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Uvod

Jednim ze zékladnich ryst skupiny onemocnéni zvanych monoklonalni gamapatie je
pfitomnost monoklondlniho imunoglobulinu (paraproteinu) v séru a/nebo moci. Narozdil od
polyklonalnich gamapatii, které jsou sekundarnim projevem reaktivniho polyklonalniho
zmnozeni plazmocyti naptiklad pfi infekcich nebo zanétech, monoklondlni gamapatie
zahrnuji premaligni a maligni stavy v ¢ele s mnohocetnym myelomem. Monoklonalni
protein nejcastéji sestava z intaktni (kompletni) imunoglobulinové molekuly, méné ¢asto jen
z jejich strukturnich komponent, tj. lehkych ¢i tézkych fetézci imunoglobulinti, které 1ze
detekovat a charakterizovat pomoci elektroforetickych a imunofixacnich metod (IMWG,

2003; Adam et al., 1999).

Vyznamnym piinosem v ramci diagnostiky i monitorovani prabéhu zejména nékterych
typtt monoklonalnich gamapatii s izolovanou produkci pouze lehkych fetézcl a pii nizkych
koncentracich monoklondlniho proteinu, které jsou dostupnymi elektroforetickymi
technikami ¢asto obtizné zachytitelné, je kvantitativni imunochemické stanoveni volnych
lehkych fetézcl v séru. V piipadé mnohocetného myelomu s produkei intaktni molekuly
monoklondlniho imunoglobulinu rovnéz reflektuji sérové hladiny volnych lehkych fetézcii
klinicky vyvoj choroby u vétSiny pacientli. Vzhledem ke kratkému metabolickému polocasu
predstavuji volné lehké ftetézce ve srovnani skompletni molekulou paraproteinu
probihajici 1é€bé (Mead et al., 2004). Klinicky vyznam vySetieni volnych lehkych fetézct

v tomto kontextu zlstava z velké ¢asti jen malo definovén a je pfedmétem dalSich studii.



1. Monoklonalni gamapatie

Roku 1961 svédsky Iékat Jan Gosta Waldenstrom (1906 — 1996) poprvé uvedl koncept
popisujici monoklonalni a polyklonalni gamapatie. Uzky pruh hypergamaglobulinémie
v elektroforéze bilkovin krevniho séra pacientli oznacil za monoklondlni protein, Siroky
nejasné ohrani¢eny pruh v oblasti y-globulinii pak popsal jako polyklonalni narGst gama
globulinové frakce. K polyklonalnimu vzestupu y-globulinii dochéazi naptiklad pfi infekcich,
zanétech a fad¢ dalsich nemalignich stavili, zatimco ndlez monoklonalniho proteinu obvykle
provazel maligni krevni onemocnéni, jako je mnohocetnym myelom (MM) nebo

Waldenstromova makroglobulinémie (Waldenstrom, 1960-61; Kyle, 1978).

Monoklonalni gamapatie (paraproteinémie) je termin zahrnujici fadu hematologickych
jednotek, jejichz spoleénym jmenovatelem je ndlez monoklonalniho imunoglobulinu (M-Ig,
M-komponenta, paraprotein) ¢i jeho strukturnich casti (tj. lehkych fetézcl, vzacné jen
tézkych fetézcil) v plazmé a/nebo v moci. Z biochemického hlediska je M-Ig homogenni
plazmatickéd bilkovina imunoglobulinového charakteru, jejiz molekulu tvofi dva identické
tézké tetézce (IgH) a dva lehké fetézce (Igl) stejného typu. Lehké a tézké tetézce i1 tézké
fetézce navzajem jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mistky. Jednotlivé typy IgH se lisi
strukturou konstantni oblasti a jsou oznaCovany feckymi pismeny. Podle typu IgH se
imunoglobuliny (Ig) dé€li na ttidy (izotypy) IgG (y), IgA (), IgM (), IgD (d) a IgE (¢). IgL
mohou byt dvojiho typu — k (kappa), nebo A (lambda), pficemz v jedné molekule Ig jsou oba
IgL vzdy téhoz typu (IMWG, 2003).

Klasifikace monoklonalnich gamapatii (MG) se mlze opirat o rizné parametry, jako
jsou klinické a laboratorni nalezy nebo sekundéarni obtize. Jednim ze zdkladnich dé€leni je
rozliSeni MG na zékladé¢ biologického potencidlu bunck stojicich za tvorbou paraproteinu.
Produkce a zvySena v krvi detekovatelnd koncentrace M-Ig je spojena s patologickou
proliferaci jednoho klonu B-lymfocytl, ktery stupném diferenciace odpovida plazmatickym
builkdm a muize mit benigni nebo maligni charakter (Adam et al., 1999). Od maligniho
potenciadlu plazmocytarniho klonu se odviji rozliSeni na (benigni) monoklonélni gamapatie
nejasného vyznamu (Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance — MGUS)
a maligni MG (Kyle, 1994).



1.1 Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu je klinicky bezptiznakovy stav
vyznacujici se klondlnim zmnozenim plazmatickych bunék v kostni dieni. Stabilni
(nezhoubna) expanze klonu plazmocyt produkujicich M-Ig ma za nésledek jeho zvySenou
hladinu v krevnim séru, resp. v moci. Pokud Ize jako pticinu M-Ig vyloucit jiné B-bunétné
lymfoproliferace a primdrni amyloiddzu, je tento nalez klasifikovan jako MGUS (Kyle et al.,
2010; Kyle a Rajkumar, 2009). Diagnosticka kritéria MGUS vypracovana Mezindrodni
pracovni skupinou pro mnohocetny myelom (The International Myeloma Working Group —
IMWG) v roce 2003 zahrnuji sérovou koncentraci M-Ig nizsi nez 30 g/l a méné nez 10 %
klonalnich plazmocytti v kostni dieni. Zaroveil nesmi byt pfitomny znamky specifického
organového postizeni, jako je hyperkalcémie, renalni nedostatecnost, anémie a osteolytické
zmeény, které by byly zplsobeny vlivem proliferativniho onemocnéni plazmatickych bunék.

Pro stanoveni diagnozy MGUS musi byt splnéna vSechna uvedena kritéria IMWG, 2003).

Vyskyt v populaci

MGUS je nejcastéjsi plazmocelularni dyskrazii, jejiz celkova prevalence se zvysuje
s vékem a u osob starsich 50 let ¢ini ptiblizn€ 3 % (Kyle et al., 2006a). Pon¢kud cCastéjsi je
vyskyt u muzi. V prevalenci MGUS existuji i jisté etnické rozdily. V afroamerické populaci
se vyskytuje pfiblizn¢ dvakrat castéji v porovnani s populaci kavkazskou (Landgren, 2006).
Naproti tomu celkova prevalence MGUS je v porovnani se zdpadnimi zemémi nizsi

v japonské populaci (Iwanaga et al., 2007).

Patogeneze

Vyznamnou roli v patogenezi MGUS zifejmé hraje genetickd nestabilita a primarni
cytogenetické zmény. Pri¢ina jejich vzniku je nejasnd, ale zdd se, Zze jednim z faktord
uplatnujicich se v iniciaci MGUS by mohla byt nepfiméiend odpoveéd’ na antigenni stimulaci
vyvolavajici rychlou proliferaci bunék, sniz zaroven narGstd 1 riziko vzniku
chromozomovych aberaci (Rajkumar a Hayman, 2011). Ve vice nez 90 % piipadi byly
u klonélnich plazmocyti nalezeny chromozomové aberace ziskané pravdépodobné béhem
1zotypového prfesmyku nebo somatickych hypermutaci v germinalnim centru (Fonseca et al.,

2004).



U témét poloviny pacientdl s MGUS byly identifikovany translokace postihujici gen
pro tézky fetézec imunoglobulint (IgH) lokalizovany na 14. chromozomu v oblasti 14q32
(Avet-Loiseau et al., 1999; Fonseca et al., 2002). Primarni IgH translokace mohou mit za
nasledek inzerci onkogenu do blizkosti IgH lokusu, jehoz silné enhancery (zesilovace)
zpusobi zvyseni transkripce translokovaného genu. Nejcastéji dochazi k deregulaci exprese
gend pro cyklin D1 a D3, MMSET (multiple myeloma set domain) a FGFR-3 (receptor
rustového faktoru fibroblasti 3) a transkripcni faktory c-MAF a MAFB. Abnormalni
proliferani a rtstové stimuly mohou vést k Casné imortalizaci plazmocyti a ustanoveni
monoklonélni bunécné populace. (Kuehl, 2002; Bergsagel, 2001; Fonseca, 2002). Ve zbylé
polovin¢ piipadi se nestabilita genomu projevuje prevazné jako hyperdiploidie, tedy
klonalni zmnozZeni jednoho nebo vice chromozomi s lichym ¢islem vyjma chromozomu 13.
Pokud je na nékterém ztéchto chromozomu lokalizovan gen, jehoZ proteinovy produkt
stimuluje replikaci a bunéény rist, miize mit pfemira jeho exprese zplisobend vyssim poctem
kopii dan¢ho chromozomu vyznam v iniciaci MGUS (Chng et al., 2005; Fonseca, 2004;
Drach et al., 1995).

Maligni transformace

Dlouhodobé sledovani pacientli s MGUS ukazalo, Ze k rozvoji zhoubného onemocnéni
dochazi ptiblizné u 1 % pacienti rocné. (Kyle et al., 2002). S ohledem na moZny ptechod
v maligni chorobu je tak MGUS povazovana za premaligni stav a ma se za to, Ze predchazi

vetSinu piipadd MM (Landgren, 2009; Kyle a Rajkumar, 2007a).

Na zakladé typu produkovaného M-Ig jsou rozliSovany 3 klinické typy MGUS: non-
IgM, IgM a MGUS s produkci vyluéné lehkych tfetézct (light chain MGUS — LC-MGUS),
znichz kazdy mé pievazujici tendenci k progresi v jinou maligni chorobu, a to pfes
rozvinutéj§i asymptomatické rané stddium (Rajkumar et al., 2010). I[gM MGUS je typicka
sklonem k progresi ve Waldenstromovu makroglobulinémii (WM), méné casto i1 jina
lymfoproliferativni onemocnéni a IgM myelom, zatimco ostatni izotypy M-Ig (non-IgM
MGUS) maji potencial zejména k piechodu v aktivni (symptomaticky) MM (Kyle et al.,
2003a; Schuster et al., 2010). LC-MGUS je spojena s rizikem progrese v light chain MM
(ptiblizné 20 % nové diagnostikovanych piipadi MM) nebo AL-amyloid6zu (Dispenzieri et
al., 2010).



Rizikové ukazatele maligniho zvratu

V dobé zachytu M-Ig, k némuz u MGUS dochazi ¢asto nahodn¢, nelze potencial pro
neoplastickou transformaci plazmocytarniho klonu spolehlivé rozpoznat, nicméné vysledky
nékterych laboratornich vySetfeni a vySeteni kostni dfené mohou pomoci odhalit pacienty
s vy$§im rizikem maligni evoluce. (Kyle et al., 2010). Za rizikovy faktor progrese MGUS
v MM a jiné maligni onemocnéni je v klinické praxi povazovana piedevSim sérova
koncentrace M-Ig. Negativnim prognostickym faktorem je kromé¢ vySe M-Ig také jeho
izotyp, pfic¢emz v porovnani s IgG je vyssi riziko spojeno s izotypy IgA a IgM (Kyle et al.,
2002). Zvysujici se sérova koncentrace M-Ig béhem prvniho roku od diagnézy je rovnéz

dalezitym ukazatelem potencidlniho maligniho zvratu (Rosinol et al., 2007).

Prognosticky vyznam ma i mnozstvi plazmocytt v kostni dieni > 5 % (Cesana et al.,
2002) a abnormalni pomér sérové koncentrace volnych lehkych fetézcu (serum free light
chains — sFLC). Pomér sFLC nevykazuje znamky korelace s mnoZstvim ani typem
paraproteinu a je tak nezavislym prediktorem progrese ve zhoubné onemocnéni (Rajkumar
etal., 2005). Perez-Persona (2007) sledoval také prognosticky vyznam zastoupeni
aberantnich plazmatickych bunék v kostni dfeni, které 1ze od polyklonalnich fyziologickych
plazmocytii odliSit na zakladé imunofenotypizace bunék metodou pritokové cytometrie.
Pokud bylo v dobé diagnézy MGUS ptitomno 95 % nebo vice abnormélnich plazmatickych
bun¢k spolu saneuploidii chromozomii, tendence k maligni progresi byla

behem nasledujicich let vyrazné vyssi.



vrwe

1.2 Maligni pri¢iny monoklonalni gamapatie

1.2.1 Doutnajici mnohocetny myelom

Doutnajici myelom (smoldering multiple myeloma — SMM) je klinicky bezptiznakové
postizeni kostni dfen¢ klondlni plazmocelularni proliferaci, které Kyle a Greipp (1980)
poprvé popsali jako pokrocilejsi stadium vyvoje MGUS smérem k MM. Vici MGUS je
kromé vyssi sérové koncentrace M-Ig a miry infiltrace kostni difené vymezen také silngjsi
tendenci k pfechodu v MM, k némuz béhem prvnich 5 let od diagnézy dochdzi u 10 %
pacientl rocné v porovnani s 1 % u MGUS. Nepfiznivym prognostickym znamenim je mj.
vysoka koncentrace a IgA izotyp M-Ig, rozsah infiltrace kostni diené¢ (Kyle et al., 2007b),
zvySovani hladiny M-Ig (Rosifiol et al, 2003) a abnormalni hodnota poméru sFLC
(Dispenzieri et al., 2008).

SMM piedstavuje heterogenni skupinu onemocnéni, ktera maji v n¢kterych piipadech
spiSe premaligni charakter, zatimco v jinych se jiz pravdépodobné jednd o Casné stadium
malignity, u niz se zatim nerozvinuly klinické pfiznaky onemocnéni a/nebo jiné udélosti
definujici MM (Rajkumar, 2012b; Rajkumar et al., 2014). SMM tak zahrnuje na jedné stran¢
klinicky stabilni pacienty s del§i dobou do progrese onemocnéni, ale i pacienty, u nichz se
béhem 2 let od stanoveni diagndzy rozviji klinické pfiznaky signalizujici pfechod v aktivni

formu MM (Landgren a Waxman, 2010; Rajkumar ef al., 2012a).

Aktualizovana kritéria IMWG reklasifikovala ¢ast pacientli s ¢asnou malignitou na
MM na zéklad¢ biomarkert, jejichz identifikace byla spojena s > 80 % rizikem progrese
béhem nasledujicich 2 let. Novym diagnostickym kritériim MM pak byla pfizpisobena
1 kritéria pro diagnozu jeho ,,doutnajici varianty, ktera zahrnuji ptitomnost M-Ig v séru (IgG
nebo IgA) o koncentraci > 30 g/l nebo > 500 mg M-Ig v objemu mo¢i za 24 hodin a/nebo 10
— 60 % klonalnich plazmocytl v kostni dfeni pii soucasné absenci zndmek poskozeni organti
vyvolanych patologickou klonalni proliferaci ¢i jinych udalosti definujicich MM (Rajkumar
et al., 2014). Zakladni péci o pacienty jsou opakované kontroly a sledovani aktivity nemoci.

Lécba indikovana neni, dokud nedojde k progresi do MM (IMWG, 2003).



1.2.2 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné proliferativni onemocnéni maligniho klonu
plazmatickych bunék secernujicich M-Ig, které se akumuluji v kostni dfeni. Hladina M-Ig
v krvi a stupen infiltrace kostni dfené myelomovymi bunikami vedou ke klinické manifestaci
onemocnéni, jejiz pravidelnou soucasti byvaji specifické piiznaky organové dysfunkce
shrnuté do akronyma CRAB — hyperCalcemia (hyperkalcémie), Renal insufficiency (renalni
nedostatenost), Anaemia (anémie), osteolytic Bone lesions (postizeni kosti projevujici se

osteolytickymi lozisky) (IMWG, 2003).

Diagnoza MM se v klinické praxi dlouhodobé opird o pocet plazmocytti v kostni dfeni
> 10 % (nebo biopsii prokazany plazmocytom), pfitomnost M-Ig v séru a/nebo v moci
a souCasné znamky posSkozeni koncovych organti v dusledku zhoubné plazmocytarni
proliferace (Kyle a Rajkumar, 2008). Pro diagnézu aktivniho MM je tak nezbytna ptitomnost
alespon jednoho z CRAB kritérii prokazateln¢ vyvolanych myelomem nebo alespoii jednoho
ze tii rizikovych faktort, které byly v roce 2014 nové zarazeny mezi udalosti definujici
myelom (,,myeloma defining events*“; MDE), a zahrnuji > 60 % klonéalnich plazmocytl
v kostni dfeni, pomé&r postiZenych vic¢i nepostizenym sFLC > 100 a vice nez jednu fokalni
1ézi skeletu vétsi nez 5 mm pii vySetfeni magnetickou rezonanci (MR) (Rajkumar et al.,

2014).

Jednd se o relativné vzacnou nadorovou chorobu (necelé 1 % vSech malignit),
ze zhoubnych krevnich chorob vsak tvofi pfiblizné 10 % a po non-hodgkinskych lymfomech
je tak druhou nejCastéjSi hematoonkologickou diagndézou (Kyle a Rajkumar, 2004).
V afroamerické populaci se vyskytuje pfiblizn€ dvakrat Castéji nez v béloSské a je zde také
lehk4 predominance vyskytu u muzi. Jen zfidka je diagnostikovan pied 40. rokem Zivota,
median véku pfi diagnoze je 66 let (Kyle et al., 2003b). V Ceské republice se incidence této
choroby pohybuje kolem 4/100 000 obyvatel (Héjek et al., 2012). MM je stale povazovan za
nevylé€itelnou chorobu, ale pokroky v moZnostech 1écby se zaslouZily o prodlouZeni

medianu preziti na vice nez 6 let (Mahindra et al., 2012).



1.2.1.1  Patogeneze

Ptredpoklada se, ze k prvnim potencidlné onkogennim zméndm dochazi na urovni
vyvoje B-lymfocytu ve folikulech lymfatické tkan¢, ktery proliferuje a dava vznik klonélni
populaci, jejiz buiikky v kontaktu s prostfedim kostni diené vyzravaji v terminalné
diferencované patologické plazmocyty — myelomové buiikky (Adam et al.; 1999). O post-
germindlnim pluvodu prekurzorovych bunék MM svéd¢i predevSim rozsahlé somatické
hypermutace v oblasti Ig genti a jen ojedin€la tvorba IgM izotypu M-Ig (Kyle et al., 2003b;
Kuehl a Bergsagel, 2002).

Na zaklad¢ karyotypu myelomovych bunék (MM buiiky) se podobné jako u MGUS
rozliSuji dvé varianty MM: hyperdiploidni (HRD) a non-hyperdiploidni (NHRD), z nichz
kazda ptredstavuje asi 50 % ptipadi MM (Fonseca et al., 2004; Bergsagel a Kuehl, 2001).
HRD varianta se vyznacuje numerickymi odchylkami od diploidniho karyotypu, pfevazné
trisomiemi chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 17, 19 a 21 (Fonseca et al., 2002). Malokdy jsou
pfitomny translokace zahrnujici IgH lokus, zatimco NHRD formy, u nichz ptevazuji
strukturni prestavby, nesou IgH translokace v 70 % pftipadt (Fonseca et al., 2003). HRD
a NHRD karyotypy ziejmé reprezentuji dvé odlisné drahy onkogeneze, ale kdy a jakym

zpiisobem je hyperdiploidie ustanovena neni jasné (Smadja et al., 1998).

PfinejmensSim ve vétSin€é piipadl predchazi MM prekancerdzni stadium MGUS
(Landgren et al., 2009). Patogenezi MM lze tedy vnimat jako nckolikastupfiovy proces,
jehoZz casnou fazi je iniciace MGUS nasledovand jeji maligni transformaci a pozdéji dalsi
progresi naddorové choroby. I pfes heterogenni povahu onemocnéni dochazi v rané fazi
patogeneze u vétSiny MGUS 1 MM k deregulaci genové exprese alespoii jednoho typu
cyklinu D, kterd se uskuteciuje bud’ pfimo, tj. IgH translokacemi zahrnujicimi geny pro
cyklin D1 a D3, nebo nepfimo deregulaci aktivity transkripénich faktort MafB a c-Maf
ovliviyjicich expresi cyklinu D2 (Bergsagel et al., 2005). Jelikoz ne u vsSech pacientl
s MGUS dochézi k maligni progresi, primarni cytogenetické zmény iniciujici MGUS jsou
zfejmé nezbytné pro pozdé€jsi vznik MM, samy o sobé vSak k rozvoji pln€é maligniho

onemocnéni nestaci (Kyle et al., 2002).

K progresi MGUS dochdzi relativné konstantnim tempem (1 % pacientli ro¢n¢) a delsi
trvani premaligni faze riziko maligniho zvratu nezvySuje. Je tak nasnadé, Ze spiSe nez
dlouhodoba akumulace Skodlivych zmén uvnitt buiiky se v patogenezi MM uplatiiuji dalsi

onkogenni udélosti nahodného charakteru (,,;andom second hit*), jejichz povaha se u IgH



non-translokované a IgH translokované¢ formy MGUS muze lisit (Kyle et al, 2002;
Rajkumar a Hayman, 2011). Na maligni transformaci se mohou podilet sekundarni
cytogenetické zmény (mutace Ras genl, metylace pl6, mutace p53, sekundarni IgH
translokace upregulujici c-MYC onkogen aj.), deregulace bunécného cyklu, defekty
v indukci apoptdzy i zmény v mikroprostiedi kostni diené. VSechny zminéné abnormality se
v klonélni populaci objevuji v souvislosti s progresi v symptomatické stddium onemocnéni,
avSak sled 1konkrétni role jednotlivych zmén v patogenezi zlistavaji nejasné (Kuehl
a Bergsagel, 2002). Jakmile dojde k ustanoveni klonalni plazmocytarni populace a progresi

v MM, dochézi u pacientt k rozvoji klinickych ptiznaku.

Na rozvoji a progresi MM se vyznamné podili recipro¢ni interakce MM bunék
s mikroprostfedim kostni dfené. Bunky mikroprostiedi secernuji cetné cytokiny, jako je
interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor a (TNF-a), vascular endothelial growth factor
(VEGF), insulin-like growth factor (IGF-1) a tada dalSich, které aktivuji hlavni signalni
cesty Ucastnici se stimulace rlstu, preziti, uniku apoptoze i1 rezistenci MM bunék k 1écbé
(Klein et al., 2003, De Vos et al, 2006). Vzijemné interakce nadorovych bunck
a mikroprosttedi jsou rovnéz podkladem pro patogenezi kostniho postizeni typického pro
MM. Tvorba osteolytickych lozisek je vysledkem deregulace kostni premény dané
dysbalanci mezi Grovni osteoresorpce zprostiedkované osteoklasty a tvorbou nové kostni

tkané ¢innosti osteoblastu.

Osteoblasty a stromalni buiikky exprimuji na svém povrchu RANKL (ligand pro
receptor aktivujici nuklearni faktor kappa B), ktery stimuluje diferenciaci prekurzorovych
bun¢k osteoklastii a aktivitu zralych forem vazbou na RANK receptor ukotveny v jejich
membrang, a rovnéz produkuji jeho ,,faleSny* (decoy) solubilni receptor osteoprotegerin
(OPG), ktery kompetitivné inhibuje interakci RANKL/RANK. V regulaci kostni pfemény
hraje dtleZitou roli pom&r RANKL/OPG, na jehoZ zvySeni s naslednou stimulaci
osteoklastogeneze a odbourdvanim kostni hmoty se podileji MM buiky skrze adhezivni

interakce s buiikami kostni dien¢ (Roodman, 2009; Adam, 2005).

V patogenezi osteolytickych zmén se uplatiiuji také lokalni stimulatory osteoklastl
produkované stromalnimi a MM bunikami, jako je IL-6, MIP-1a (makrofagovy zanétlivy
protein la) a IL-3. Zaroven dochdzi také k aktivnimu potlacovani osteoblastické novotvorby
kostni tkané vlivem nadmérné exprese IL-3, IL-7 a DKKI1 (dickkopf-1), které inhibuji

diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bun¢k v osteoblasty (Tian et al., 2003).



1.2.1.2  Mozné klinické projevy

Mnohocetny myelom se vyznacuje klonalni proliferaci a akumulaci patologicky zménénych
terminalnich stadii plazmocytarni vyvojové linie (myelomovych buné€k) v kostni dreni.
Klinické projevy onemocnéni zpusobené myelomovou infiltraci kostni dien€, plsobky
nadorovych bun¢k a patologickou sérovou hladinou M-Ig mohou byt pestré a u jednotlivych
pacientl rizné vyjadiené. Mezi hlavni klinické pfiznaky patii osteolytické postizeni skeletu,

utlum fyziologické krvetvorby a poruchy funkce ledvin (Adam et al., 2008b).

Priznaky zptiisobené myelomovou infiltraci kostni diené a cytokiny MM bunék
Kostni zmény

Dysbalance kostni remodelace s pfevahou osteoklastické resorpce nad osteoblastickou
novotvorbou zplsobuje progresivni destrukci kostni tkdné s rozvojem myelomové kostni
nemoci, mezi jejiz zékladni projevy patii bolesti kosti, difizni osteopordza, pfitomnost
osteolytickych lozisek a neziidka i patologickych zlomenin (Adam et al., 1999). Bolesti
kosti v disledku myelomové osteolyzy jsou soucasti klinické prezentace MM u dvou tietin
pacienti. Mohou byt chronické nebo =zacinat ndhle, obzvlast¢ jsou-li asociovany
s patologickou frakturou. Diflizni ¢i loZiskové osteolytické zmény postihuji vétSinou ty kosti,
které i v dospélosti ziistavaji mistem aktivni krvetvorby, tj. Zebra, hrudni kost, patet, lebku,
péanevni kosti a proximalni ¢asti dlouhych kosti (Kyle et al., 2003b; Dispenzieri a Kyle,
2005). Typickym rentgenovym nalezem jsou mnohocetné osteolytické léze (Obr. 1)
a patologické zlomeniny vertebralni i nevertebralni lokalizace. Castym projevem je bolest
v oblasti bederni patefe zpiisobend kompresivnimi zlomeninami obratlovych tél v disledku

poruseni jejich integrity osteolytickymi procesy (Dispenzieri a Kyle, 2005).

Obrazek 1: Osteolytické loZiska na rentgenovych snimcich lebky!'!.
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Vystupiiovana osteolyza podminiuje patologické zvySeni hladiny sérového kalcia.
Hyperkalcémie se v zavislosti na intenzit¢ miize projevovat fadou pfiznakil, jako je
polydipsie, polyurie, nauzea se zvracenim, obstipace, dehydratace, somnolence (spavost),
dezorientace az poruchy védomi. Priivodni komplikaci hyperkalcémie muze byt renalni

insuficience (Adam, 2005; Dispenzieri a Kyle, 2005).

Cytopenie

Jednou z nejcastéjSich klinickych zndmek choroby je anémie, k jejimz klasickym
priznakiim patii celkova slabost, inava a dusnost (Adam et al., 1999). Vysetteni krevniho
prokaze anémii u piiblizné 70 % nové diagnostikovanych nemocnych (Kyle et al., 2003b).
V natéru periferni krve je pti vysokych sérovych hodnotach M-Ig ¢asto patrné penizkovaténi
erytrocytll (,,rouleaux® formace; Obr. 2). Na atlumu erytropoézy se vedle ptimého utlaku
krvetvorby podili také aberantni cytokinova sit’” mikroprostiedi kostni dfené¢ podporujici
nadorovy rist, kterd je nepfizniva pro erytropoézu (Dispenzieri a Kyle, 2005; Fossa, 1999).
V patogenezi anémie se v neposledni fadé miZze uplatnovat také relativni nedostatek

erytropoetinu pii rendlni insuficienci zpiisobené paraproteinem (Dispenzieri a Kyle, 2005).

Obrazek 2: Rouleaux formace erytrocytii v natéru periferni krve!?!.

Trombocytopenie miize u nemocnych dle stupné zavaznosti vést k rozvoji krvacivych
komplikaci. Nedostatek krevnich desticek zplisobuje petechie, samovolné krvaceni z nosu
nebo dasni a vyraznéj$i krvaceni pti drobném poranéni. Trombocytopenie je také podminéna

negativnim vlivem cytokini MM bunék na regulaci krvetvorby (Adam et al., 1999 a 2008b).

Pomérné Casté jsou také opakované €i zdvaznéjsi infekce, a to zejména dychacich cest.
Infek¢éni komplikace jsou podminéné poruchou B-lymfatické imunity s vyraznym poklesem

produkce fyziologickych Ig i defektem bunééné slozky imunitni odpovédi v dasledku
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porusené¢ T-bunééné imunity a neutropenie. Sérova koncentrace fyziologickych
polyklonalnich gamaglobulini klesa s pokrocilejSim stddiem onemocnéni a limitovéana je

také schopnost reagovat na antigenni stimulaci tvorbou pfislusného Ig. (Adam et al., 1999).

Piiznaky poSkozeni organismu M-Ig

Myelomové bunky jsou odvozené od plazmatickych bunék. Stejné jako jejich zdravé
protéjsky ve vétsin€ pripadli produkuji bud’ kompletni molekulu M-Ig, nebo jeji strukturni
komponenty, tj. IgL (Kyle et al., 2003b). M-Ig podminuje fadu patologickych jevi vazbou
na ur€ité struktury, depozici monoklonélnich Igl. v amyloidové i neamyloidové podobé

a ruSivym zasahem do rovnovahy fyziologickych d¢&ji (Adam ef al., 2008b).

Velmi vysoké koncentrace M-Ig mohou zptsobit vzestup viskozity krve, ktera jinak
provazi spiSe IgM monoklondlni gamapatie, jako je Waldenstromova makroglobulinémie.
Mezi klinické pfiznaky hyperviskdozniho syndromu patii poruchy mikrocirkulace
a hemoragicka diatéza, trombdza, rozostfené vidéni v disledku retinopatie, zvétSeni objemu
plazmy zptsobujici mj. chronické bolesti hlavy a méstnavé srdecni selhani (Adam et al.,

2008b; Dispenzieri a Kyle, 2005).

Snizeni ledvinnych funkci je pfitomno az u 50 % nové diagnostikovanych pacientd,
ul2 az 20 % se jedna o akutni selhdni ledvin a 10 % nemocnych je pfitomno tézké
poskozeni s nutnosti zafazeni téchto pacientii do dialyzacniho programu (Kyle et al., 2003b).
Frekvence vyskytu rendlni insuficience u pacientl s MM nariistd s klinickou pokrocilosti
onemocnéni. Z pfi¢in vedoucich k selhani ledvin u pacienti s MM je nejcastejsi
,myelomova ledvina* (cast nephropathy — odlitkova nefropatie). Jejim patofyziologickym
podkladem je ireverzibilni poSkozeni ledvin zpiisobené intratubularni precipitaci IgL
s Tamm-Horsfallovym proteinem (uromodulinem), ktery je pfirozen¢ produkovan
tubularnimi bunkami vzestupné casti Henleovy klicky (Adam et al., 2008a). Dominantni
pfi¢inou ledvinného poSkozeni jsou obecné monoklonalni Igl, kompletni molekula M-Ig se

do ultrafiltratu nedostava, nebot’ zpravidla neprochazi glomerulem (Adam et al., 1999).

Sérové FLC (sFLC) jsou jako nizkomolekularni proteiny filtrovany pies glomerularni
membranu a reabsorbovany epitelem proximalnich tubulii. Po internalizaci do tubularnich
bunc¢k dochazi k jejich katabolismu. Metabolismus FLC zavisi na glomeruldrni filtraci.

Sérovy polocas monomerickych k fetézcli se pohybuje v rozmezi 2-4 hodin, u A fetézcu,
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které obvykle cirkuluji v krvi ve formé& kovalentné vazanych dimert, pak mezi 3-6 hodinami.
Pokud je v krvi excesivni mnozstvi sFLC, dojde k piekroceni kapacity tubularni resorpce.
FLC se dostavaji do distalniho tubulu a definitivni moci (,,overflow* proteinurie). Precipitaci
FLC s Tamm-Horsfallovym proteinem v ledvinnych tubulech vznikaji odlitky tubuld ve
formé nerozpustnych valcti (Obr. 3). Valce blokuji tok tubularni tekutiny a zptisobuji zanét
vedouci ke vzniku fibroznich zmén v intersticiu. SniZeni glomeruléarni filtrace dané bytkem
funk¢nich nefront zpiisobi vzestup sérovych hodnot FLC. Zbylymi funk¢nimi nefrony je tak
filtrovano stale vétsi mnozstvi FLC a poskozeni ledvin se dale prohlubuje (Adam et al.,
1999; Bradwell, 2008). Nefrotoxicky potencial lehkych fetézcl se odviji od jejich afinity
k Tamm-Horsfallovu proteinu, ktera se u riznych molekul FLC 1isi (Sanders 1990, 1992).

Obréazek 3: Intratubularni depozita s privodnou atrofii tubularnich bungk™.

Méng castou formou postizeni ledvin je rozvoj nefrotického syndromu, jehoZz
patofyziologickym mechanismem je ukladani amyloidogennich IgL v glomerulu. Podstatou
AL-amyloidozy je tvorba defektnich lehkych fetézch, které se v dusledku pozménéné
struktury stavaji nerozpustnymi a dochazi k jejich extracelularni akumulaci v riznych
tkanich (Adam et al., 2011). Pokud tvofi samostatnou klinickou jednotku bez znamek
plazmocelularni malignity, hovofime o primarni AL-amyloidoze. V né&kterych piipadech
vsak mize byt také sekundarni u monoklondlnich gamapatii, jako je MM. Subjektivni potize
nemocnych vyplyvaji z postizeni tkané¢ ¢i organu depozici amyloidovych hmot. Kromé
ledvin mohou depozita amyloidu poskozovat napiiklad nervovou tkan a vyvoléavat tak rizné

formy periferni neuropatie nebo zpiisobovat amyloidozu srdce (Adam et al., 1999).
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1.2.1.3  Klasifikace mnohocetného myelomu

Po stanoveni diagnézy MM je u pacientti provedeno vstupni vyhodnoceni klinického
stddia onemocnéni, které vyjadiuje stupent jeho pokrocilosti a je jednim z faktorti, od n¢hoz
se odviji doporuceni lé¢ebného postupu (Maisnar, 2008). Existuji dva hlavni stdzovaci
systémy: klasifikace MM dle Durieho a Salmona z roku 1975 (D-S klasifikace) a nov¢jsi
prognosticky systém pro MM (International Staging System — 1SS) zvetejnény v roce 2005
(Greipp et al., 2005).

Klasifikace D-S rozliSuje tfi stadia pokrocilosti onemocnéni. Rozdéleni klinickych
stadii I — III odrézi rozsah nadorové masy a zdvaznost postizeni organismu a umoziuje
nepiimy odhad velikosti nddorové masy. Subklasifikace na podstddia A a B vypovida
o normdlni, resp. zhorSené funkci ledvin (Durie a Salmon, 1975). Ptehled kritérii pro

stanoveni klinickych stadii MM dle Durieho a Salmona je uveden v tabulce 1.

Tabulka I: Klinicka stddia mnohocetného myelomu dle Durieho a Salmona (1975).

L. stadium Nizké masa tumorovych bunék: < 0,6 x 10'* bunék/m” a zaroveii jsou
splnény vSechny nize uvedené podminky:
o koncentrace Hb > 100 g/1
e koncentrace Ca <3 mmol/l
o normalni kostni struktura anebo solitarni loZisko plazmocytomu
o relativné nizka koncentrace M-Ig: 1gG < 50 g/l, IgA <30 g/l,
exkrece IgL v moci <4g/24 h

IL. stadium Nejsou splnény podminky I. ani III. stadia.

III. stadium Velka tumorova masa: > 1,2 x 10'* bun&k/m” a zaroveii je splnéna
alespoii jedna z nésledujicich podminek:
o koncentrace Hb < 85 g/l
e sérove kalcium > 3 mmol/l
o pokrocilé postizeni skeletu s viceCetnymi osteolytickymi lézemi
o vysoka hladina M-Ig: IgG > 70 g/, IgA > 50 g/, exkrece IgL
vmoci>12 g/24 h

A — relativné normalni funkce ledvin

Subklasifikace
B — abnormalni rendlni funkce (sérovy kreatinin > 177 pmol/l)
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Jednodussi a prognosticky vyznamnéjsi je rovnéz tiistupiiovy stazovaci systém ISS
vychazejici pouze ze dvou laboratornich parametrti stanovenych v dob¢ diagnozy — sérové
koncentrace albuminu a [,-mikroglobulinu (B,M). Median celkového pieziti pacientl
v klinickém stadiu I — III byl 62, resp. 44 a 29 mésici (Greipp et al., 2005). Systém ISS,
¢asto oznacovany jako ,,mezindrodni prognosticky index* (International Prognostic Index),

je uveden v tabulce II.

Tabulka II: Mezindrodni prognosticky index pro mnohocetny myelom (ISS).

« et -mikroglobulin albumin
Klinické stadium B (mgg/l) (/)
L. <3,5 >35
IL. neodpovida . ani III. stadiu
I11. >5,5 nezavisle

Pokles koncentrace albuminu a vzestup p,M v séru koreluje se stupném pokrocilosti
a progn6zou nemoci. ISS neni spolehlivym indikatorem nadorového zatizeni, nebot’ sérové
hladiny B,M 1 albuminu mohou byt vyznamné ovlivnény napt. poruSenou funkci ledvin nebo
soucasnym vyskytem dalSich nemoci. Stadium III tak zahrnuje jednak pacienty, u nichz
elevace BoM v séru koreluje s velikosti nadorové populace, a jednak pacienty s renalnim

selhanim (Kyle a Rajkumar, 2009).
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1.2.14  Lécba mnohocetného myelomu

vvvvvv

MGUS a SMM (také odpovida stadiu IA dle D-S), které vyzaduji pravidelné sledovani,
nikoliv zahgjeni 1écby. Lécba je indikovana v piipadé splnéni diagnostickych kritérii MM,
tedy u pacientli se znamkami organové dysfunkce zplisobené myelomem nebo u vysoce
rizikovych asymptomatickych pacientti, jejichz diagnéza odpovida dle aktualizovanych

kritérii Casné fazi aktivniho MM (Rajkumar a Kyle, 2009; Rajkumar et al., 2014).

Mnohocetny myelom je stidle povazovan za nevylécitelnou chorobu. Cilem 1écby je
dosazeni co nejdel$i kompletni remise, tj. vymizeni klinickych i laboratornich zndmek
aktivity nemoci. Po rGzné¢ dlouhé dobé remise vSak obvykle dochazi k relapsu
(znovuvzplanuti) nemoci. Pacienti, ktefi dosdhli kompletni 1écebné odpovédi, jsou proto
pravideln¢ sledovani za ucelem vcasné detekce relapsu a zahajeni jeho 1écby s cilem
dosazeni dalii remise (S¢udla, 2010). Léba MM vyzaduje komplexni pfistup zahrnujici
cytostatickou 1écbu zaméfenou na sniZzeni myelomové masy, kombinované rezimy s cilenou
protinadorovou 1écbou novymi léky s biologickym uc¢inkem a intenzivni podpirnou terapii

(Rajkumar a Kyle, 2009; Adam ef al., 1999).

Indukéni 1écba zakon€ena vysokodavkovanou chemoterapii za podpory autologni
transplantace kmenovych bunék (autologous stem cell transplantation — ASCT) vede
k hlubsi redukci nddorovych bunék a prodlouzeni preziti nemocnych ve srovnani s klasickou
chemoterapii (Rajkumar a Hayman, 2011). K indika¢nim kritériim ASCT patii v€k < 65 let
pfi souasném zohlednéni celkového stavu pacienta a absenci kontraindikujicich komplikaci.
Alogenni transplantaci od ne/pfibuzného darce lze s ohledem na vSechna rizika 1 pfes
pritomnost graft-versus-myeloma efektu (reakce Stépu proti myelomu) zvazovat jen
v omezenych indikacich (Rajkumar a Kyle, 2009; Tricot et al., 1996; Adam et al., 2004). Pro
volbu 1é¢ebné strategie ma po rozhodnuti, zda je nemocny vhodnym kandidatem na ASCT,
vyznam také rizikova stratifikace pacientll dilezitd kromé& optimalniho vybéru 1é€by prvni

linie 1 z hlediska jejiho celkového pojeti (Rajkumar a Kyle, 2005; Dispenzieri et al., 2007).

Odpovéd” nemoci na podavanou Ié€bu se hodnoti v pravidelnych intervalech.
Sledovanymi parametry v ramci hodnoceni efektivity 1é€by a v€asného rozpoznani recidivy
nemoci jsou predevsim hladina M-Ig v séru a moci, hladina sérovych FLC, rozsah, resp.
ustup orgadnoveého postizeni a extramedularni infiltrace (Rajkumar, 2016). Zakladni metodou

pro detekci asledovani dynamiky zmén koncentrace M-Ig je elektroforeticka analyza
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bilkovin séra amoc¢i a kvantitativni stanoveni koncentrace M-Ig denzitometrickym
vyhodnocenim elektroforeogramu. Nizké hladiny M-Ig, které nezachyti elektroforéza, 1ze
v né¢kterych ptipadech prokdzat citlivéjsi imunofixaci (IMWG, 2003; Adam et al., 1999).
V ramci uniformnich kritérii odpovédi dle IMWG uvedenych v tabulce II1, kterd se pouzivaji
k hodnoceni stupné 1é€ebné odezvy, je stanoveni koncentrace, resp. poméru k/A FLC v séru
dilezité pro urceni ,,stringent* kompletni remise a rovnéz u pacientl s nemefitelnym M-Ig

(Durie et al., 2006).

Tabulka III: Kritéria pro hodnoceni lécebnych odpovédi u pacientdl s mnohocetnym

myelomem (Durie ef al., 2006).

1 13
,,Strlng,ent ) CR (viz nize) + normalni pomér FLC a zadné klonalni bunky dle
kompletni remise | . . . . .
(sCR) imunohistochemie nebo imunofenotypizace

negativni imunofixace séra a moci a < 5 % plazmocyti v kostni

Kompletni remise o o1, . L. -,
P dfeni a zadna mimokostni loziska plazmocytomu v mékkych

(CR) tkanich
Velmi dobra > 90% pokles ptivodni hladiny M-Ig v séru a M-Ig v moc¢i < 100
parcialni remise mg/24 hodin nebo prikaz M-Ig v séru a moc¢i imunofixaci pfi
(VGPR) negativni elektroforéze

> 50% pokles sérové hladiny M-Ig a pokles koncentrace M-Ig
Parcialni remise v moc¢i za 24 hodin o > 90 % nebo na méné nez 200 mg/24 hodin

(PR) a > 50% redukce velikosti mékkotkanoveého plazmocytomu, byl-li
pritomen na zacatku sledovani

Stabilni
onemocnéni nespliuje kritéria CR, VGPR, PR ani progresivniho onemocnéni
(SD)
Progrese > 25% narGst nejniz8i hodnoty dosazené v priibé¢hu 1écby
onemocnéni kteréhokoliv z nasledujicich parametri (v zavorce jsou uvedeny
(PD) absolutni hodnoty vzestupu, k nimZ musi sou¢asné dojit):

e sérovy M-Ig (> 5 g/l)

e M-Ig v moci (=200 mg/24 hodin)

e pocet plazmatickych bun¢k v kostni dfeni (= 10 %)
e rozdiluxaA FLC (> 10 mg/dl)

Zvétseni ¢1 vznik novych kostnich 1ézi, event. plazmocytomu
v mékkych tkanich nebo hyperkalcémie pii vylou€eni jiné pficiny.
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Piibuzné plazmoceluldarni malignity

1.2.3 Solitarni kostni a extramedularni plazmocytom

Solitarni plazmocytomy jsou relativné vzacné maligni nddory vznikajici lokalizovanou
klonalni proliferaci plazmatickych bunc¢k. DéEli se na extramedularni (EM) plazmocytomy
mékkych tkani a solitarni kostni plazmocytomy (Adam et al., 1999). Stanoveni diagnozy je
zalozeno na ptitomnosti jediného loziska postizeni skeletu nebo mékkych tkani a prikazu
infiltrace klondlnimi plazmocyty pifi bioptickém vySetfeni 1éze. Pro vylouceni pifitomnosti
dalSich lozisek se vedle konven¢ni radiografie soucasné pouzivd MR nebo PET/CT. Dal§imi
kritérii jsou absence orgdnového postizeni konzistentniho s plazmocytarni proliferativni
poruchou (CRAB) a normalni nalez v kostni dieni. Pokud je viibec pfitomen M-Ig, pak jen
v nizké koncentraci (IMWG, 2003). Pfi procentudlnim zastoupeni klonalnich plazmocytt
v kostni dieni < 10 % se jednd o tzv. solitarni plazmocytom s minimalnim dfefiovym
postizenim, u n¢hoz je riziko rozvoje MM vyznamné vys§i nez pii normalnim nélezu

(Rajkumar et al., 2014; Hill et al., 2014; Paiva et al., 2014; Warsame ef al., 2012).

1.2.4 Plazmocelularni leukémie

Plazmocelularni leukémie (PCL) je vzacna agresivni varianta plazmocelularni
dyskrazie charakterizovand zmnoZenim plazmatickych bun€k v periferni krvi, jejichz
absolutni pocet presahuje 2 x 10°/1 a soudasné > 20 % v diferencialnim rozpoctu leukocyta.
Miize vzniknout de novo (primarni PCL — pPCL) nebo sekundarné (sPCL) leukemickou
transformaci relabovaného ¢i refrakterniho MM (Noel a Kyle, 1987; Dimopoulos et al.,
1994). Primarni PCL byva v porovnani s sSPCL diagnostikovdna u mladSich pacientt, je
provazena niz§im stupném osteolytického postizeni kosti i hladinou M-Ig. Vz4jemné se lisi
také molekularnim 1 cytogenetickym profilem. Pfes genetické a patobiologické rozdily jsou
ob¢ formy PCL zatiZzeny velmi Spatnou prognozou. Pribéh je zpravidla rychly a fatdlni
s medianem pieziti mezi 6 az 11 mésici, v piipadé sPCL jako terminalni faze refrakterniho
myelomu (nereagujici na 1é¢bu) je preziti vyznamné kratSi (Noel a Kyle, 1987; Ramsingh,

2009; Tiedemann et al., 2008).
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2. VLASTNI PRACE

2.1 Cile prace a hypotézy

Cilem predlozené prace bylo sledovani a vzajemné porovnani hodnot paraproteinu

a volnych lehkych fetézcli u nemocnych s mnohocetnym myelomem

1. v pribéhu lécby
2. pted relapsem

3. po ukonceni 1éCby

Hypotézy:

1) Odpovéd na zménu priabéhu choroby je dfive zachytitelnd vyvojem volnych
lehkych fetézct.
2)  Vyvoj paraproteinu a volnych lehkych fetézcii se u individualnich pacientli mtze

lisit — proto je vhodné sledovat oba parametry.
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2.2 Analytické metody

Monoklonalni gamapatie je souhrnné oznaceni pro jinak heterogenni skupinu
onemocnéni vyznacujicich se pritomnosti M-Ig ¢i jeho strukturnich komponent v séru a/nebo
v moci. Zéakladni soucasti laboratorn¢ diagnostického a monitorovaciho algoritmu u MG je
detekce monoklonalni komponenty pomoci elektroforetické, resp. imunofixacni analyzy
bilkovin séra (moci). Stézejnim piinosem z hlediska diagnostiky i1 sledovani pribéhu
zejména nékterych variantnich forem MM a jinych typi MG je kvantitativni vySetieni

sérovych hladin volnych lehkych fetézci (Tichy a Maisnar, 2006).

Vysetfeni vzorka sér pacienti s MM, jejichz vysledky byly vyhodnocovany v ramci
této studie, bylo provedeno na Pracovisti klinické chemie (PKCH) v useku Centralnich

laboratoii Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.

2.2.1 Elektroforéza sérovych bilkovin

Elektroforéza proteint krevniho séra (serum protein electrophoresis — SPE) je zakladni
screeningovou metodou pro vyhledavani zmén ve slozeni bilkovinného spektra. Pro
identifikaci a kvantifikaci monoklonalnich gradientli se pouzivaji elektroforetické systémy
s vysokou rozliSovaci schopnosti na gelovém nosi¢i (zejména agar6za) nebo kapildrni
elektroforéza. Je-li v séru pfitomen M-Ig, obvykle se po elektroforetické separaci nachazi
v y-globulinové frakci, miiZze ale migrovat i v oblasti B, pfip. a-globulinii (napf. IgA izotyp
nebo Igl). Celistvé molekuly M-Ig ijejich strukturni komponenty jsou elektroforeticky
homogenni, jejich migra¢ni zony se proto v elektroforetickém obraze zpravidla jevi jako
uzké ostte ohranicené frakce. Pravdépodobnost vzniku atypické zony v elektroforeogramu
zavisi na koncentraci M-Ig v cirkulaci — rutinni elektroforézou nezachytitelné jsou tak malé

M gradienty skryté v - nebo y-globulinové frakei (Tichy a Maisnar, 2006; Englis, 2007).

PIn¢ automatickym pfistrojem pro elektroforetickou analyzu bilkovinného spektra séra
na PKCH je Capillarys 2 Flex Piercing od firmy Sebia. Systém Capillarys pouziva princip
kapilarni elektroforézy, kde jsou bilkoviny separovany ve volném roztoku v pfitomnosti
siln¢ alkalickych pufrli uvniti kiemenné kapildry s malym vnitinim priimérem za vysokého
napé¢ti. Elektricky nabité molekuly jsou separovany podle elektroforetické pohyblivosti
v alkalickém tlumicim roztoku. Separace je rovnéZ zdvisla na pH zékladniho elektrolytu

(pufru) a elektroosmotickém toku. Vzorky jsou fedény pufrem a injektovany do kapilar na
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jejich anodickém konci. Poté nasleduje vysokovoltdzni separace bilkovin a jejich piima
detekce pii 200 nm na katodickém konci kapilary, kde je umisténo okénko detektoru.
Vysledkem je elektroforeticky profil bilkovin pro kvalitativni nebo kvantitativni analyzu.
Systém automaticky ur¢i relativni zastoupeni jednotlivych zén a po zadani koncentrace

celkové vypocitd koncentraci kazdé¢ frakce.

2.2.2 Imunofixaéni elektroforéza

Na pozitivni ndlez nebo podezieni na ptitomnost M gradientu pii SPE bezprostfedné
navazuje imunofixacni elektroforéza (IFE), kterd slouzi k definitivnimu potvrzeni nélezu
elektroforetického vySeteni a typizaci nové zachyceného M proteinu, tj. uréeni izotypu M-
Ig a antigenniho typu IgL. Vyhodou IFE je vzhledem k niz§imu detekénimu limitu vétsi
citlivost ve srovnani s SPE. Pfedstavuje tak vhodnou metodu pro kvalitativni prikaz M-Ig
v pfipadé negativity ¢i suspektnim ndlezu pfi SPE, neposkytuje vSak moznost
kvantitativniho stanoveni (Tichy a Maisnar, 2006). Mezi indikace IFE patii také negativni

SPE u nemocnych s 1écenym MM v rdmci posouzeni kompletni remise (Durie ef al., 2006).

Pro imunofixa¢ni analyzu se na PKCH vyuzivaji soupravy Hydragel 4 IF ve spojeni
s poloautomatickym systémem Hydrasis vyrobce Sebia. Principialné se jedna o kombinaci
elektroforézy a imunoprecipitace. Elektroforetické dé¢leni vzorku séra probihd na
agar6zovém gelu simultann€ v Sesti paralelnich drahach. Po ukoneni separace se na
prislusné migra¢ni drahy s vyjimkou referen¢ni stopy aplikuji jednotliva specificka antiséra
proti téZkym fetézclim IgG, IgA a IgM a lehkym fetézciim x a A. Po inkubaci se odsatim
apromytim z gelu odstrani nezreagované proteiny a vzniklé precipitani linie jsou
vizualizovany obarvenim kyselou violeti nebo amidocerni. Migra¢ni pozice imunofixacnich
prouzkii jsou nasledné¢ porovnavany s odpovidajicimi frakcemi referen¢niho. V ptipadé
negativity vySetfeni na IgG, A nebo M a soucasném prikazu monoklondlnich IgL « nebo A

nasleduje inkubace s antiséry proti IgD a IgE.

21



2.2.3  Stanoveni volnych lehkych Fetézcii v séru

Béhem syntézy Ig molekul vytvaii plazmatické buiiky Igl. v nadbytku vici IgH.
Nevyvazana cast IgL, tedy volné lehké tetézce (free light chains — FLC), jsou secernovany
ven z buniky a dochdzi k jejich distribuci v intra- a extravazalnim prostoru. Denni produkce
polyklonalnich FLC za normalnich okolnosti dosahuje pfiblizné 500 mg. FLC jsou stejné
jako jiné nizkomolekularni proteiny zob&hu volné filtrovany glomerulem aza
fyziologickych podminek témét kompletné reabsorbovany epitelem proximalnich tubuld,
kde dochazi k jejich katabolismu. Fyziologicky pomér mnozstvi plazmatickych bunck
produkujicich «, resp. A IgL je piiblizn¢ 2:1. Tomuto poméru také odpovidd zastoupeni
jednotlivych typt Igl vazanych v Ig molekulach. Tendence A FLC k dimerizaci mé za
nasledek pomalejsi rendlni clearance ve srovnani s k monomery, proto obsahuje normalni

sérum i pres nizsi stupen jejich syntézy o néco vyssi koncentrace A FLC (Bradwell, 2008).

K elevaci sérovych hladin FLC dochazi u patologickych stavii spojenych s excesivni
tvorbou polyklonalnich Ig, jako jsou zanétlivé a reaktivni procesy, pfi poklesu glomerularni
filtrace a malignich ¢i potenciadlné malignich B-lymfoproliferativnich poruch s produkci M-
Ig. Pouze u posledné jmenovanych vsak vlivem nadprodukce jednoho typu FLC dochazi ke
zméng pomeru K/A, pticemz sérova hladina dominantniho FLC (,,involved* free light chain —

1IFLC) je nepfimym ukazatelem velikosti patologického klonu (Bradwell, 2008).

Vroce 2001 byl vyvinut systém FreeLite™ (The Binding Site, Birmingham)
umoziujici kvantitativni analyzu FLC v séru zaloZenou na principu detekce vysoce avidni
polyklonalni protilatkou proti epitopim « a A FLC, které v pfipadé vazby IgL v intaktnich
molekulédch Ig zlstavaji skryté a detekci nepfistupné. Stanoveni mnozstvi precipitovanych
imunokomplexti nefelometricky nebo turbidimetricky umozZiuje citlivou kvantitativni

detekci 1 velmi nizkych koncentraci obou typit FLC (Bradwell et al., 2001; Bradwell, 2008).

Kvantitativni analyza FLC se na PKCH provadi nefelometricky soupravami N Latex
FLC kappa a N Latex FLC lambda na pfistroji Siemens BN™. Narozdil od metody
FreeLite™ je na povrch polystyrenovych latexovych ¢astic navazdna monoklonalni
protilatka proti epitopim FLC. Po vazbé antigenu (FLC) ve vzorku na protilatky dochazi k
aglutinaci ¢astic, kterd mlze byt nefelometricky zméfena. Referencni rozmezi vySetieni
pomoci N Latex FLC uvadéné vyrobcem (te Velthuis et al., 2011) vcetné referencnich

intervall vySetfeni FreeLite™ (Katzmann et al., 2002) jsou uvedeny v tabulce IV.
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Tabulka IV: Referen¢ni meze N Latex FLC a FreeLite™.,

N Latex FLC FreeLite™
sFLC 6,7 —22,4 mg/l 3,3-19,4 mg/l
sFLC A 8,3 —27,0 mg/l 5,7-26,3 mg/l

index /A 0,31 -1,56 0,26 — 1,65

Kvantitativni analyza FLC pfispiva k piesnéjsi diagnostice i monitoringu prakticky
vSech typll MG. Zvlastniho vyznamu nabyva piedevsim u nékterych méné obvyklych forem
MM, jako je tzv. nesekre¢ni a oligosekrecni typ onemocnéni, LCMM a jinych MG,
pfedevsim AL amyloidozy (Drayson et al., 2001; Lachmann et al., 2003). Sekre¢ni forma
MM s produkci intaktni molekuly M-Ig ptedstavuje asi 80 % piipadi MM. Nezastupitelnou
roli v diagnostice téchto pacientll hraje SPE a IFE, nicméné u 96 % pacientll byla rovnéz
prokdzdna abnormdlni hodnota iFLC a/nebo indexu «/A (Bradwell, 2008). Pro
mnohonasobné¢ kratsi (n€kolikahodinovy) polocas FLC ve srovnani s intaktnimi molekulami
Ig (az 21 dni pro IgG) umoziuje stanoveni kvantity SFLC pruzné sledovani vyvoje nemoci
areakce na lécbu (Mead et al., 2004). Sérologickou diagnostiku relapsu navic muze
komplikovat skutecnost, ze v disledku klonalni evoluce dochazi v nékterych ptipadech
relabovaného myelomu ke zméné pivodni produkce intaktniho M-Ig na izolovanou tvorbu
pouze monoklonalnich FLC — tzv. ,light chain escape®. (Hobbs et al., 2010; Kiithnemund
et al.,2009).
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2.3 Soubor pacientii

Pivodni soubor nemocnych s diagnézou mnohocetného myelomu soustfedénych na
oddéleni Klinické hematologie (OKH) Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s., ktefi byli
vySetfeni v pritbé¢hu roku 2016 a u nichz byly sou€asné k dispozici vysledky analyzy FLC,
tvotilo celkem 137 pacientll v riznych fazich vyvoje onemocnéni s medianem véku 69 let
(rozmezi 39 — 90 let). Pomér muzd a zen (M/Z) v celkovém poétu pacienttl byl 0,9 (1 : 1,1).

Procentudlni vyjadieni poctu muzl a Zen je znazornéno na obrazku 4.

B muzi

B Zeny

Obrézek 4: Procentudlni zastoupeni muzi a Zen v piivodnim souboru pacientil s diagnézou

mnohocetného myelomu.

Z puvodni sestavy pacientl byli nasledné vybrani ti, u nichz bylo za rok 2016
k dispozici alesponnt 7 vysledk kvantitativni vySetfeni FLC. Vybérem na zakladé tohoto
kritéria byl ziskdn soubor 26 nemocnych za soucasné zmény demografické charakteristiky
studované skupiny pacientli. Ve srovnani s vychozim souborem je patrné vyznamnéjsi
zastoupeni Zen s pomérem M/Z 0.4 (1 : 2,2). Procentudlni zastoupeni obou pohlavi je

znazornéno na obrazku 5. Vékovy median byl 72 let (rozmezi 48 — 90 let).

® muzi

B 7Zeny

Obréazek 5: Procentualni zastoupeni muzii a zen v analyzovaném souboru pacientil

s mnohoc¢etnym myelomem.
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Studovany soubor sestaval prevazné z pacientll podstupujicich 1éc¢bu indikovanou
v pribéhu roku 2016 ¢i v druhé poloviné roku 2015. K dostupnym vysledkiim analyzy FLC
v jednotlivych intervalech byly nésledné dohledany a pfifazeny hodnoty odpovidajicich
vySetieni paraproteinu. Prevladajicim typem paraproteinu byl IgG s relativnim zastoupenim
69 %, imunochemicky typ IgA byl zastoupen u 23 % pacientd a dva nemocni m¢li MM
z lehkych tetézct (8 %). Pritomnosti IgL typu kappa se vyznacovalo 42 % nemocnych,
antigenniho typu lambda pak 58 %. Zastoupeni jednotlivych typtt MM z hlediska izotypu
produkovaného M-Ig spolu s relativni Cetnosti vyskytu IgL typu kappa a lambda je

znazornéno v grafickém ptehledu na obrazku 6.

lehké
fetézce
8%

Obrazek 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych izotypt tézkych a lehkych fetézct ve

studovaném souboru pacient.

Vyhodnoceni

Statistickd analyza primérného trendu vyvoje hladin FLC a paraproteinu v riznych
stadiich pribéhu nemoci vcetné grafického vyhodnoceni byly zpracovany v programu

Microsoft Office Excel 2007.
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2.4 Vysledky

2.4.1 Sledovani hodnot paraproteinu a volnych lehkych Fetézca v pribéhu 1é¢by

Klinicky vyznam analyzy sérovych hladin FLC u sekre¢nich forem MM s kompletnim
typem molekuly M-Ig byl zkouman v preliminarni studii (Mead et al., 2004) sledujici
dynamiku sérové hladiny FLC u 17 pacientd, a to vzhledem ke koncentraci intaktniho M-Ig
1 dalSim parametrim vcetné B,-mikroglobulinu a poc¢tu plazmatickych bunék v kostni dieni.
Diky vyrazné kratSimu metabolickému poloc¢asu FLC v séru (2 — 4 hodiny pro xk FLC a3 -6
hodin pro A dimery) oproti Ig molekulam (6 dni pro IgA izotyp, v piipad¢ IgG az 21 dni)
ptredstavuji sérové hladiny FLC dynamictéjsi parametr schopny pruznéji reflektovat zménu
masy myelomové populace v podminkdch probihajici 1é¢by. Pti¢inou mozného nepoméru
mezi stanovenimi M-Ig a FLC pfi probihajici 1écbé s poklesem koncentrace FLC
a zaroven urcitym pretrvavajicim mnozstvim M-Ig mlize byt pravé delsi poloc¢as katabolismu

intaktnich M-Ig molekul (Bradwell, 2008; Pika et al., 2012; Mead et al., 2004).

V ramci této Casti prace byly sledovany relativni zmény koncentraci M-Ig a iFLC
v reakci na zahdjeni 1é¢by 1 béhem jejiho dal§iho pribehu u skupiny 15 pacientii z ptivodni
26 clenné sestavy. Limitujicim faktorem byla zejména skutecnost, Ze do hodnoceného
souboru mohli byt zatazeni pouze pacienti indikovani k 1é€b€ v prib¢hu roku 2016 ¢i 2015,
u nichZ byly soucasné k dispozici vysledky vySetieni obou sledovanych parametrii pied
zahajenim lécby. Do vysledné analyzované sestavy tak nebyli zahrnuti ,,rozléceni* pacienti
bez dostupnych méfeni Casové relevantnich k datu zahdjeni 1é€by a rovnéZ oba nemocni

s LCMM.

Vzhledem k rozdilnosti hodnot M-Ig a iFLC mezi jednotlivymi pacienty byly v rdmci
souhrnné analyzy vypocteny primérné relativni zmény koncentrace obou parametrii oproti
puvodni hodnoté, tj. pii zahajeni 1é¢by, v mésicnich intervalech vyjadiené v procentech.
Primérny trend vyvoje obou ukazatelt v danych ¢asovych intervalech je graficky znazornén

na obrazku 7.
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Obrazek 7: Grafické srovnani sérovych hladin dominantniho typu volnych lehkych fetézci

a paraproteinu v prubéhu 1éCby.

Z prubéhu obou kfivek je patrné, ze kvantitativni zmény obou markera se uskute¢iuji
paraleln€. Zaroven byly sestrojeny grafy znazornujici dynamiku kvantitativnich zmén M-Ig
a 1FLC u jednotlivych pacientd. Pfi pohledu na konkrétni situace byla patrna pfevaha trendu
paralelni odpovédi obou parametrti, v nékterych ptipadech vsak byly pozorovany i vysledky

odlisné, které¢ 1ze demonstrovat na ptikladu dvou pacientd (Obr. 8 a 9).
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V prvnim piipad¢ se jednalo o pacienta s paraproteinem typu IgA kappa (Obr. 8),
u n¢hoz dochézi k ¢asnéjSimu poklesu iFLC. V dobé prvniho odbéru pfi probihajici terapii
byla zaznamenana redukce koncentrace iFLC o 77 % oproti ptivodni hladiné bez soucasné

upravy hodnot M-Ig, jehoz pokles (o 50 %) byl zaznamenén teprve po dalSich 28 dnech.
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Obrazek 8: Dynamika kvantity monoklonalniho IgA a x« FLC u pacienta s mnoho¢etnym

myelomem v pribé&hu terapie.
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Druhym ptikladem jsou vysledky pacientky s paraproteinem typu IgG lambda, u niz
nastala situace zcela opacna (Obr. 9). Navzdory ocekdvanému vyvoji dochazi po zahajeni
1écby k upravé M-Ig s perzistenci zvysSené koncentrace iFLC. K prvnimu, navic pouze
mirnému, poklesu hladiny iFLC (o0 6,3 % viéi vychozi hodnoté) doslo teprve po 4 mésicich

od zacatku terapie.
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Obrazek 9: Dynamika kvantitativnich zmén monoklonalniho IgG a A FLC u pacienta

s mnohocetnym myelomem v podminkach probihajici terapie.
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2.4.2 Sledovani hodnot paraproteinu a volnych lehkych retézci pred relapsem

V analyzovaném souboru byli dale sledovani nemocni, u nichz byly dostupné alespon
tfi vysledky kvantitativniho stanoveni jak FLC, tak paraproteinu v dobé pted zapocetim
1é¢by. Za referencni hodnotu pro sledovani zmén v kvantit¢ M-Ig a iFLC byla stanovena
hodnota vysledkd prvniho vySetfeni v daném roce ¢i pred koncem lécby, pokud po ni
nasledoval interval bez terapie a jeji opétovné zahajeni. Vysledky statistického vyhodnoceni

pramérnych zmén vyjadienych v procentech jsou zndzornény na obrazku 10.
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Obrazek 10: Grafické srovnani dynamiky sérovych hladin dominantniho typu FLC

a paraproteinu pied relapsem.

Z uvedeného grafického znazornéni je patrné, ze pred relapsem onemocnéni dochazi

k soucasné elevaci sérovych hladin obou ukazateli.
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Vysledky laboratornich vysetfeni jednotlivych pacientli byly vyneseny do zvlastnich
grafit pro zhodnoceni individualniho vyvoje kvantitativnich zmén M-Ig a iFLC. Témét
u vSech pacienti dochazelo k paralelnimu vzestupu hodnot obou ukazatelii. Vyjimku
predstavovaly vysledky pacientky s paraproteinem IgG lambda znédzornéné na obrazku 11,
u niz byla zaznamenana elevace sérovych iFLC, a to az na 189 % vychozi hodnoty, zatimco

koncentrace M-Ig zlistavala stabilni.

——M-Ig —@—Ilambda FLC A 7zahjjeni lécby
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Obrazek 11: Relativni zmény koncentrace paraproteinu a dominantniho FLC u pacientky

v dobé relapsu.

Opacny trend, tedy pfipad vzestupu koncentrace M-Ig bez odpovidajici zmény ve vysi
sérové hladiny iFLC v obdobi pfedchéazejicim relapsu, nebyl zaznamenan u Zadného

pacienta.
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2.4.3 Sledovani hodnot paraproteinu a volnych lehkych retézcii po ukonceni 1é¢by

V hodnoceném souboru nemocnych s MM byly dale sledovany hodnoty paraproteinu
a dominantniho typu FLC u pacientii, u nichz byla 1écba v pribéhu roku 2016 ukoncena,
a zaroven byly dostupné vysledky nejméné tii naslednych odbért. Jako ptvodni, vychozi,
hodnoty pro posouzeni dynamiky kvantity M-Ig a iFLC po ukonceni terapie slouzily
vysledky laboratorniho stanoveni obou parametri v dob¢ ptfed ukoncenim 1écby. Vysledek

statistického zpracovani relativnich zmén hodnot sledovanych parametri je zndzornén na

obrazku 10.
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Obrazek 10: Dynamika kvantitativnich zmén koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu

a dominantniho typu volnych lehkych fetézct po ukonceni terapie.

Pribéh zmén je vsak ke konci sledovani vzhledem k malému poctu pacientti do znacné
miry ovlivnén klinickym vyvojem onemocnéni pacienta, u néhoz ve sledovaném obdobi

doslo k relapsu s vysokym relativnim vzestupem hodnot M-Ig.
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V souboru pacienti byly rovnéz dva nemocni se stabilnim onemocnénim. Pro
piredbézny pohled na chovani obou parametri v podminkach stabilni choroby, byly vyneseny
do grafu relativni zmény koncentrace M-Ig a iFLC pacientky s paraproteinem IgG lambda

v zavislosti na ¢ase uplynulém od zac¢atku roku (Obr. 11).
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Obrazek 11: Vyvoj hladiny monoklonalniho IgG a volnych lehkych fetézci lambda

u pacientky se stabilni chorobou.

Z grafického zpracovani bylo ziejmé, Ze koncentrace obou parametrii zlstavaly

stabilni po celou dobu sledovani.
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3. Diskuze

Doporuceni tykajici se vhodné indikace a interpretace vysetfeni koncentrace FLC
vcetné jeho vyznamu pro dalsi [é¢ebny postup u MM a piibuznych chorob byla publikovana
IMWG v roce 2009. Jedna se predevSim o diagnostiku a monitorovani oligo- a nesekrec¢niho
typu myelomu, AL amyloidézy, LCMM a MGUS. Vétsinu ptipadi MM vSak predstavuje
sekre¢ni typ se syntézou intaktnich molekul M-Ig. Piestoze byla v dobé diagnézy u 96 %
téchto nemocnych pozorovdna abnormalni hodnota sFLC a/nebo indexu kappa/lambda
(Mead et al., 2004), klinicky vyznam laboratorné zjisténych vysledkt stanoveni FLC v séru
pro monitorovani prubéhu IIMM zlstava z velké c¢asti nedefinovan (Dispenzieri et al.,

2009).

V této praci jsem se soustfedila na sledovani relativnich zmén sérové hladiny
paraproteinu a volnych lehkych fetézcti v riznych klinickych situacich. Sérova koncentrace
volnych lehkych fetézch nekoreluje s hladinou intaktniho M-Ig. Jedné se tedy o vzajemné
nezavislé parametry, zdroven ale oba vyjadiuji sekre¢ni potenciél klonalnich bun¢k (Pika et
al., 2012). Vysledky pozorovani jsem porovnavala se studiemi nékolika autorti, jejichz cile

a metodika se nejvice blizily mé praci.

Vysledny sledovany soubor byl tvofen 26 pacienty s diagnézou mnohocetného
myelomu v riznych fazich onemocnéni. Z hlediska demografické charakteristiky pacientii
bylo patrné zejména vys$si zastoupeni Zen (témét 70 %), které je nejen v rozporu s trendem
mirné predominance vyskytu tohoto onemocnéni u muzli uvadénym v literatufe, ale
neodpovida ani struktufe piivodniho souboru pacientl (Obr. 5). Demografické rozdily mezi
celkovym souborem nemocnych a studovanou skupinou vyplynuly z vybéru pacientli na

zéklad¢ kritéria, kterym byl poc€et dostupnych laboratornich dat za rok 2016.

Vékovy median pacientli v celkovém souboru pacientii (n = 137) byl 69 let, ve
zkoumané sestavé (n = 26) pak 72 let. V literatuie nejcastéji uvadény median véku pii
diagnoze se v jednotlivych publikacich mirn€ 1isi, nejcastéji se vSak pohybuje v rozmezi 65-
70 let (Kyle et al., 2003b; Kristinsson et al., 2007). V naSem piipad€ oba soubory sestavaly
z pacientll v riznych fazich pribéhu choroby, nikoliv pouze nov¢ diagnostikovanych,

vekova struktura souboru je nicméné 1 tak v souladu s literdrnimi tdaji.

Je zndmo, Ze zastoupeni jednotlivych izotypi M-Ig u MM odrazi vcelku pfirozené

koncentra¢ni zastoupeni imunoglobulinovych tfid v krvi. Z rozsahlejSich studii na souboru
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vice nez tisice pacientli vyplynulo, Ze nejcastéjsim typem je IgG (~ 53 %), mén¢ Casty izotyp
IgA (~22 %) a MM s izolovanou tvorbou lehkych fetézcti (16 %), ostatni formy jsou vzacné
s pfiblizné 1% vyskytem (Kyle et al, 2003b; Nair et al, 2009). Z hlediska
imunochemického typu paraproteinu byly v naSem analyzovaném souboru zastoupeny pouze
izotypy IgG (69 %)a IgA (23 %), ptiCemz dva nemocni (8 %) méli LCMM (myelom
z lehkych fetézcli). Raritni formy myelomu provéazené IgD, IgE a IgM paraproteinémii se

v nasem souboru nevyskytovaly, coz nebylo vzhledem k jeho velikosti mozno ocekavat.

Pro vSechna sériovd méfeni 26 pacientli s diagnézou mnohocetného myelomu
soustiedénych na OKH bylo zjisténo datum zahdajeni i ukonceni 1é¢by, ptfi¢emz s ohledem na
limitovany pocet pacientll nebylo dale rozliSovédno, zda se jednalo o prvni ¢i naslednou linii
lécby. Souhrnnd analyza primérného trendu vyvoje obou laboratornich parametrti u skupiny
15 pacientti s dostupnymi mefenimi umoznujicimi stanoveni vychozich hodnot paraproteinu
a FLC ve vztahu k zahajeni apribéhu lécby ukazala, Zze zmény obou ukazateli se
uskuteciiuji paralelné¢ s mirn€ naznacenym trendem rychlejSiho poklesu FLC. Toto
pozorovani je v souladu se zavéry dalSich autord, ktefi provedli sériovd méfeni nékolika
laboratornich markert véetné FLC a paraproteinu, pti¢emz i pfes paralelni zmény dochazelo
k vétsim relativnim zméndm FLC (Mead et al., 2004; Pratt et al., 2006). Po statistickém
zpracovani celého souboru je zfejmé, ze hodnoty obou ukazatelli klesaji paralelné a po
pfiblizné 5 mésicich od zahdjeni 1écby dosahuji plateau. Déle je patrné, Ze pocinaje devatym
mésicem od zapoceti terapie dochdzi u nékterych pacient k nartistu obou parametri. Pii
bliz§im pohledu na konkrétni vyvoj u jednotlivych pacientll byly zaznamenany i odlisné
situace, v nichZ dochazelo izolované¢ ke zméné pouze FLC, pficemz Uprava hodnot
paraproteinu se uskute¢nila teprve s ur€itym zpozdénim (Obr. 7). Vyskyt diskrepantnich
vysledkl mezi stanovenimi FLC a paraproteinu byly pozorovany v nékolika dalsich studiich

(Mead et al., 2004; Tate et al., 2005).

Pfi monitorovani vyvoje zmén obou laboratornich markert v rdmci hodnocené skupiny
pokryval interval sledovani u nekterych pacientti obdobi relapsu onemocnéni. Na zaklade
dostupnych méfeni z doby pifed indikaci zahajeni jeho 1écby byl statistickym zpracovanim
vysledki méteni u této podskupiny nemocnych sledovan vyvoj hodnot FLC a paraproteinu.
Pii celkovém hodnoceni dynamiky primérnych zmén byl v intervalu dvou mésicii pred
samotnym relapsem patrny pocinajici narGst obou markerd s naznacenym trendem
vyrazn€j$itho vzestupu hladiny paraproteinu. Ve vétsSing piipadi se v souladu s primérnym

trendem zmény obou ukazatelli signalizujici relaps choroby uskutecniovaly paralelné. Pti
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analyze dynamického pribéhu hodnot FLC a paraproteinu u individualnich nemocnych byl
rovnéz zaznamenan jeden piipad vzestupu FLC beze zmény v hladin¢ paraproteinu. Mead et
al. (2004) ve své studii pozoroval, ze sérové hladiny FLC piedstavovaly ¢asné€jsi indikator
nastupujiciho relapsu ve srovndni se stanovenim paraproteinu u jednoho ze 7 relabujicich
pacientl, pfiCemz Tate et al. (2005) popsal stejnou situaci u jednoho z 11 pacientd. Naopak
Casngj$i zmény v hladin¢ intaktni molekuly paraproteinu signalizujici nastup relapsu

pozorovali autofi u 2 ze 7, resp. 6 z 11 pacient. V naSem souboru v$ak tento opacny trend

vyvoje zaznamenan nebyl.

Pti pohledu na vyvoj hodnot sérové hladiny FLC a paraproteinu v obdobi po ukonceni
lécby byla dynamika podobnad jak zhlediska statistického zpracovani souboru, tak
v konkrétnich situacich jednotlived. Vysledky souhrnné analyzy naznacuji, Ze pftiblizné
s odstupem 6 mésict jiz dochazi k relapsu, nicméné tento vysledek byl do znacné miry
ovlivnén jednim relabujicim pacientem, u n¢hoz dochédzelo k elevaci sérové hladiny

paraproteinu s relativnim vzestupem o nékolik set procent.

V analyzované sestavé pacient byly rovnéz dva nemocni se stabilnim onemocnénim,
kteti nebyli v pribehu celého roku IéCeni. Pro pfedbézny pohled na vyvoj zmén sledovanych
laboratornich parametri v podminkéch stabilni choroby byly v daném obdobi sledovany
relativni zmény v hladinach paraproteinu a FLC u jedné pacientky. Z grafického zpracovani
bylo ziejmé, ze koncentrace obou parametri zistavaly stabilni po celou dobu sledovani
a zpocatku ocekavané kolisani hodnot FLC v dusledku vnéjsich vliva (napf. infekei) pfi

stabilni hodnoté paraproteinu pozorovano nebylo.

Vsechny udaje ve vSech klinickych situacich u vétSiny pacientd jsou paralelni
(s vyjimkou téch, co maji jenom FLC), ale zachytili jsme i pfipady, v nichZ zména
klinického stavu byla signalizovana jenom jednim nebo druhym parametrem. Je ziejmé, Ze
o oba markery mohou mit u individudlnich pacientii odliSnou dynamiku, proto se na zékladé
ziskanych dat domnivam, Ze je tedy pro Casny zachyt zmén klinického stavu u vétSiny
pacientll optimalni sledovat oba parametry. Piestoze jde o vysledek hodnoceni pomérné€ malé

skupiny pacientil, odpovida zavértim predchozich studii.
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4. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo sledovani a vzajemné porovnani hodnot paraproteinu
a volnych lehkych fetézcl u nemocnych s mnohoCetnym myelomem v riznych fazich
prabéhu choroby — v prib¢hu 1€¢by, pred relapsem a dale po ukonceni terapie. Stanoveny cil

byl splnén.

Na zéklad¢ teoretickych pfedpokladi byly stanoveny dvé hypotézy tykajici se
dynamiky koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu a volnych lehkych fetézct v séru
v pribéhu choroby. Prvni hypotéza piedpokladajici Casnéjsi zachytitelnost odpoveédi na
zménu prubehu choroby zménou koncentrace volnych lehkych fetézcii se nepotvrdila. Druhé
hypotéza vychdzela z predpokladu, ze vyvoj hodnot paraproteinu a volnych lehkych fetézcl
se u individudlnich pacientd muze lisit, proto je vhodné sledovat oba parametry. Tato
hypotéza byla potvrzena na zdkladé¢ dokumentace individudlnich piipadd, kdy dochdzelo

k odpovidajici zméné v hladin€ pouze jednoho z laboratornich ukazatelt.
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5. Seznam pouzitych zkratek

ASCT

BM
CR
CRAB

D-S klasifikace
EM

FLC

HRD

IFE

iFLC

Ig

IgL

IgH
IMWG
ISS
LC-MGUS

MDE
MG
MGUS
M-Ig
MM
MR
NHRD
OKH
OPG
PCL
PD
PKCH
pPCL

autologous

kmenovych bunék

B>-mikroglobulin

stem

cell

transplantation,

complete response, kompletni remise

autologni

transplantace

akronym hyperkalcémie, rendalni insuficience, anémie, osteolytické

zmény

klasifikace mnohoc¢etného myelom dle Durieho a Salmona

extramedularni (mimokostni)

free light chains, volné lehké fetézce

hyperdiploidni karyotyp

imunofixacéni elektroforéza

involved free light chain, dominantni typ volnych lehkych fetézci

imunoglobulin

lehké fetézce imunoglobulini

tézké fetézce imunoglobulint, z anglického "heavy"

International Myeloma Working Group

International Staging System, mezinarodni stdZovaci systém

light chain MGUS, monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu s

produkci lehkych fetézch

myeloma defining events, udalosti definujici myelom

monoklonélni gamapatie

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

monoklondlni imunoglobulin

mnohocetny myelom

magnetickd rezonance

non-hyperdiploidni karyotyp

oddéleni Klinické hematologie

osteoprotegerin

plazmocelularni leukémie

progressive disease, progresivni onemocnéni

Pracovisté klinické chemie

primarni plazmocelularni leukémie
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PR parcialni remise

RANK receptor aktivujici nuklearni faktor kappa B

RANKL ligand pro RANK receptor

SD stable disease, stabilni onemocnéni

sCR stringent complete response, "stringent" kompletni remise
sFLC serum free light chains, volné lehké fetézce v séru

sPCL sekundarni plazmocelularni leukémie

SPE serum protein electrophoresis, elektroforéza bilkovin séra
SMM smoldering mutliple myeloma, doutnajici myelom

VGPR very good partial response, velmi dobra parcialni remise
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