1999 78 2,07 11,1
06/2000 78 2,22 12,5
01/2001 78 2,19 10,7
07/2001 77 1,99 12,3
01/2002 78 1,37 13,6
08/2002 74 1,49 12,9
03/2003 72 1,56 10,3
10/2003 75 2,41 8,2
04/2004 77 4,34 9,2
08/2004 75 2,45 11,2
02/2005 78 2,36 11,3
08/2005 75 2,28 12,4
02/2006 79 2,47 13,7
09/2006 79 2,39 14,2
03/2007 80 2,31 17,9
09/2007 81 2,48 16,5
03/2008 83 2,56 19,2
09/2008 82 2,18 21,1
03/2009 87 2,48 22,1
10/2009 85 2,62 20,9
04/2010 78 2,19 22,0
10/2010 81 2,41 21,4
04/2011 79 2,57 22,8
10/2011 81 22,4
04/2012 85 2,84 23,4
11/2012 85 2,88 23,1
05/2013 82 2,88 21,6
11/2013 83 24,0
05/2014 82 2,96 23,9
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B2M Kappa Lambda
Datum | CB (8/U) | /) (m:;’L) g/ K/L | MIG (g/L)

12/2014 89 2,87 123 1,91 64,40 23,0
06/2015 84 2,97 186 2,62 70,99 26,5
11/2015 86 310 2,18 142,20 25,1
02/2016 87 2,89 294 3,92 75,00 28,0
08/2016 86 3,13 362 6,24 58,01 29,1
02/2017 90 3,22 347 5,96 58,22 28,7
05/2017 89 3,40 459 6,21 73,91 41,4
11/2017 99 3,56 436 30,40 151,32 48,3
01/2018 105 4,29 603 2,28 213,83 68,2
05/2018 110 4510 10,60 425,47

8.2. Priklady pozdni diagnostiky mnohocetného myelomu — kazuistiky

V ndsledujicim textu se budu vénovat celkem 4 pacientilm s mnohocetnym
myelomem, na jejichz diagndze se ve sledovaném obdobi nase oddéleni podilelo. Prvni dvé
pozorovani se tykaji pacientek vyssiho véku dlouhodobé sledovanych na rlznych
ambulancich pro jejich chronickd onemocnéni.

V prvnim pfipadé se jednalo o 77letou Zenu, ktera byla po dobu 8 let sledovana a
|éCena v endokrinologické poradné pro noddzni strumu s mirnou thyreotoxikézou a involuéni
osteoporézu. Kromé téchto onemocnéni byla dale |éCena jesSté pro arteridlni hypertenzi,
hypercholesterolémii a depresivni syndrom. Ze subjektivnich obtizi u ni dominovala
unavnost, nekvalitni spanek, artralgie, bolesti holennich kosti a bederni patere. Objektivné
nebyly zaznamendny vyznamnéjsi patologické zmény. Béhem pravidelnych kontrol
v endokrinologické poradné bylo provadéno vysetfeni thyreoidalnich hormond, parametrd
kostniho a lipidového metabolismu. Elektroforéza bilkovin, vysetfeni sedimentace ani celkové
bilkoviny nebyly provedeny. Vzhledem k akcentaci subjektivnich obtizi pacientky (Unavnost,
vertebrogenni algicky syndrom, artralgie) byl vySetfovaci program nakonec zahdjen
praktickou lékarkou. Ta kromé odbéru vzorku krve ke stanoveni zakladnich parametr(
krevniho obrazu poZadovala téz vysetieni hladiny celkové bilkoviny a sedimentace erytrocyta.
Koncentrace celkové bilkoviny vséru byla 137 g/L a hodnota FW 84/94. Vysledky
provedeného laboratorniho vySetfeni jsou prfehledné uvedeny v Tabulce ¢. 21. Na zakladé
laboratorniho nalezu zahrnujiciho i zhorSeni renalnich funkci a pfitomnost normocytarni,

normochromni anémie bylo doporuceno provedeni elektroforetického vysetfeni bilkovin
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v séru i v moci. To bylo nasledné doplnéno jesté imunofixacnim vySetienim, které prokazalo
vysoké koncentrace paraproteinu IgG-lambda ve vzorcich séra i moci (koncentrace MIG v séru
byla 80 g/L). Provedené vysetfeni sternalniho punktatu prokdzalo 10 infiltraci klonem
plazmatickych bunék. Pfi RTG vysSetieni skeletu byla pfitomna difuzni osteopordéza osového
skeletu bez pfitomnosti typickych osteolytickych zmén. Pacientka byla pfeloZzena s diagndzou
mnohocetného myelomu IgG-lambda, stadium IIA dle Durie-Salmona, ISS 3, s extrémnimi
hodnotami celkové bilkoviny a paraproteinu a stfedné tézkou renalni insuficienci na Il. Interni
kliniku — OKH FN v Hradci Kralové. Zde byla zahajena Ié¢ba rezZimem MPT senior (Alkeran 10

mg + Prednison 60 mg 4 dny a ex + Myrin 100 mg kontinudlné).

Tabulka 21. Pacient ¢. 1 — laboratorni vysledky

3.6.2009 8.6.2009
Urea (mmol/L) 7,1 12,0
Kreatinin (umol/L) 157 181
Kyselina mocova (umol/L) 558 582
Kalcium (mmol/L) - 2,06
Celkova bilkovina (g/L) 137 -
IgG (g/L) 87,10 -
IgA (g/L) 0,65 -
IgM (g/L) 0,18 -
Hemoglobin (g/L) 116 106

Ve druhém pfipadé se rovnéz jednalo o 77letou Zenu, kterad byla v srpnu 2009 pfijata
pro akutni infarkt myokardu spodni stény na interni JIP nemocnice v Trutnové. Pacientka byla
jiz dfive léCena pro arteridlni hypertenzi, chronickou renalni insuficienci, kombinovanou
hyperlipidémii a ischemickou chorobu srdecni. Od roku 1996, kdy prodélala infarkt myokardu
posterolateralni, byla sledovana v kardiologické poradné. V pribéhu poslednich 5 let nebyla u
této pacientky provedena zadna laboratorni kontrola. Po pfijeti na interni JIP v srpnu 2009
byla pfi vstupnim laboratornim vysetfeni zjisténa zavaina rendlni insuficience a
normocytarni, normochromni anémie. Koncentrace celkové bilkoviny byla 94 g/L. Prehled

laboratornich parametr(i stanovenych v ramci vstupniho vysetfeni je uveden v Tabulce €. 22.
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Elektroforetické a nasledné imunofixacni vySetfeni séra a moci u ni prokazalo pritomnost
paraproteinu 1gG-lambda, tentokrat v koncentraci 38 g/L vséru (viz Obrazek ¢. 21)
s prechodem do moci. V prlibéhu hospitalizace se stav nemocné déle zhorSoval s postupnym
rozvojem znamek multiorganového selhani. Treti den hospitalizace doslo k jejimu umrti.
S velkou pravdépodobnosti se i vtomto pfipadé jednalo o mnohocetny myelom. Vzhledem
k exitu pacientky bez nasledné provedené pitvy vsSak definitivni diagndza mnohocetného
myelomu stanovena nebyla.

Obé predchozi pozorovani se tykaly starSich Zen |éenych pro osteopordzu a renalni
insuficienci. Proto jsem se na jejich pfipadech snazila upozornit na to, jak je dlleZité na tuto
rizikovou skupinu nemocnych nezapominat. Zejména je nutné dbat na pravidelné laboratorni
kontroly u pacientl s témito nalezy rozsifené alespon o koncentraci celkové bilkoviny a krevni
obraz. V kazdodenni praxi ndm mohou pomoci doporuéeni vydana Ceskou myelomovou
skupinou vénovana moznostem casné diagnostiky mnohocetného myelomu v podminkach

ambulantni klinické praxe, ktera vyzaduji minimalni naklady.

Tabulka 22. Pacient €. 2 — laboratorni vysledky

31.8.2009
Urea (mmol/L) 20,3
Kreatinin (umol/L) 569
Kyselina mocova (pumol/L) 460
Kalcium (mmol/L) 2,30
Celkova bilkovina (g/L) 94
Hemoglobin (g/L) 98
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Obrazek 21. Elektroforetické a nasledné imunofixacni vySetifeni séra a moci u pacientky ¢. 2
(OKB ON Trutnov a.s.)
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Dalsi dvé pozorovani se tykaji diagnostiky mnohocetného myelomu u dvou muzd. U
obou pacientll nebyly pfitomny typické subjektivni priznaky, proto se zpocatku vibec
nepredpokladalo, Ze by se mohlo jednat o hematologickou malignitu a patralo se po jinych
pri¢inach. V prvnim pripadé pro vertebrogenni a ve druhém pfipadé pro kardialni obtize.

V prvnim ptipadé se jednalo o 63letého muze, ktery uddval 9 mésicl trvajici bolesti
bederni patefe s propagaci do PDK, nejintenzivnéjsi bolesti udaval v oblasti vnéjsi strany
lytka. Byl dlouhodobé [éCen ambulantné sérii analgetickych infuzi, poté peroralnimi
analgetiky stfedni intenzity. Pacient byl pro bolest postupné omezen ve stoji i chlizi. Nakonec
si stav vyzadal hospitalizaci na neurologickém oddéleni nemocnice v Trutnové s diagnézou
oboustranné protrahované lumboischialgie s iritaci L5, bez pares ¢i sfinkterovych poruch.
Bylo provedeno MR LS patere s nalezem osteolytickych lézi tél obratlt L4 a L5 ( s podezienim
na patologickou frakturu obratle L5) — viz Obrazek ¢. 22. Na zakladé tohoto vysledku bylo
doporuceno elektroforetické vysetreni séra, pfi kterém byl prokazan paraprotein IgG-lambda
o celkové koncentaci 12,5 g/L (viz Obrazek ¢. 23). Kromé mirné zvysené sedimentace
erytrocyt (FW 15/41) byla vSechna ostatni laboratorni vysetfeni v normé véetné koncentrace
celkové bilkoviny, kreatininu a vapniku v séru. VysSetfenim sterndlni punkce bylo zjisténo
nediagnostické zmnozZeni plazmocytl na 6, prdtokovou cytometrii bylo prokazano 1,7 %
klondlnich plazmocytu. Bylo doplnéno celotélové CT s ndlezem osteolytickych lézi obratlt L4-

5 a 7. zebra vpravo. Pacient byl s diagnézou mnohocetného myelomu IgG-lambda stadia IlIA
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dle Durieho-Salmona a ISS 1 preloZzen k dalsi péci na IV. interni hematologickou kliniku FN v

Hradci Kralové.

Obrazek 22. Ndlez na MR LS patefe u pacienta ¢. 3
(Radiodiagnostické pracovisté ON Trutnov a.s.)
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Obrazek 23. Elektroforetické a imunofixacni vySetfeni séra s nalezem paraproteinu IgG-
lambda u pacienta ¢. 3 (Oddéleni klinické biochemie ON Trutnov a.s.)

Ve druhém pripadé se jednalo o 50letého muZe, ktery dfive vaznéji nestonal. Pacient
udaval 1 rok trvajici bolesti v oblasti hrudniku, které byly provazeny namahovou dusnosti.
Pacient zaznamenal ale i Ubytek vahy 16 kg za za dobu 8 mésicl. Byl vySetfovan z hlediska
diferencialni diagnostiky bolesti na hrudi. Byla provedena ergometrie, echokardiografie
véetné vysetreni kardidlnich marker(. Kardialni etiologie byla vylou¢ena. Az po 10 mésicich
bylo internistou naordinovano elektroforetické vysetfeni, pfi némz byly vséru i vmoci
nalezeny lehké retézce kappa (viz Obrazek ¢. 24) véetné jejich patologického pomeéru, zvysena
hodnota B2M, koncentrace celkové bilkoviny, parametry KO i FW byly v normé. Prehled
laboratornich hodnot je uveden v Tabulce ¢. 23. Klinicky hematolog proved| sternalni punkci,
kdy v natéru kostni drené byla zjisténa jeji masivni infiltrace patologickymi plazmatickymi
burikami. Na rtg Ibi (viz Obrazek €. 25) byla patrna loZiska okrouhlého tvaru a rGizné velikosti
odpovidajici mnohocetnému myelomu. Scintigrafické vySetfeni skeletu (viz Obrazek ¢. 26)
prokazalo difuzni loziskové postizeni skeletu s postizenim Zeber, kalvy i patefe svédcici pro
mnohocetny myelom. Nasledné byl pacient s mnohocetnym myelomem kappa free, stadia IIA
dle Durieho-Salmon, ISS 2, preloZen k dalsi Ié¢bé na IV. interni hematologickou kliniku FN

v Hradci Kralové.
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Obrazek 24. Elektroforetické a imunofixacni vySetieni séra a moci u pacienta ¢. 4
(Oddéleni klinické biochemie ON Trutnov a.s.)
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Tabulka 23. Pacient ¢. 4 s mnohocetnym myelomem kappa free — laboratorni vysledky

Kreatinin (umol/L) 82
FLC-k (mg/L) 13 500
FLC-A (mg/L) 5,19
FLC-r 2601
Kalcium (mmol/L) 2,72
Celkova bilkovina (g/L) 66
B2M (mg/L) 2,98
FW (mm/hod) 15/41
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Obrazek 25. Nalez na rtg lebky u pacienta ¢. 4
(Radiodiagnostické pracovisté ON Trutnov a.s.)

OBLASTNI NEMOCNICE

Obrazek 26. Scintigrafické vysetieni skeletu u pacienta ¢. 4
(Oddéleni nuklearni mediciny ON Trutnov a.s.)

ANTERIOR POSTERIOR
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8.3. Interference monoklondlnich imunoglobulinti p¥i stanoveni nékterych analytt

Posledni skutecnosti, na kterou bych chtéla v ramci vysledkové ¢asti své disertacni
prace upozornit, je moznost vyznamné interference monoklonalniho imunoglobulinu v séru
pfi stanoveni fady analytd (95). Rozlicné pripady interferenci Casto vznikaji na podkladé
precipitace pfi reakci vedouci k faleSnému zvyseni absorbance. Mohou vznikat ale napf. i
specifickou vazbou monoklondlniho imunoglobulinu na stanovovany analyt. Tato vazba poté
muzZe ovlivnit rozpustnost a reakéni mechanismus pfi nékterych typech stanoveni (95,96).
MIG nebo vytvorenim gelu v chlazenych vzorcich séra v pripadé kryoglobulinémie. Vétsina
analyzatorl je schopna detekovat viskézni vzorky sér. Vyskyt interference pfi stanoveni
nékterych analyt( obvykle zavisi na koncentraci monoklonalniho imunoglobulinu (95).

Moderni typy analyzator(l jsou schopny zaznamenat pribéh kinetiky reakci a
v pfipadé neobvyklého pribéhu zmény detekovat. Pfipady intererfence monoklonalnich
imunoglobulind u pacientl s monoklonalnimi gamapatiemi pfi stanoveni rtiznych analytl
jsou v literature zmifovany jen vzacné. V publikovanych materidlech byly zminény a popsany
ojedinélé interference pfi stanoveni CRP, celkového bilirubinu, fosfatd, kyseliny mocové,
mocoviny, glukdzy, gamaglutamyltransferazy, celkové bilkoviny, glykovaného hemoglobinu,
ferritinu a transferinu (47,95,96,97,98). Nejcastéji se jednalo o laboratorni interference
z dlvodu pfitomnosti monoklonalniho IgM (90).

Analyticka interference mlZe byt na druhou stranu i uZiteCchym nastrojem pro
nahodnou laboratorni diagnostiku monoklonalnich gamapatii v ramci rutinni biochemické
analyzy. V literature Ize najit kazuistiky pacientd, u nichz nejcastéji pti stanoveni koncentraci
kyseliny mocové a konjugovaného bilirubinu byly ndhodné na pokladé interference
zachyceny monoklondlni gamapatie v raném stadiu (47).

My jsme se v prlbéhu nasSeho sledovani setkali s jednim pripadem faleSné zvysené
koncentrace bilirubinu u pacientky s mnohocetnym myelomem, u dvou dalSich pacientt
s diabetem mellitem 2. typu jsme zjistili pfitomnost monoklonalnich gamapatii na zakladé

interference MIG pfi stanoveni glykovaného hemoglobinu.
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8.3.1. Interference MIG p¥i stanoveni bilirubinu

U pacientky s dfive diagnostikovanym mnohocetnym myelomem, u niz byl v séru
pritomen paraprotein IgG-kappa o koncentraci 61,6 g/L, byla pfi rutinnim laboratornim
vySetfeni opakované stanovena hladina celkového bilirubinu 564 umol/L (pfistroj Modular
Roche). Pacientka byla objektivné anikterickd, bez pritomnosti jaterniho onemocnéni ci
subhepatalni obstrukce. Rovnéz i sérum pacientky bylo ciré, anikterické. PFi kontrolnim
méreni na pristroji Olympus AU 400 byla ve stejném vzorku opakované namérena hodnota
celkového bilirubinu 6 umol/L. Pfi inspekci reakéni kiivky na pristroji Modular bylo patrné
atypické a rychlé zvyseni absorbance (viz Graf ¢. 8), zjevné v dusledku pritomnosti MIG. Je
velmi pravdépodobné, ze pric¢inou diferenci mezi vysledky na dvou rlznych pfistrojich byla
pritomnost vysoké koncetrace IgG-kappa v séru pacientky v pfipadé pouziti metody Modular
Roche, kdy doslo k tvorbé zakalu vreakéni smési. Jediny vyznamny rozdil v reakcich pfi
stanoveni bilirubinu na obou typech pfistrojd — Modular (Roche) a Olympus AU 400 je
v pouzitém typu akceleratoru pfi azokopulacni reakci bilirubinu s diazioniovymi Cinidly za
vzniku kyselé (Cervené) formy azobilirubinu. Metoda na pfistroji Olympus AU 400 vyuZiva
jako akcelerator kofein. V ptipadé analyzatoru Modular (Roche) je jako pouzity akcelerator
zminovan blize nespecifikovany detergent, ktery je uveden i v pracovnim ndvodu sestaveném
vyrobcem. Uz v roce 2003 byla publikovana prace autor( (96), kterd popisovala interferenci
monoklondlnich imunoglobulinG pravé pfi méreni bilirubinu za pouZiti diagnostik firmy Roche

a vysvétlujici tuto interferenci vznikem zakalu v reakéni smési.

Graf 8. Reakcni kfivka stanoveni bilirubinu pfi pouiiti pristroje Modular (Roche) u
pacientky s MM IgG-kappa (UKBD FN Hradec Kralové)
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8.3.2. Interference MIG p¥i stanoveni glykovaného hemoglobinu

Béhem naseho sledovani jsme zaznamenali dva pfipady Ié¢enych, kompenzovanych
diabetikli, u nichZ byla az na zakladé interference prokazana pritomnost monoklonalniho
imunoglobulinu v séru. U obou pacientli byly naméreny hodnoty HbA,, které neodpovidaly
jejich klinickému stavu ani hodnotam plazmatické glukézy. Hodnota glykovaného
hemoglobinu byla metodologicky stanovena na dvou pfistrojich vyuZivajicich principu
kapalinové chromatografie na bazi iontové vymény — pfistroji DS-5 (BioVendor) pouzivaném
na OKB Trutnov ON a.s. a pfistroji Variant Il Turbo (BIO-RAD) pouZivaném na UKBD FN
v Hradci Kralové. Stanoveni glukdzy v plazmé probihalo fotometricky na pfistroji Hitachi 911
(Roche). U prvniho pacienta, ktery byl lééen pro diabetes mellitus 2. typu dietou a
peroralnimi antidiabetiky byla stanovena rozdilnd koncentrace glykovaného hemoglobinu,
kdy na pristroji DS-5 byla stanovena hodnota HbA;. 94-103 mmol/mol a na pfistroji Variant Il
Turbo 33 mmol/mol pfi stanovené glykémii v plazmé v rozmezi 6,1-7,5 mmol/L (viz Tabulka ¢.
24). U tohoto pacienta byla nasledné v séru prokazana pritomnost paraproteinu IgA-kappa o
koncentraci 4,8 g/L. U druhé pacientky s diabetem Iécenym konvencni inzulinoterapii byly na
obou pfistrojich opakované naméreny neadekvatné nizké hodnoty glykovaného hemoglobinu
(1-11 mmol/mol) neodpovidajici klinické situaci (viz Tabulka ¢. 24). U této pacientky byl v séru
prokazan paraprotein IgM-lambda o koncentraci 27 g/L. Chromatografické zaznamy obou

pacientd znazoriuje Graf ¢. 9.

Tabulka 24. Vysledky pfislusnych laboratornich vysetieni u pacientti 1 a 2

Pacient 1 Pacient 2
Koncentrace a typ MIG (g/L) lgA-kappa (4,8 g/L) IgM-lambda (27 g/L)
P-glukéza (mmol/L) 6,1-7,5 6,5-8,8
HbA1. DS-5 (mmol/mol) 94 -103 1
:_'nk:gl&\//?nr::)nt Il Turbo 33 1
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U dvou lécenych pacientll s diabetem mellitem 2.typu byla tedy prokazana diference
mezi klinickym stavem, hodnotami plazmatické glukézy a hodnotami glykovaného
hemoglobinu. PFi ovérovani a kontrole hodnot HbA. byl zjistén dalsi nesoulad mezi vysledky,
které byly naméfeny ve dvou klinickych laboratofich (OKB ON Trutnov a.s. a UKBD FN Hradec
Kralové). Obé zminéné laboratore se pfitom pravidelné a Uspésné ucastni kontrolnich cykla
v ramci programu EHK SEKK s dlouhodobou Uspésnosti 100 %. Analyzy HbA1. byly ve vSech
pfipadech provadény opakované a ziskané vysledky nebyly vyznamné rozdilné. V literature
jsou popisovany jen interference patologickych hemoglobin(, lipoperoxidaz, karbamylo-
vaného hemoglobinu u uremickych pacientd (99,100,101,102). Odstrafiovani téchto

interferenci je dosahovano zlepsenim predseparacnich krokd a separacnich postup.

Graf 9. Chromatografické zaznamy obou pacientt pfi vysetfeni glykovaného hemoglobinu
(OKB ON Trutnov a.s.)
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Pozn.:
V dobé laboratornich méreni bylo zastoupeni HbA;. vyjadrovdno v %, hodnoty v soucasné uzivanych S|
jednotkdch latkového mnoZstvi mmol/mol pro vysetreni HbA . jsou &iselné 10x vyssi
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Interference pri stanoveni rdznych analytd se mohou objevovat zcela ndhodné.
Jelikoz kazdy monoklonalni imunoglobulin je jedineény a ma jiné vlastnosti, neni moiné
vytvorfit systematicky prehled ocekavanych interferenci. Ktomu, abychom je odhalili, je
zapotiebi vénovat dostatek casu kazdé neocekavané hodnoté pfi stanoveni analytu, tj.
vysledku, ktery neodpovida klinickému stavu pacienta a tim potlacit riziko jeho pfipadného
ovlivnéni pritomnosti paraproteinu. Vtom pripadé je zapotrebi dostatecné vyuZit nastrojl
postanalytické faze (validace vysledku pfi Iékafské kontrole, kritické diference, autovalidace a
jiné). Je dulleZité uplatnit moZnosti pristrojové techniky, ktera ve vétsiné pripadd umoznuje
monitorovani pribéhu analytickych reakci a zobrazeni reakcénich krivek. V pripadé diference
vysledkl, vyskytu abnormalnich hodnot atd. je vhodné provést inspekci reakénich krivek,
pripadné chromatografickych zdznamd v pfipadé stanoveni glykovaného hemoglobinu.
KaZzdopadné je nutné vénovat dostatek pozornosti pfi vydavani vysledkd a vyuZivat vSech

moznosti modernich technologii.
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9. Doporuceni pro laboratorni diagnostiku a sledovani nemocnych

s MGUS a pro stratifikaci rizika prechodu v mnohocetny myelom

1. Nezbytnym, dlleZitym a stale Castéji vyuzivanym vySetfenim zUstdva elektroforéza
bilkovin séra i moce s imunofixaci. Ta by tak méla byt soucasti vysetreni v ordinacich
praktickych |ékar( i specializovanych poraden.

2. Po vylouceni jiného typu monoklonalni gamapatie musi byt pro stanoveni diagnozy
MGUS splnéna kritéria IMWG.

3. Na zakladé stanoveni typu monoklonalniho imunoglobulinu, jeho koncentrace a
poméru lehkych fetézcl by mélo byt uréeno riziko transformace (Mayo model) a na
jeho zakladé by méla byt uréena frekvence sledovani.

4. Frekvence sledovani v prvnim roce od prvni diagnostiky upresniuje dynamiku MGUS
napf. i odhali tranzientni paraproteinémii. Interval 1. kontroly od prvniho zachytu
MIG by mél byt v fadu 2-4 mésicd. Kontrolni vysetfeni od druhého roku sledovani
by pak méla byt v intervalech od 2-4 mésici do 12-18 mésicli a to v zavislosti na
mite rizika transformace. Z praktického hlediska by pak zfejmé optimalni dobou pro
pouziti pfi dalSim sledovani pacientd se stabilni kvantitou MIG v ramci klinické praxe
mohl byt ¢asovy interval 6 mésict az 1 roku dle stupné rizika.

5. DuleZité je dlouhodobé sledovani pacientd s MGUS, abychom véas rozpoznali
pripadny prechod do maligni monoklonalni gamapatie. Je nutné si uvédomit, Ze jde o

prekancerézu.
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10. Diskuse

Monoklonalni gamapatie jsou relativné Castym pfi vySetfeni elektroforézy bilkovin
v biochemické laboratofi. Vyskytem MGUS se zabyvala rada studii, nejvétsi z nich byla
populacni studie provedena pracovniky Mayo clinic na celkovém poctu 21.463 obyvatel. Ta
také prokazala rizikovost tohoto laboratorniho nalezu, kdyz potvrdila, Ze kazdému pripadu
mnohocetného myelomu, ktery se ve vySetfeném souboru nemocnych vyskytl, pfedchazela
pravé faze MGUS. MUj zajem o tuto problematiku vzbudila vyssi incidence malignich
lymfoproliferaci a zvlasté MM v nasSem regionu, ktera je patrna i z dostupnych dat Narodniho
onkologického registru (viz Obrazek ¢. 1 a Graf ¢. 1). Proto jsem se zaméfila v pribéhu
predchozich 10 let pravé na diagnostiku a sledovani pacientd s MGUS, ktefi byli zachyceni
laboratofi OKB oblastni nemocnice v Trutnové v rdmci rutinniho vysetreni.

Vramci mé nasledné analyzy byla zpracovana data celkem 555 pacientd s novou
monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu. Zakladnimi charakteristikami sledovaného
souboru byly vék pacienta pfi stanoveni diagndzy, jeho pohlavi a vstupni koncentrace MIG.
Soubor byl dale roz¢lenén na 2 skupiny a to na pacienty s MGUS bez progrese a pacienty s
progresi v maligni monoklonalni gamapatii. Z celkového souboru 555 pacientli bylo 425
pacientl starSich 60 let (76,6 %). Zakladni charakteristiky naseho souboru tak byly podobné
jako v plvodni sestavé z Mayo clinic (nasich 67,9 % MIG IgG oproti 69,7 % z Mayo clinic) i
v nejvétsi analyze ¢eskych dat z Registru monoklonalnich gamapatii CMG (4,5,34,42,103).

U 16,4 % (91 z555) sledovanych osob s MGUS doslo k transformaci do maligniho
onemocnéni. V8,3 % (46 z 555) z celkového poctu se jednalo o mnohocetny myelom.
Obecné se uvadi, ze riziko progrese MGUS v maligni monoklonalni gamapatii stoupa s délkou
sledovani (narlst incidence ze 16,5% pfi 10letém aZ na 26,5% pri 15letém sledovani).
Vysledky nejrozsahlejSich analyz souboru pacientli s MGUS jsou opakované publikovany
pracovniky Mayo clinic v ¢ele s prof. Kylem. Obdobné vysledky méla i rozsahlejsi analyza
pfipravenad MUDr. Sandeckou za Ceskou myelomovou skupinu, kterd zpracovala data 1887
pacientl z Registru monoklondlnich gamapatii. Ta zaznamenala ve své praci zamérené na
vytvoreni prognostického panelu u nové diagnostikovanych monoklondlnich gamapatii
transformaci do maligniho onemocnéni sice u nizSiho poctu sledovanych osob s MGUS,

konkrétné u 8,6 % (162/1887), pritom se ale v 6,6 % pripadd jednalo o MM (7).
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Nami zjisténa frekvence maligni transformace korelovala s vysledkem zjiSténym dr.
Sandeckou v rozsahlé studii CMG, tj. 1,6 % rocné, a je tak vyznamné vysSsi nez v pripadé
frekvence uvadéné ve studii z Mayo clinic, kde byla na drovni cca 1 % rocné. Tyto rozdilné
vysledky mohou byt ovlivnény mensi velikosti naseho souboru i souboru analyzovaného
Ceskou myelomovou skupinou. Nicméné pokud je nami prokdzané procento maligni
transformace u pacientd s MGUS z naSeho regionu shodné s jiz prokdazanym v ramci celé
Ceské republiky, pak musi vy$si vyskyt malignich lymfoproliferaci hlaenych v ramci
Narodniho onkologického registru v okresech Nachod a Trutnov souviset s vySSim vyskytem
monoklondlnich gamapatii celkové. O moZném dlvodu této skutecnosti je moiné jen
spekulovat, ale jisté se na ni musi podilet vlivy Zivotniho prostredi jakymi mohou byt napr.
zvySeny vyskyt radonu, vyssi spad popilku z uhelnych elektraren, prechod radioaktivniho
mraku pfi havarii atomové elektrarny v Cernobyl pfes lokalni Gzemi atd.

Jako vyznamny nedostatek nasi analyzy lze vnimat fakt, Ze u 273 pacientd s MGUS
nebyla vstupné vySetfena koncentrace FLC. Stanoveni kvantity FLC s jejich vzdjemného
pomeéru bylo zavedeno laboratofi OKB ON Trutnov v roce 2009. V nasledujicich letech byla
nutna jeho standardizace, ktera je pravidelné kontrolovana v ramci systému SEKK. Teprve
poté bylo mozné, aby se toto vySetieni stalo pravidelnou soucdsti diagnostického panelu u
nemocnych s MG na nasem pracovisti. Z tohoto dlivodu potom soubor MGUS v stratifika¢nim
systému dle Rajkumara zahrnuje méné pacientl nez soubor celkovy. | presto se i na naSem
souboru nemocnych podafilo potvrdit jeho pfinos pro sledovani nemocnych s MG. Proto se
domnivam, Ze je mozné nami ziskané vysledky povazovat za pfinosné a také vypovidajici o
postupném zlepSovani kvality prace vramci regionalni biochemické laboratore, kterd je
odpovédna za prvni zachyt a presnou diagnostiku pfitomného MIG.

V kazdém pripadé je podle mne velmi dlleZité, aby se na diagnostice a interpretaci
vysledkd u pacientll s MG podilel kromé odbornika z oboru klinickd biochemie i pfislusny
klinicky odbornik. Klinicko-biochemicka spoluprace je dalezita jak z hlediska diagnostiky, tak i
pfipadného vEasného zahdjeni 1é¢by pacientdl. Proto Ceskd spole¢nost klinické biochemie
nyni pfipravuje nové guidelines laboratorni diagnostiky monoklononalnich gamapatii, které
se tak stanou obdobou klinickych guidelines Ceské myelomové skupiny, které se jiz Fadu let
osvédcuji v kazdodenni klinické praxi. V zavéru disertacni prace jsem se pokusila o vlastni
navrh doporuceni pro zachyt a nasledné sledovani pacientd MGUS, ktery se stal i jednim

z podklad(i pro pfipravu vySe zminénych guidelines biochemické spole¢nosti. V¢asna a
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spravna identifikace zejména vysoce rizikovych pacientd s MGUS je totiz do budoucna

nezbytna, pokud se nam ma podafit snizit riziko jejich maligni transformace (8,26).
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11. Zavéry

Vramci disertacni prace jsem se snaZila popsat vysledky dosazené pfi sledovani
pacientll s MGUS béhem mého postgradualniho studia a doloZit tak splnéni vsech v Gvodu
stanovenych cilG:

1. Diagnosticky panel vyuzivany v rdmci nasi biochemické laboratore pro ucely diagnostiky a
sledovani nemocnych s monoklonalnimi gamapatiemi jsme od roku 2009 doplnili o
stanoveni volnych lehkych retézch v séru. PouZivame standardizovany a doporuceny
systém Freelite™ spolecnosti The Binding Site (Birmingham, Velkd Britanie), méreni FLC
provadime na pfistroji BN ProSpec (Siemens) pfi vyuziti imunonefelometrického principu
stanoveni.

2. V prlibéhu 10letého sledovani jsme shromazdili data celkem 555 nemocnych s MGUS,
které jsme nasledné podrobili rozsahlé analyze, jejiz vysledky jsou podrobné popsany
vramci vysledkové casti disertacni prace. Median véku sledovanych osob byl 69 let,
pricemzZ vékové rozpéti se pohybovalo od 24 do 96 let, zastoupeni muzd a Zen bylo témér
rovnomérné. Nejcastéji pozorovanym typem monoklonalniho imunoglobulinu byl typ IgG,
ktery byl zaznamenan v 67,9 % pripadld. Nejpocetnéjsi byla skupina nemocnych
s kvantitou MIG do 5 g/L, ktera tvofila 60,7 % pfipadd. U 16,4 % (91 z 555) sledovanych
osob s MGUS doslo v pribéhu sledovani k progresi do obrazu maligniho onemocnéni,
nejcastéji, celkem v 8,3 % (46 pacientll) se jednalo o MM. Celkové riziko maligni
transformace v nami sledovaném souboru dosahlo 1,6 % pripadd ro¢né. Nami zjisténa
frekvence maligni transformace odpovida vysledku zjisténému v ramci rozsahlé analyzy
Ceské myelomové skupiny. Vy3si vyskyt malignich lymfoproliferaci na Trutnovsku tak musi
byt zpUsoben vyssim celkovym vyskytem monoklondalnich gamapatii nejasného vyznamu
v nasem regionu. Vysledky podrobné analyzy jsou doloZeny fadou zajimavych kazuistik.

3. Na vlastnim souboru 273 nemocnych, u nichZ byla stanovena koncentrace FLC v séru
v ramci nasi laboratore jsme ovéfili platnost Mayo clinic prognostického modelu pro
nemocné s MGUS. Ve skupiné nizké-stredni riziko byl prokazan prechod do maligni MG u
17 % jedinct, ve skupiné vysoké-stfedni riziko se jednalo o 44 % a ve skupiné vysokého
rizika 0 50 % jedincl zarazenych v dané rizikové kategorii. Nejc¢astéji doslo k progresi do
obrazu mnohocetného myelomu a to celkem u 28 pacient( z 282, tj. u 10 z celkového

poctu pacientl, u nichZ byla stanovena kvantita FLC. | v této Casti disertacni prace jsem
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vyuzila k dokumentaci realné praxe nékolika pro tento ucel vhodnych kazuistik.

4. Na zakladé vysledkd dlouhodobého sledovani jsem se v zavéru disertacni prace pokusila o
formulaci doporuceni pro laboratorni diagnostiku a sledovani nemocnych s MGUS a pro
stratifikaci rizika prechodu v maligni MG, které se staly jednim z podklad( pro pfipravu

guidelines biochemické spolecnosti, které jsou pfilozeny v ramci publikacniho pfehledu.

Summary

| tried in my dissertation to describe the results achieved in the follow-up of MGUS
patients during my postgraduate studies and to demonstrate the fulfillment of all the
objectives set at the beginning:

1. Since 2009 the diagnostic panel used in our biochemical laboratory for the purpose of
diagnosis and monitoring of patients with the monoclonal gammopathies has been
supplemented with the determination of free light chains in serum. We use the
standardized and recommended FreeLite™ system from The Binding Site (Birmingham,
UK), and perform FLC measurements on a BN ProSpec (Siemens) using the
immunonephelometric assay principle.

2. During the 10-year follow-up, we collected data from a total of 555 MGUS patients, who
were then subjected to extensive analysis, the results of which are described in detail in
the results of the dissertation. The median age of the monitored subjects was 69 years,
with the age range ranging from 24 to 96 years, the representation of men and women
was almost even. The most commonly observed type of monoclonal immunoglobulin was
the IgG type, which was reported in 67.9% of cases. The most frequent group was
patients with MIG up to 5 g/L, which represented 60.7% of cases. 16.4% (91/555) of
MGUS subjects progressed to malignancy during follow-up, most frequently, in 8.3% (46
patients) they were MM. The overall risk of malignant transformation in the sample
under review reached 1.6% of cases per year. The frequency of malignant transformation
we found corresponds to the result of extensive analysis of the Czech myeloma group.
The higher incidence of malignant lymphoproliferations in the Trutnov region must be
due to a higher overall incidence of monoclonal gammopathies of undetermined
significance in our region. The results of detailed analysis are supported by a number of

interesting case reports.
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3. We verified the validity of the Mayo clinic prognostic model for patients with MGUS in
our own group of 273 patients with serum FLC in our laboratory. In the low-moderate risk
group, a transition to malignant MG was demonstrated in 17% of the subjects, in the
high-moderate risk group it was 44% and in the high-risk group 50% of subjects in the
given risk category. Most frequently, progression to multiple myeloma occurred in 28
patients out of 282, i.e. 10% of the total number of patients who had FLC. Also in this part
of the dissertation | used several case reports suitable for the documentation of the real
practice.

4. Based on the results of long-term follow-up | tried to formulate recommendations for
laboratory diagnostics and monitoring of patients with MGUS and for stratification of risk
of transition to malignant MG, which have become one of the basis for the preparation of

guidelines of the biochemical society, which are included in the publication review.
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14. Prehled pouzitych zkratek a symbolt

B2M beta2-mikroglobulin

Ca calcium — vapnik

CB celkova bilkovina

CD cluster of differentiation = diferencia¢ni znak

CE kapilarni elektroforéza

Cl chloridy

c-MIG koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu

CMG Ceska myelomova skupina

CRAB pfiznaky mnohocetného myelomu (hypercalcemia, anemia, renal disease,

bone disease)

CRP C-reaktivni protein

CcT pocitacova tomografie

DS Durieho-SalmonQv staZovaci systém

EBV virus Ebstein-Baarové

EHK externi hodnoceni kvality

FISH fluorescencéni hybridizace in situ

FLC volné lehké retézce

FLCr pomér volnych lehkych retézcl

GEP Gene Expression Profiling - genovy expresni profil
GF glomerularni filtrace

Hb hemoglobin

HbA 1. glykovany hemoglobin

HLC Heavy/Light Chain - par lehkych/tézkych fetézc
IF imunofixace

Ig imunoglobulin

IgH tézké Zetézce imunoglobulin(

IMWG International Myeloma Working Group

ISS International Staging System = mezinarodni staZovaci systém
KD kostni dren

KO krevni obraz

103



LDH laktatdehydrogenaza

MG monoklonalni gamapatie

MGUS monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
MIBI methoxy-isobutyl-isonitrile

MIG monoklonalni imunoglobulin

MM mnohocetny myelom

MRI magneticka rezonance

Na natrium-sodik

OKB oddéleni klinické biochemie

ON oblastni nemocnice

PAD peroralni antidiabetika

PD Progressive Disease = progresivni choroba
PET/CT pozitronova emisni tomografie / CT

PKB periferni kmenové buriky

PPN paraproteinemicka neuropatie

RMG Registr monoklonalnich gamapatii

ROTI related organ or tissue impairment = souvisejici orgdnové a tkarnové poskozeni
SEKK systém externi kontroly kvality

SMM smoldering multiple myeloma

UKBD ustav klinické biochemie a diagnostiky

VLR volné lehké Fetézce
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Doporuéeni Ceské spoleénosti klinické biochemie a Ceské
myelomové skupiny k laboratorni diagnostice monoklonalnich

gamapatii

Vavrova J., Kusnierova P., Maisnar V., Solcova L.

Uvod

Dokument je pfirozenym dusledkem i soucésti celo-
svétoveho Usill o harmonizaci a sméfovani laboratomi
mediciny k precizni medicing [1-4]. Mohl by byt efektiv-
nim nastrojem k diagnostice, pfi¢emz diagnostika sama
pfesahuje hranice tohoto doporueni aneni mozng
obé véci zaménovat navzajem. Doporuceni si neklade
za cil fesit klinické indikace dané doporucenimi odbor-
nych spole¢nosti pribézné aktualizovanymi na mezina-
rodni Urovni [5], nybrz chce plispét ke srovnatelnému
pfistupu analytického i postanalytického laboratorniho
vySetfeni parametrl laboratorni diagnostiky monoklonal-
nich gamapatii. Laboratorni pracovnici poskytuji rutinné
zakladni a mnohdy zasadni informace o podezieni na
piftormnost monoklondliniho gradientu, jeho prikazu,
typizaci a nasledné kvantifikaci. Tato vySetfeni jsou pro
dalsi 1écbu pacienta mnohdy kliGova a v&asnost lé¢by
také zavisi na pozadovani vysetfeni praktickymi lékafi,
¢i oblastnimi specialisty. Popis a interpretace laborator-
nich vysledkd by mély byt mezilaboratomné srovnatelné
a poskytnout klinickému lékafi jasné informace, potreb-
né jak pro presnou diagnostiku, tak odpovidajici l&cbu
jeho pacientt. Vysledkové listy musi obsahovat informa-
ce umoziujici posouzeni dat podle klinickych kritérii.

Za zdakladni klinicko-biochemické vySetfeni je
povazovano stanoveni koncentrace celkove bilkoviny,
elektroforéza frakci sérowych proteind a k uréeni imu-
noglobulinové tfidy a antigenniho typu lehkych fetézct
paraproteint pak imunofixacni elektroforéza. Své misto
v algoritmu laboratornich metod pouzivanych u mono-
klonalnich gamapatii zaujima také stanoveni koncentra-
ce volnych lehkych fetézcll (nesekretoricky myelom, AL
amyloiddza, onemocnéni z lehkych fetézcd). Z fady pro-
gnostickych faktort byla vybréna kombinace p2-mikro-
globulinu a albuminu, v paleté laboratornich vy3etieni je
tfeba myslet také na doplAujici stanoveni viskozity séra
a prikaz kryoglobulind [6, 7].

Nomenklatura

¢ Monoklonalni komponenta v sérovém elektrofore-
tickém profilu je kvalitativné popisovana synonymy
~monoklonalni imunoglobulin®, ,monoklonalni gradi-
ent” nebo ,paraprotein®.

e Termin monoklondlni volné lehké fetézce je prefero-
van pfed nazvem ,Bence Jonesova bilkovina®, odka-
zuje-li na monoklonalni volné lehkeé retézce v séru.

e Monoklonalni komponenta v moéi je oznacovana
obecné jako ,Bence Jonesova bilkovina®, ,parapro-

tein“ nebo jako ,monoklonalni volné lehké fetézce
v modi.

e Qligoklonalni profil nalezu odkazuje na dvé nebo vice
linil v gama frakci imunofixacni elektroforézy séro-
vych proteind; rozlideni monoklonélnich a polyklo-
nélnich pas se v rutinni diagnostice neprovadi.

Pozadovana laboratorni vySetfeni
souvisejici s diagnostikou a sledovanim
monoklonalnich gamapatii [5]

1. Laboratorni vysSetieni, ktera by mél provést
obvodni (prakticky) lékaF u nemocnych s pode-
zienim na mnohocetny myelom

Hematologie:

e Sedimentace erytrocytd. Velmi vysoka sedimentace
u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem souvisi
s pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu.

e Kompletni krevni obraz. Mnoho&etny myelom
mohou provazet jak anémie, tak pfipadné trombo-
cytopenie, ale i neutropenie.

Klinicka biochemie:

e Celkova bilkovina a albumin v séru.

e Urea, kreatinin, elektrolyty vcetné kalcia v séru.

e [lekiroforéza bilkovin séra (detekuje monoklonalni
imunoglobulin ve vyssich koncentracich, spolehlivé
nad 5 g/L).

e Kvantitativni vySetfeni imunoglobulind v séru (izolo-
vané zwyseni jednoho typu imunoglobulinu se sou-
¢asnym snizenim jednoho nebo v3ech ostatnich
typl daldich se oznaduje jako imunoparéza aje
Castym nalezem pfi diagndze mnohocetného mye-
lomu).

e Vydetfeni pfitomnosti lehkych Fetézcl v modi (Ben-
ce-Jonesova bilkovina).

Pokud jsou pfitomny pfiznaky a nékteré z vysetieni
budi podezieni na mnohocetny myelom, musi byt tako-
vy pacient ihned odeslan na specializované pracovisté
s moznosti toto podezieni konfirmovat.

2. Rozsah vysetfeni provadénych ve specializo-

vanych centrech s cilem potvrdit mnohoéetny

myelom, stanovit klinické stadium nemoci a jeji

progndzu

Zakladni biochemicka vy3etreni:

e Urea, kreatinin, kyselina moc&ova, Ca, ionizované
Ca, Na, K, Cl, P, bilirubin, ALT, AST, ALP, glykémie,
CRP a LDH.
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e Koncentrace celkové bilkoviny a albuminu v séru.
e Kvantitativni proteinurie ze sbéru moci za 24 hodin.
e Vy3etfeni glomerularni filirace.

Specialni vysetreni bilkovin:

e Elektroforéza séra a zahusténe modi.

e Typizace paraproteinu imunofixaci (IFE) v séru
I v moci. Vysetfeni je nutno provést vZdy i u pacien-
10, u nichZ je podezieni na tuto chorobu a elektrofo-
réza je negativni.

e Kvantitativni denzitometrické stanoveni monoklo-
nalniho imunoglobulinu.

e Kvantitativni denzitometrické stanoveni lehkych
fetézcl v modi bud v ndhodném vzorku moéi se
vztazenim ke koncentraci kreatininu v tomto vzorku,
nebo mérene ve vzorku moci ze sbéru za 24 hodin.

e Kvantitativni stanoveni polyklonalnich (neizotypic-
kych) imunoglobuling.

e Volné lehké fetézce v séru véetné stanoveni indexu
K/A.

e Stanoveni koncentrace B2-mikroglobulinu v séru.

Metodické pfistupy k laboratornim
vySetfenim souvisejici s diagnostikou
a sledovanim monoklonalnich gamapatii

Metody stanoveni zakladnich rutinnich laboratornich
vySetieni jsou v laboratorich pouzivany frekventné a jsou
povinné v kazdé laboratofi zgjistény dlouhodobym sle-
dovanim v systémech vnitini kontroly kvality i v ramci
externiho hodnoceni kvality danych analytdl. V souvislos-
ti s mezinarodnim Usilim o standardizaci v oblasti mono-
klonalnich gamapatii je proto zde diskutovana pouze
otazka metody stanoveni albuminu v séru [8].

Stanoveni koncentrace albuminu v séru
- doporuéena metoda s bromkrezolovym
purpurem

Soucasna situace v harmonizaci postupti pro méreni
koncentrace albuminu v séru a jeji dopad pro |ékarska
rozhodovani prokazuji vyznamné rozdily mezi imuno-
chemickymi, BCG (bromcresol green) a BCP (bromcre-
sol purple) metodami. Ze spektra rutinné nabizenych
BCP postupy. Ma-li byt dosazeno harmonizace, pak
doporuceni a vypocty pro klinicka hodnoceni funkce
ledvin a dalSich nemoci musi zvazit volbu a pouzivani
metody pro méreni albuminu [8, 9].

Detekéni systém pro elektroforézu
proteinu

e Elektromigracéni metody déleni frakci proteind
v usporadani na agardzovém gelu a v usporadani
kapilami zénové elektroforézy (CZE) jsou srovnatel-
né a jsou vhodnymi postupy pro elektroforézu pro-
tein( v séru.

e Frakce sérovych proteint se kvantifikuji na gelu den-
zitometricky nebo skenovanim, u CZE je detekénim
mistem prichod frakce proteind detekénim okén-
kem, kde dochézi ke snimani fotometrického sig-
nalu, pro kvantifikaci se zaznamenava plocha pod
kfivkou. Kvantitativné se hodnoty uvadi v g/L.

e Elekiroforeticky systém musi mit vysoké rozliseni, aby
byl schopen detekovat malé monoklonalni pasy (nebo
monoklondlni imunoglobuliny o nizké koncentraci),
které mohou migrovat s ostatnimi proteiny v oblasti
frakce beta nebo pfipadné i ve frakci alfa. Doporucu-
je se pouzivani diagnostik délicich sérové proteiny na
frakce albumin, alfa 1, alfa 2, beta 1, beta 2 a gama.

e Pro elektroforézu proteint neni doporucovana elek-
troforéza na acetatu celuldzy vzhledem k nizkému
rozliseni.

e |ékafi by méli pozadovat sledovani koncentrace
paraproteinu u jednotlivych pacientll vzdy stejnou
metodou, pfic¢emz vyhodou je dlouhodobé vyuzi-
vani sluzeb stejné laboratore disponujici dlouhodo-
bou databazi wsledkd s kumulativnim laboratornim
nalezem téhoz pacienta.

e \zorky vyzadujici typizaci IFE by mély byt pfedany
k dovySetreni do referenc¢ni laboratore, pokud labo-
ratof metodu IFE sama neprovadi, nebo neprovadi-
li ji v pIném rozsahu s antiséry 1gG, IgA, IgM, IgD,
IgE, kappa a lambda.

e

Mozné pficiny fale3né negativniho
vysledku elektroforézy [6]

e Paraprotein tvofi komplexy s ostatnimi bilkovinami
plazmy, coz méni pohyblivost v elektrickém poli
nebo maskuje pritomnost PP.

e Elektroforsticky obraz mize byt modifikovan pii-
tomnosti monomert, dimert nebo polymert IgM,
polymert IgA nebo agregatd IgG.

e Bilkoviny mohou simulovat pfitomnost M protei-
nu, jako tzv. pseudoparaproteiny (fibrinogen, CRP,
lyzozym, komplex hemoglobinu s haptoglobinem,
migracni artefakty apod.), proto spolehlivy prikaz
monoklonalnich Ig v séru anebo v moci poskytuje
az imunofixace.

e FElektroforeticka analyza paraprotein( v jinych téles-
nych tekutinach nez v séru obvykle vyzaduje Upravu
analyzovaného materialu. Nejcastéji se jedna o ana-
lyzu bilkovin modi. Mo¢ se pro elektroforetickou ana-
lyzu shira 24 hod, vhodna je jeji konzervace azidem
sodnym (2 mg/L) proti ristu bakterii, nebo mdize byt
pouzit k analyze druhy ranni vzorek moci. Stanovi se
koncentrace bilkoviny a kreatininu, podle potreby se
provede zahusténi, pfipadné nafedéni modi.

Kvantitativni hodnoceni frakci
elektroforézy proteinti v séru (SPE)

e Kvantitativni hodnoceni frakci SPE se vyjadfuje jako
podil frakce z celku a pri znalosti koncentrace celko-
vé bilkoviny v séru stanovené rutinni biochemickou
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metodou se prepocitava na hmotnostni zastoupeni
této frakce v g/L.
SPE aCZE mohou davat v disledku odligného
detekéniho systému rozdilné vysledky pfi vysokych
koncentracich imunoglobulint. Obecné je detekéni
systém CZE povazovan za citlivéjsi a nezavisly na
interakcich protein - gel — barvivo.
Pf hodnoceni SPE je potfebné kvantitativné vyhod-
notit:
o Koncentraci celkového proteinu (rutinni analytic-
kou metodou v g/L).
Hodnotu albuminu z elektroforetického zéznamu:
m jako podil z jedné, pfipadné jako procentualni
zastoupeni z celku vsech rozdélenych frakci,
m jako hmotnostni koncentraci albuminu v g/
L (podil frakce albuminu z celku se nasobi
namérenou koncentraci celkové bilkoviny.
Hodnotu frakce gama-globulint (zastoupe-
ni z celku, nebo hmotnostni zastoupeni frakce
gama-globulind; hodnoti se stejné jako albumin
jako podil z celku, nebo hmotnostné prenasobe-
nim podilu z jedné hodnotou namérené koncen-
trace celkové bilkoviny v g/L).
V pfipadé nalezu pozitivity paraproteinu(t) se
hodnoti hmotnostni zastoupeni PP opét pfepod-
tem zastoupeni PP z celkové bilkoviny v g/L.

a

Kvantitativni hodnoceni paraproteinu
odecétem ze SPE

Paraproteiny v oblasti gama se kvantifikuji z profilu
frakcl sérowych proteind, kvantitativng se hodnoty
uvadi v g/L a zaokrouhluji se na jedno desetinné
misto.
Paraproteiny viditelné na SPE nebo CZE o kvan-
tité do 1 g/L nemohou byt spolehlivé kvantifi-
kovany, pokud jsou obklopeny polyklondlnim
gamaglobulinovym pozadim, a mély by byt proto
vykazovany jako ,<1 g/L“ nebo ,stopa“ s event.
komentafem, Ze ,maly pas nem(Ze byt spolehlivé
kvantifikovan.

Kromé stanoveni celkového proteinu v modi se

doporucuje, aby laboratof poskytovala také infor-

maci, zda se jedna o glomerulamni a/nebo tubularmi

proteinurii, a poznamku, zda je BJP detekovan &i

nikoliv.

Koncentraci BJP je vhodné vyjadiovat ve vztahu

ke koncentraci kreatininu v moé&i - BJP / kreatinin

v mg/mmol (= g/mol).

0 Predpokladem pro uvedeny postup je soucas-
né stanoveni hodnoty kreatininu v mod&i, hod-
nota koncentrace PP v moci v mg/L je vydé-
lena hodnotou koncentrace kreatininu v moci
v mmol/L.

koncentrace celkové bilkoviny rutinné pouziva-
nou fotometrickou metodou. Postupem UPE
a IFE je typizovan PP a kvantifikovan jako podil
koncentrace celkové bilkoviny ve vzorku modi
sbirane 24 hodin.
Kvantifikace paraproteind pomoci SPE aimuno-
chemickych metod neposkytuje vzdy srovnatelny
vysledek. Metody imunonefelometrie (INA)/imu-
noturbidimetrie (ITA) méfi jak monoklonalni, tak
polyklonalni imunoglobuliny, zatimco hodnoceni PP
z elektroforeogramu je pro paraprotein specifictéjsi.
Kvantifikace imunoglobulint pomoci INA/ ITA miZe
poskytnout vysledky odligné od SPE, coZ miiZe byt
zplsobeno vlastnostmi monoklonélnich proteind
nebo pfitomnosti jinych polyklonalnich imunoglobu-
lind stejné tfidy jako paraprotein.
INA nadhodnocuje IgM pfi vy3sich koncentracich,
pravdépodobné diky pentamerni strukture IgM, l1gG
a IgA mohou byt také metodami INA a ITA nadhod-
nocovany.
Nejwrazngjsi dasledky nelinearity se vyskytuji pri
velmi vysokych koncentracich paraproteinu, kde
sérové fedéni vzorkll mize mit za nasledek vyssi
hladiny nez koncentrace globulinu.

Typizace paraproteind

IFE nebo imunosubtrakce jsou nezbytnymi postupy
pro typizaci vdech novych past v profilu sérovych
proteind a pro potvrzeni jejich monoklonality.
VysSetfeni IFE je nutné Kk potvrzeni absence dfive
prokézaného paraproteinu - ,kompletni remise”.
Vysetreni IFE neni nezbytné pfi kazdém nasleduii-
cim odbéru, pokud neni viditelny now pas v SPE
nebo pokud neni vyslovné pozadovano IFE.

U malych paraproteinti v non-gama oblasti nebo
v polyklondlnim pozadi je tieba provadét prikaz
pfitomnosti paraproteinu metodou IFE pii kazdém
odbéru.

Pokud je paraprotein detekovan v séru pouze imu-
nofixaci, je tfeba to uvést v komentafi.

Pokud je paraprotein detekovan v modi pouze imu-
nofixaci, je tfeba uvést hodnoceni kvalitativni poziti-
vity, pripadné komentar, Ze je viditelny pouze imu-
nofixaci.

Problematické vzorky vyZadujici upfesnéni identifi-
kace malych proteinovych past v UPE je tfeba pre-
dat do referencni laboratofe pro IEF, pokud labora-
tof tuto metodu neprovadi.

V pfipadé polymerizace nékterych monoklonalnich
proteind je vysledkem ,monoklondlni® frakce ve
véech drahach imunofixaéni analyzy. V tomto pri-
padé je tfeba opakovat analyzu po inkubaci vzorku
s 2-merkaptoetanolem, pfipadné s jinym redukenim

o Pro porovnatelnost vysledk( v databdzi cent- ¢inidlem (napf. dithiotreitolem). Postup s pfidav-
ralniho registru pacientd s MM je pozadovano kem roztoku fluidilu neni v téchto pripadech 100%
vydavani vysledkt koncentrace PP v modi v jed- Uspésny [11].
notkach mg/24 hod. Podminkou pro uvedené @ Inkubace s ME, pfipadné fluidilem se pouZiva takeé
zadani je spravny sbér modi v obdobi 24 hod k Fedéni viskoznich vzork(i nebo vzork, které vyka-
podle instrukei laboratofe. V moéi je stanovena zuji kryogenni viastnosti.
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Kryoproteiny

Kryoproteiny jsou sérové proteiny, které precipitu-
ji pfi teplotach nizsich nez 37 °C a pfi zahfati se opét
rozpoustéji. Kryoprecipitace je jev velmi variabilni. Kry-
oprecipitacni vlastnosti mohou mit monoklonalni imu-
noglobuliny, polyklondini imunoglobuliny nebo miZe jit
o smigenou kryoglobulinemii (mixed cryoglobulinemia)
obou téchto slozek. Rozeznavaji se dva typy kryoprotei-
nd, a to kryoglobuliny a kryofibrinogeny. Kryoglobuliny
jsou imunoglobuliny, které precipituji v séru i v plazmé.
Kryofibrinogeny precipituji jenom v plazmé a jsou tvo-
feny komplexy fibrinogen-fibrin. Kryoglobuliny se déli
podle komponent tvoficich kryoprecipitat na tfi typy:

e Kryoglobuliny typu |jsou tvofeny monoklonalnim
imunoglobulinem (paraproteinem), precipituji obvyk-
le jiz do 24 hodin v lednice pii 2-8 °C, byvaji pro-
vazeny hyperviskozitou a jejich koncentrace byva
vyssinez 5 g/l.

e Kryoglobuliny typu Il jsou tvofeny monoklonalni
komponentou, obvykle paraproteinem IgM s proti-
latkovou aktivitou proti polyklonalnim imunoglobu-
linGm, obwykle proti IgG. Precipituji vé&tsinou do 24
hodin pfi 2-8 °C a jejich koncentrace byva nizsi nez
utypu |l (= 1g/L).

o Kryoglobuliny typu Il jsou tvofeny polyklonalni-
mi imunoglobuliny, k jejich precipitaci je zapotfebi
nékolika dni pfi 2-8 °C a jejich koncentrace byva
nizka (< 1g/L).

Je-li v séru prokazan kryoglobulin, mél by byt vzorek
séra urceny pro elekiroforézu a imunofixaci predehiivan
na 37 °C. Toto opatieni nevyzaduje CZE, ktera probi-
ha pfi 35 °C. Vzorek séra s kryoglobulinem je vhodné
pro tyto analyzy oSetfit inkubaci s2-merkaptoetanolem.
V fadé postupt je v soucasnosti k inkubaci doporuco-
van uzivatelsky pfijemnéjsi roztok fluidilu, nicméné pri
inkubaci vzorkd s kryogennimi vlastnostmi neni tento
postup 100% Uspé&dny [11]. Kryoglobulin miZe byt
falesné pozitivni u nemocnych s antikoagulaéni terapii,
ale jeho koncentrace je nizka (kolem 1-2 g/L). U mono-
klonalnich kryoglobulint byva prakticky vzdy vySsi nez
5g/L[10].

Hyperviskézni séra

U pacientdl s monoklonélnimi gamapatiemi je sta-
noveni viskozity séra indikovano pfi vysoké koncentraci
paraproteinu, a to u IgM nad 40 g/L a u IgG nad 60 g/L.
Toto stanoveni je nutné také u pacientt s klinickymi pfi-
znaky hyperviskézniho syndromu (oronazalni krvaceni,
nevysvétlitelné méstnaveé srdedni selhavani, poruchy vizu
a dalsi neurologicka symptomatologie). Hyperviskozita je
nejCastéji pozorovana u Waldenstromovy makroglobuli-
nemie ve spojeni s vysokou koncentraci monoklonalniho
IgM (az v 33 % pozorovani). V. mnohem mensi frekvenci
je hyperviskozita spojena s vysokou koncentraci mono-
klonalnich 1gG a lgA. Pomér mezi hodnotami sérové
viskozity a koncentraci paraproteinu IgM je nelinearni
a zavisi na molekulamich charakteristikach a na stupni
agregace paraproteinu [6].

Volné lehké retézce

Denni produkce volnych polyklonalnich lehkych
fetézcll imunoglobulind u zdravych jedinct je asi 500
mg. Tyto lehké fetézce jsou vyluCovany glomeruly
a prakticky kompletné absorbovany v proximalnich
tubulech, takze denné je vylu€ovano modi asi 1-10
mg volnych lehkych fetézcl. Zvydené hodnoty polyklo-
nalnich volnych lehkych fetézch mohou byt spojeny
s autoimunitnimi - onemocnénimi. Zvysené hodnoty
monaoklonéalnich volnych lehkych Fetézcl a jejich indexu
K/A (kappa/lambda) jsou spojovany s maligni proliferaci
plazmatickych bunék, AL amyloidézou a nemoci z leh-
kych fetézcl.

U nemocnych s MM s paraproteinem tvorenym
volnymi lehkymi monoklonalnimi fetézci, u AL amyloi-
dézy azejména u pacientl s obtizné diagnostikova-
telnym nesekretorickym myelomem se jevi sledovani
FLC v séru vwhodné. Ve vétsing tuzemskych laboratofi
pouzivana metoda pouziva protilatku zaméfenou na
vnitini epitop lehkého fetézce, a tak odli&i volné lehké
fetézce od vazanych.

Molekuly volnych lehkych Fetézcl jsou obvykle
monomery a dimery, ¢asto se vdak mohou vyskytovat
také polymerni formy. Tyto pak pfi imunoprecipitacnich
testech zplsobuiji urychleni tvorby agregatl vedou-
ci knadhodnoceni koncentraci antigenu. Naopak
elektroforetické analyzy mohou podceriovat koncen-
trace polymerizovanych monoklonalnich volnych leh-
kych fetézcd, disledkem toho muZe polymeraci dojit
k rozostrfeni monoklonalnich linii na gelech. Kombina-
ce téchto faktor(l zpUsobuje, Ze u nékterych pacientd
dochézi k nesouladu mezi prikazem na ELFO a kvan-
titativnim mérenim.

e Méreni volnych lehkych fetézcl imunoglobuling
(FLC) v séru se v diagnostice a lé¢bé pacientt s MM
stalo praktickou moznosti dostupného, mezilabora-
torné porovnatelného stanoveni, u néhoz hodnota
FLC pfedstavuje nékteré vwhody oproti tradiénimu
elektroforetickému hodnoceni, kde se nepfiznivé
odrazi nizsi citlivost a subjektivni hodnoceni pritom-
nosti volnych lehkych fetézcl. Testy FLC jsou citlivé
k identifikaci abnormalni produkce FLC a jsou tedy
velmi dlleZitym indikdtorem zévaZzného rendlniho
postizen.

e Prestoze FLC je citlivéjsi metodou pro diagnostiku
onemocnéni ve srovnani s UPEP [12], pro scree-
ning je i nadéle metodou dostupné volby UPEP [5].

e Monitorovani a hodnoceni pacientd méfenim FLC
v séru by mély zajisfovat minimalné laboratofe pfi
hematoonkologickych centrech.

B2-mikroglobulin

Stanoveni koncentrace B2-mikroglobulinu (B2M) je
dllezitym prognostickym faktorem u pacientl s MM.
Koncentrace B2M v séru i v modi je zavisla na funkci
ledvin. ProtoZze snizena glomerulami filtrace zvy3uje
hodnoty B2M v séru a poskozeni tubull naopak snizu-
je jeho hodnoty v séru, musi byt hodnoty B2M posu-
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zovany ve vztahu k funkci ledvin. Hodnoty B2M spolu
s koncentraci albuminu v séru jsou vyuzivany v mezi-
narodnim stazovacim systému (ISS) doporu¢eném
International Myeloma Working Group [5,7].

Seznham zkratek

Tabulka 9.

Obecné interpretaéni komentare: vzorky
s paraproteinem a/nebc malym abnormalnim
pasmem

Tabulka 10. Certifikace cyklu GP v systému SEKK EHK
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Prilohy:

Tabulka 1. Inicialni vysetfeni u pacienta s mnohocetnym myelomem

Biochemické testy v diagnostice monoklonalnich gamapatii

Screeningoveé — lékaf prvniho kontaktu Elektroforéza séra a moéi

Potvrzeni diagnézy Volné lehkeé fetézce v séru, Imunofixace

Zjisténi velikosti myelomové masy, prognéza Ca, albumin, B2-mikroglobulin

Zjisténi poskozeni tkani a organd myelomem Kreatinin, Ca, ALT, AST, ALP, LD, CRP

Tabulka 2. Srovnani kritérii MGUS, asymptomatického a symptomatického mnohocetného myelomu [5].

MGUS Doutnajici myelom Mnohocéetny myelom

Koncentrace monoklonalniho Koncentrace monoklonalniho Pritomen monoklonalni imunoglobulin

imunoglobulinuv séru < 30 g/L imunoglobulinuv séru = 30 g/L v séru a/nebo v moci + znamky
a/nebo pocet klondlnich plazmocytt poskozeni organt pfi zékladni diagndze
v kostni dfeni = 10 %

Tabulka 3. Mezinarodni prognosticky index (ISS a R-1S3) pro mnoho&etny myelom [5, 7].

Klinické stadium | f2-mikroglobulin (mg/L) | Abumin (g/L) | Posledni revize (R-ISS)
s ISS stadium | a standardné rizikova cytogenetika pii
I SHAEERne = vySetfeni iFISH a normalni koncentrace LDH
< 3,5 a sou¢asné <35
I Nejsou spinéna kritéria R-1SS | ani Il
nebo35-55
I 55 ISS stadium Ill a sou¢asné vysoce rizikove cytogenet-
o d ické zmény pfi vySetfeni iFISH nebo zvydené LDH

Tabulka 4. Klasifikace monoklonalnich gamapatii neuréeného vyznamu [5].

Riziko podminky

Nizkeé MIG < 15 g/L, typ 1gG, pomér FLC (K/L) v normé
Ve skupiné nizkého rizika je pouze 5% riziko pfechodu do obrazu maligni monoklonalni gamapatie
do 20 let od stanoveni diagnozy MGUS

Nizke-stredni 1 podminka nesplnéna
Vysoke-stredni 2 podminky nesplnény
Vysoke Nesplnéna Zadna podminka

V této skupiné je az 58% riziko pfechodu pfechodu do obrazu maligni monokionalni gamapatie
do 20 let od stanoveni diagnozy MGUS

Tabulka 5. Kritéria hodnoceni klinické odpovédi pro mnohocetny myelom (MM) v kontextu s obvyklym laboratornim algorit-
mem prikazu a kvantifikace paraproteinu.

Kategorie Zkratka | Kritérium Pozn.

Kompletni remise CR IFE negativni v séru i v modi IFE vySetfit, neni-li
PP viditelny v SPE

Velmi dobra VGPR PP prokazan IFE, ale nezretelny v SPE a v UPE Nezaménovat

parcialni remise Nebo s oligoklonalitou

>90% snizeni koncentrace PP v séru a PP v modi < 100 mg/24 had

Parcialni remise PR >50 % pokles plvodni koncentrace PP v séru a =290 % pokles
ptivodni koncentrace PP v moci nebo PP v modi < 200 mg
za 24 hodin a 250 % zmenseni velikosti event. plazmocytomu

Minimalni remise MR 25-49% pokles plvodni koncentrace PP v séru a 50-89% pokles
plvodni koncentrace PP v moéi a 25-49% zmeng&eni velikosti
event. plazmocytomu

Progrese PD Vice jak 25% zvy3eni koncentrace PP v séru (zména minimalné
onemocnéni o=25g/l)
nebo

vice jak 26% zvySeni koncentrace PP v moéi (zména minimalné
o > 200 mg/24 hod)

Stabilni onemocnéni | SD Nedosazeni kritérii CR, VGPR, PR, MR nebo PD

SPE, elektroforéza sérového proteinu; UPE, elekiroforéza proteind v modi; IFE, imunofixaéni elektroforéza; FLC, volné lehké fetézce; PP,
paraprotein
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Tabulka 6. Obecna interpretaéni doporuc¢eni: viechny vzorky

Nalez

Komentar

Normalni nalez

Paraprotein neprokazan

Normalni nalez (klinicky kontext naznacuje podezreni na
dyskrazii plazmatickych bunék)

Paraprotein neprokazan. Doporucujeme elekiroforézu
proteind v modi, imunofixaci a/nebo FLC v séru

SniZzena frakce alfa-1 globulind

Snizené alfa-1 globuliny. Pokud je to klinicky indikovano,
navrhnéte kvantifikaci alfa-1 antitrypsinu a genotypizaci/
fenotypizaci

Snizeny aloumin a zvysend frakce alfa-2 a beta globulind

Nalez sv&d&i pro nefroticky syndrom

Zvysena frakce alfa-1 a alfa-2 a/nebo gamaglobulind

Nalez sveddi pro akutni zanétlivy proces

Zvysena frakce beta-1 globulinl (paraprotein vyloucen
provedenim IFE)

Paraprotein neprokazan. Pokud je to indikovano,
doporuc¢ujeme podrobné vySetfeni metabolismu zeleza

Polyklonalni hypergamaglobulinémie

Polyklonalni hypergamaglobulinémie

Polyklonalni hypergamaglobulinémie a zvy$eno zastoupeni
proteint akutni faze

Nalez sv&d&i pro chronicky zanétlivy proces

Beta-gama pfemosténi

Beta-gama pfemosténi pritomno kvdli zvySenému IgA
nebo nékdy IgM. Pri€iny mohou zahmovat cirhdzu,
slizniéni nebo kozni zanét. Doporucujeme IFE.

Hypogamaglobulinémie (prvni zachyt)

Hypogamaglobulinémie. Doporu¢ujeme IFE séra

a elektroforézu proteind v moci, véetné imunaofixace
(nebo vysetieni sérowych volnych lehkych fetézc),
spolu s kvantifikaci celkovych sérovych imunoglobuling
(pokud jesté nebyly vySetfeny)

Hypogamaglobulinémie (opakovany nalez)

Hypogamaglobulinémie pfitomna

Anomalni gradient v SPE, negativni IFE

Pravdépodobné pfitomny fibrinogen.

V pfipadé podezieni na pfitomnost fibrinogenu lze
opakované analyzovat vzorek po reakci s trombinem,
nebo vyzadat opakovany odbér, pokud laboratof metodu
s trombinem nepouziva.

Oligoklonalni pruhy s 2 nebo vice prouzky na pozadi
polyklondlnich imunoglobulind

Pritomny oligoklonalni pasy. K tomu mze dojit v fadé
infekénich nebo autoimunitnich stavi. Pokud je to klinicky
indikovéno, opakuijte vySetieni za 3-6 mésicl

Nalez ,zané&tlivého typu® se zvySenymi tubularnimi proteiny,
{j. alfa-1, alfa-2 a/nebo B2-mikroglobuliny, a polyklonalni
FLC na IFE (gama nalez typu ,Zebfikovy typ* na UPE)

Polyklonalni volné lehkeé Fetézce pfitomné na imunofixaci.
Navrhnéte opakované vySetfeni po odeznéni akutniho
onemocnéni

Nej¢astéji uzivana synonyma pro kvalitativni popis pfitomnosti monoklonalni komponenty: monoklonalni imunoglobulin (MIG), paraprotein (PP).

32 Klinicka biochemie a metabolismus 1/2020

112



Tabulka 7. Standardizovany text zavéru IFE vySetreni

Imunofixacné detekovan paraprotein IgA kappa méné nez 1 g/

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgA kappa.

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgA lambda mené nez 1 g/L

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgA lambda.

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgG kappa méné nez 1 g/l

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgG kappa

Imuncfixacné detekovan paraprotein IgG lambda méné nez 1 g/l

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgG lambda

Imunofixacné detekovan paraprotein IgM kappa méné nez 1 g/l

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgM kappa

Imunofixacné detekovan paraprotein IgM lambda méné nez 1 g/L

Imunofixaéné detekovan paraprotein IgM lambda

Imunofixaéné detekovan paraprotein kappa free méné nez 1 g/L

Imunofixacné detekovan paraprotein kappa free

Imunofixaéné detekovan paraprotein lambda free méné nez 1 g/L

Imuncfixacné detekovan paraprotein lambda free
Imunofixaéné detekovana oligoklonalita

Imunofixacné detekovany 2 paraproteiny ........... o kvantitach ..... g/Laménénez 1 g/L

Imunofixaéné detekovan 1gG kappa, ktery odpovida terapeuticky podané monoklonalni protilatce

Imunofixacéné paraprotein neprokazan

Nejéastéji uzivana synonyma pro kvalitativni popis pfitomnosti monoklonaini komponenty: monoklonalni imunoglobulin (MIG), paraprotein (PF).

Tabulka 8. Postup laboratore a komentare k laboratornimu nalezu

Situace

Laboratorni diagnostika

Zprava o prvnim zachytu malého abnormalniho pasu
pfi poZadavku na vySetfeni SPE (u pacienta bez dfive
prokézaného a typizovaného paraproteinu)

Komentovany vysledek upozorfiujici na pravdépodobnost
piitomnosti monoklonalnho gradientu s doporucenim
provedeni IFE

Screening monoklonalni gamapatie

SPE a nasledné

o pokud je nalezen paraprotein, provést IFE, FLC,
imunoglobuliny.

UPE, BJP

Prikaz lehkych fetézcl (kappa nebo lambda) bez
odpovidajiciho tézkeho Fetézce v séru metodou IFE
bez dostupné historie prikazu téZkych fetézcl

Vyloucit pfitomnost IgE a IgD. Odeslat do referencni
laboratore pro potvrzeni, pokud laboratof sama vy&etreni
neprovadi

Zadouci je také vySetfeni FLC v séru

Testy sledovani IéGeneho myelomu s paraproteinem
migrujicim ve frakci gama a ve frakcich beta/alfa-2

Kvantifikace paraproteinu ze SPE

» IFE, pokud paraprotein na rozdil od pfedchoziho vySetfeni
jiz neni viditelny na SPE

+ FLC kappa a lambda, wpoéet indexu kappa/lambda

» UPE a kvantifikace BJP, nevy3etiuje-li laboratof FLC

v séeru

Rutinni testovani k rozliSeni mezi endogennim
paraproteinem a interferenci zplsobenou terapeutickou
mAb

Rutinné se netestuje.

+ Na specializovanych pracovistich je doporuéena
dostupnost specifické imunofixaéni elektroforézy

(napf. DIRA) pro detekci interferenci terapeutickou mAb
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Tabulka 9. Obecné interpretacni komentare: vzorky s paraproteinem a/nebo malym abnormalnim pasmem

Nalez

Komentar

Prvni detekce paraproteinu

Prokazan ...... , doporuéujeme dovySetiit celkové sérove
imunoglobuliny a elektroforézu bilkovin v modi s imunofixaci
(pokud jesté nebyla provedena)

Sledovani jiz znamého paraproteinu

Neni tfeba nic doplfiovat

[Poznamka by méla byt provedena na plvodnim pasmu a jeho
aktualnim stavu, napr. ,Byl zjistén dfive prokazany IgG kappa
paraprotein®]

Paraprotein byl detekovan pouze imunofixacni
elektroforézou

Diive prokazany paraprotein ...... je nyni prokazatelny pouze
imunofixaci

Paraprotein vymizel

Pro potvrzeni nepfitomnosti dfive detekovaného paraproteinu,
napr. ,Drive popsany IgG kappa paraprotein nebyl prokazan
imunofixacr”

Novy, maly abnorméalni pas s odliSnou elektroforetickou
mobilitou od plvodniho paraproteinu u pacienta
se znamym paraproteinem

Na pozadi polyklonélniho a/nebo oligoklonalniho nalezu je
prokazan (typ: napf. IgG kappa) pas (pfiblizné 1 g/L). Tento pas
se lisi od plvodniho paraproteinu. MdZe se objevit napf. pii dnes
Castem lécebném vyuziti nékteré z monoklonalnich protilatek.

Prvni prezentace malého abnormalniho pasu
(a bez znamého paraproteinu)

Prokazan paraprotein (typ: napr. IgG kappa, mnozstvi: napf.
1 o/L). Klinicky vyznam je nejisty.

Doporuéujeme elektroforézu proteind v modi s imunofixacl
a FLC v séru.

Opakuijte elektroforézu sérowch proteindl ve 3-6 mésicich.

Prvni prezentace malych abnormalnich past
v polyklonalnim / cligoklonalnim pozadi (a Zadny
zZnamy paraprotein)

Na pozadi polyklonélniho a / nebo oligoklonalniho vzoru je
prokazan (typ: napf. IgG kappa) pas (pfiblizné 1 g /L).

Jeho klinicky wznam je nejisty, ale mize odrazet zanétlivy /
reaktivni proces. Doporuéujeme elektroforézu proteint v modi
s imunofixaci (nebo vy3etfeni volnych lehkych fetézcl v séru).
Opakuijte elektroforézu sérowch proteindl ve 3-6 mésicich,
pokud je to klinicky indikovano

Nejcastéji uzivana synonyma pro kvalitativni popis pfitomnosti monoklonalini komponenty: monoklonalni imunoglobulin (MIG), paraprotein (PP).

Tabulka 10. Certifikace cyklu GP v systému SEKK EHK

Zkouska

Doporuéené rutinni metody stanoveni

Nedoporuéené metody

Gamapatie (typizace)

Ur&eni typu a izotypu monoklonalniho imunoglob-
ulinu (paraproteinu) v krevnim séru nebo v moéi.
Jednd se tedy o kvalitativni prikaz.

Elektroforéza na agardze Imunonefelometrie
Kapilamni elektroforéza Imunoturbidimetrie
Imunofixace Imunoelekiroforéza

Kvantifikace monoklonalniho imunoglobulinu

Elektroforéza na agaroze

Kapilarni elektroforéza

Stanoveni celkové bilkoviny krevniho séra
metodou s biuretovym Einidlem

FLC kappa, FLC lambda

Imunonefelometrie
Imunoturbidimetrie

Hodnoti se konsenzem Ucastnikil. Zpravy pro Ucastniky: asvédéeni o Ucasti, certifikat, vysledkovy list (kvalitativni vsledky), vysledkovy list

(kvantitativni vysledky), histogramy (ev. komplexni statistika).
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