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1.0 Predmluva

Mnohocetny myelom patii mezi nejcastéjSi zhoubna onemocnéni krvetvorné tkané a jednim
zjeho hlavnich charakteristik je produkce monoklondlniho imunoglobulinu. Kromé
kompletnich molekul imunoglobulinu produkuji klondlni nadorové plazmocyty rovnéz
variabilni mnoZzstvi volnych lehkych fetézcl, které nejsou vazany v molekulach
imunoglobulinu. Nové moznosti stanoveni volnych lehkych fetézct se v poslednich letech
staly pfedmétem zajmu celnich hematologickych pracovist pro svij evidentni piinos pro
béznou klinickou praxi, nejen v péci o nemocné s mnohocetnym myelomem, ale 1 s dalSimi
monoklondlnimi gamapatiemi. Vzhledem k tomu, Ze problematika monoklonalnich gamapatii
patii mezi zékladni obory III. interni kliniky, je tato prace vénovéana zhodnoceni klinického
pfinosu stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézci pravé u nemocnych s
mnohocetnym myelomem a u jedinc s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu. Nutno
uvést, ze problematice volnych lehkych fetézci byla na nasem pracovisti vénovana
soustiedéna pozornost a z pohledu Ceské republiky byla spojena i s prvnimi prednaskovymi a
publikacnimi prezentacemi, a to i sdélenimi shrnujicimi dil¢i vystupy vzniklé v ramci
pfedloZzeného disertaéniho spisu. Je potéSujici sjakou rychlosti nalezla problematika
vySetiovani volnych lehkych fetézcii praktické uplatnéni a stala se v soucasnosti piirozenou

soucasti bézné klinické praxe.



2.0 Piehled pouzitych zkratek a symboli

9mT._MIBI

AL amyloid6za

Allo-SCT
ASCT
ASO-PCR
Bom
bALP

B-J bilkovina
BJ-MM
B-J urie
CAD

CR
CRAB

CT

CTD

D-S

D-S plus
Fas

FC

scintigrafie s vyuzitim metoxyizobutylizonitrilu znac¢eného

99mTechneciem

amyloiddza zplisobena amyloidem z lehkych fetézcl imunoglobulinu
transplantace alogennich kmenovych bun¢k

transplantace autolognich kmenovych bunék

polymerazova fetézova reakce s uzitim specifickych oligonukleotida
> — mikroglobulin

kostni frakce alkalické fosfatazy

Bence-Jonesova bilkovina

Bence — Jonesova forma mnohocetného myelomu

odpad Bence — Jonesovy bilkoviny v mo¢i

chemoterapie: Cyklofosfamid, Adriablastin, Dexametazon
kompletni remise

hyperkalcémie, renalni nedostate¢nost, anémie, kostni postizeni
pocitacova tomografie

chemoterapie: Cyklofosfamid, Thalidomid, Dexametazon

staZzovaci systém dle Durieho-Salmona

stdZzovaci systém Durie-Salmon plus

Fas antigen

pritokova cytometrie



FDG-PET/CT pozitronova emisni tomografie kombinovana s poc¢itacovou tomografii

vyuzivajici 2-["*F]-fluoro-2-deoxy-d-glukézu

FISH fluorescen¢ni in situ hybridizace

FW sedimentace erytrocytl

GEP genovy expresni profil

HD-T/ASCT vysokodavkovana terapie s podporou autolognich kmenovych bunék
HGF hepatocytarni ristovy faktor

HLC tézky/lehky fetézec imunoglobulinu
ICAM intercellular adhesive molecule-1

ICTP telopeptid kolagenu typu |

IFE imunofixacni elektroforéza

IgG, A,M, D, E imunoglobulin G, A, M, D, E

IL-6R receptor pro interleukin-6

IMWG ,International Myeloma Working Group*
ISS ,International Staging System*

KT konven¢ni terapie

LCE ,,light-chain escape‘ fenomén

LR lehké fetézce imunoglobulinu

MG monoklonalni gamapatie

MGUS monoklonélni gamapatie nejistého vyznamu
MIG monoklondlni imunoglobulin

MM mnohocetny myelom

MP chemoterapie: Melfalan, Prednizon



MPR
M-protein
MPT

MR
NF-kappaB
NS

NSMM
OPG

PAD

PB

PINP

RCD

REA
RIA
RIC
ROTI
RTG
sCR

STIR

S-VLR

chemoterapie: Melfalan, Prednizon, Lenalidomid
monoklondlni imunoglobulin

chemoterapie: Melfalan, Prednizon, Thalidomid
magneticka rezonance

nuklearni faktor kappaB

nesignifikantni

nesekretorickd forma mnohocetného myelomu
osteoprotegerin

chemoterapie: Bortezomib, Adriablastin, Dexametazon
plazmatické bunky

N-terminal peptide procollagen-I

chemoterapie: Lenalidomid, Adriablastin, Dexametazon
chemoterapie: Lenalidomid, Cyklofosfamid, Dexametazon
chemoterapie: Lenalidomid, Dexametazon
radioenzymaticka analyza

radioimunoanalyza

ptipravny rezim s redukovanou intenzitou

,related organ or tissue impairment*

rentgenologické vySetieni

»stringentni‘ kompletni remise

sekvence s potlacenim tukové tkdné€ pii vysetfeni magnetickou

rezonanci

volné lehké fetézce v séru



SWOG
Syn-1
TAD
T-CED
TK
TRAP
VAD

VBMCP

VCAM
VCD
VD
VEGF
VGPR
VLR

VMP

»Southwest Oncology Group*

Syndecan-1/CD 138

chemoterapie: Thalidomid, Adriablastin, Dexametazon
chemoterapie: Thalidomid, Cyklofosfamid, Etoposid, Dexametazon
thymidinkinaza

tartarat-rezistentni kysela fosfataza

chemoterapie: Vinkristin, Adriablastin, Dexametazon

chemoterapie: Vinkristin, BCNU (CCNU), Melfalan, Cyklofosfamid,

Prednizon

vaskular cell adhesive molecule-1

chemoterapie: Bortezomib, Cyklofosfamid, Dexametazon
chemoterapie: Bortezomib, Dexametazon

vaskularni endotelialni ristovy faktor

velmi dobra parcidlni remise

volné lehké fetézce imunoglobulinu

chemoterapie: Bortezomib, Melfalan, Prednizon



3.0 Souhrn

3.1 Souhrn disertacni prace

PredloZena prace se zabyva problematikou stanoveni sérovych hladin volnych lehkych
fetézct (VLR) imunoglobulinu x a A u monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS)
a mnohoc¢etného myelomu (MM). V teoretické ¢asti je podan stru¢ny piehled soucasného
stavu znalosti o epidemiologii, patogenezi, diagnostice a terapii MM, piicemz bliz§i pozornost
je vénovana moznostem stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu. Vlastni diserta¢ni prace
je rozdélena do 6 kapitol, které jsou vénovany zhodnoceni klinického piinosu stanoveni
sérovych hladin volnych lehkych fetézci imunoglobulinu a jejich vztahu k vybranym
klinicko-laboratornim aspektim MGUS a MM a jedné kapitoly zabyvajici se pilotnim
vysetienim sérovych hladin para tézkych/lehkych fetézchh imunoglobulinu u monoklonalnich

gamapatii.

V prvni kapitole vénované stanoveni sérovych hladin VLR u MGUS bylo vysetieno 191
jedincii s MGUS, pii¢emz patologické hladiny VLR a indexu klonality /A byly zjistény v 62
resp. 55,5% ptipadi. Béhem Sestiletého sledovani doslo u 11 jedinct k transformaci v maligni
formu monoklondlni gamapatie, coz odpovida piiblizné 0,95% ptipadii za rok. S uZzitim
stratifikaéniho systému pro MGUS, zalozeném na kvantité, izotypu M-proteinu a hodnoté
indexu /A byly identifikovany rizikové skupiny jedinci s MGUS, pfi¢emz pravé mira
zaznamenané transformace odpovidala tizi rizika. Vyvoj MGUS v MM byl spojen s nartistem
hladin volnych lehkych fetézcii a zejména s narlistem miry patologie indexu «/A. Prace tedy
potvrdila vyznam stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézci u MGUS a zejména

pak jejich piinos pro identifikaci rizikovych forem s ur¢enim optimalniho sledovani.

V kapitole vénované stanoveni sérovych hladin VLR u MM, byla v souboru 261 nemocnych
zjiténa patologie hladin VLR a indexu /A v 96% piipadd, pii¢emz bylo prokazano, Ze se
jedna o parametr zcela nezavisly na hodnoté¢ M-proteinu.. Byl potvrzen nenahraditelny ptinos
pro méné obvyklé formy MM jako je nesekretoricky €i oligosekretoricky typ a IgD typ.

Kapitola se z¢asti vénuje 1 problematice ,,light-chain escape* fenoménu.

V tieti kapitole zamétené na srovnani sérovych hladin VLR a x/A indexu u monoklonalni
gamapatie nejistého vyznamu byly zjiStény vysoce signifikantni rozdily v hladinach
dominantniho lehkého fetézce i indexu /A, ale rovnéz i ve vyznamné mife suprese fetézce

alternativniho svéd¢ici o vyrazné imunitni paréze u nemocnych s mnohocetnym myelomem.



Nicméné vysledky ukazaly, Ze stanoveni hladin VLR s vypoétem indexu klonality, Ize pouzit
jako pomocného ukazatele v ramci ostatnich parametrii k odliSeni MM od MGUS, pii¢emz
v pfipad¢ normélnich hladin je diagn6za MM nepravdépodobnd, nicméné vzhledem
k vyznamnému vzdjemnému prekryvani hodnot k odliSeni MGUS od MM rozhodujici mirou

neprispiva.

V dalsi kapitole vénované analyze sérovych hladin VLR a /A indexu ve vztahu ke stadiu
pokrocilosti MM definovanymi dle stdzovacich systému dle Durieho-Salmona a International
Staging System nebyl zjiStén vyznamnéj$i rozdil v jejich hladinach. Bylo potvrzeno, zZe
hladiny VLR jsou pom&mé nezavisly parametr, dany zejména jejich variabilni mirou sekrece
a rychlym katabolismem a mohou tedy byt uZity jako doplilujici parametr stdzovacich

systémtl.

V paté kapitole vénované analyze vztahi sérovych hladin VLR a «/A indexu, byly zjidtény
vzajemné zavislosti s hladinami p,mikroglobulinu, thymidinkinazy, parametri kostniho
metabolismu, hepatocytarniho riistového faktoru, Syndecanu-1 a Fas antigenu. Z dosazenych
vysledkl ale vyplyva, ze vztah vétSiny biologickych, ndmi vySetfenych plisobkll k sérovym
hladindm VLR « a X a jejich vzdjemného poméru, piispiva predeviim k hlubsimu poznani

patobiologie MM a nema vyznaméjsi ptinos pro klinickou praxi.

V kapitole vénované prognostickému vlivu VLR na preZiti nemocnych s MM byl piedb&Znou
analyzou potvrzen vztah miry patologie indexu «/A a délky pieziti u Iéenych pacientli se
symptomatickym onemocnénim. Pfi detailni analyze souboru vSak bylo zjiSténo, Ze tento
prognosticky vliv plati pouze pro nemocné 1écené konvencni terapii, véetné zaclenéni novych,
biologicky piisobicich 1ékd. U nemocnych lé¢enych vysokoddvkovanou terapii s podporou
autologniho Stépu tento trend zachycen nebyl a dd se fici, Ze intenzivni terapie stira
prognosticky vyznam indexu klonality /A a u takto lé¢enych nemocnych je nutné hledani a

identifikace novych, vhodnych prognostickych ukazatela.

V posledni kapitole vénované stanoveni hladin parti lehkych/tézkych ftetézci (HLC)
imunoglobulinu metodou HevyLite'", inicialni analyza na doposud poetné limitovaném
souboru nemocnych s MGUS a MM typu IgA a IgG potvrdila vztah HLC k aktivité
onemocnéni, byly prokazany silné korelace hodnot HLC k hladindm M-proteinu stanovenych
elektroforézou séra a k hladinam celkového IgG resp. IgA stanoveného nefelometricky. Jako
velmi ptinosné se jevi vysledky stanoveni u nemocnych s dosazenou lécebnou odpovédi,

umoziujici detailni stanoveni velmi nizkych hladin MIG.
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3.2 Piehled kli¢ovych slov

mnohocetny myelom — monoklondlni gamapatie nejist¢tho vyznamu — monoklondlni
gamapatie — volné lehké fetézce imunoglobulinu — diagndza - stazovaci systémy — biologické

ukazatele —prognoza — pary tézkych/lehkych fetézci imunoglobulinu
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Graf 4.

Graf 5.

Graf 6.

Graf 7.

Graf 8.

Sérové hladiny volnych lehkych fetézci u monoklonalni gamapatie
nejistého vyznamu (MGUS).

Nartst hladin volnych lehkych fetézct imunoglobulinu « resp. A u 10
jedinct s monoklondlni gamapatii nejistého vyznamu v priibé¢hu
transformace v mnohocetny myelom.

Naértst resp. prohloubeni indexu k/A volnych lehkych fetézci
imunoglobulinu u 10 jedincii s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu
béhem transformace v mnohocetny myelom.

Sérové hladiny volnych lehkych fetézcti u mnohocetného myelomu (MM).
Sérové hladiny volnych lehkych fetézci k a hodnoty k/A indexu u izotypt
mnohocetného myelomu — skupina ,,kappa®.

Sérové hladiny volnych lehkych fetézcii A a hodnoty /A indexu u izotypl
mnohocetného myelomu — skupina ,,Jambda“.

Pribéh mnohocetného myelomu IgA kappa, III-A, s progresi formou
parcialniho ,,light-chain escape* fenoménu, srovnani hladiny paraproteinu
IgA kappa a volnych lehkych fetézct k.

Priibéh onemocnéni hodnoceny pomoci hladin volnych lehkych fetézci k a
indexu k/A: Nesekretoricky myelom (podle konvenc¢nich kritérii), kappa
free, léCeny vysokodavkovanou terapii s podporou autologniho §tépu

s naslednym dosazenim kompletni remise.
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Graf 9.

Graf 10.

Graf 11.

Graf 12.

Graf 13.

Graf 14.

Graf 15.

Graf' 16.

Graf 17.

Mnohodcetny myelom B-J lambda, I1-A, vztah sérovych hladin volnych
lehkych fetézcti A, B-J urie a indexu x/A béhem induk¢ni

chemoterapie VAD.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcl « a k/A

indexu u jedinct s monoklonélni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) a
pacientl s mnohoc¢etnym myelomem (MM) — skupina ,.kappa“.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézct k, A a k/A indexu u
jedinct s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUYS) a inicidlnimi
stadii mnohocetného myelomu dle Durieho-Salmona (DS) a International
Staging System (IPI) — skupina ,,kappa®.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézct k, A a k/A indexu u
jedincii s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) a inicidlnimi
stadii mnohocetného myelomu dle Durieho-Salmona (DS) a International
Staging System (IPI) — skupina ,,Jambda“.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézct k, A a k/A indexu mezi
stadii stdzovaciho systému dle Durieho — Salmona (D-S) — skupina ,,kappa‘.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézchi A a /A indexu mezi
podstadii A a B stazovaciho systému dle Durieho — Salmona — skupina
,,Jambda“.

Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézchi A a /A indexu mezi
stadii staZzovaciho systému International Staging System (IPI) — skupina
,,Jambda“.

Skupina ,.kappa“: vztah sérovych hladin VLR « a p,m, ICTP a sHGF.

Skupina ,,kappa“: vztah hodnot indexu x/A a f,m, ICTP a sHGF.
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Graf 18.
Graf 19.

Graf 20.

Graf 21.

Graf 22.

Graf 23.

Graf 24.

QGraf 25.

Skupina ,,Jambda“: vztah sérovych hladin VLR A a pom, ICTP a sHGF.
Skupina ,,Jambda“: vztah hodnot indexu k/A a f,m, ICTP a sHGF.
Prognosticky vyznam indexu «/A s diskrimina¢nimi hodnotami <0,02;3,6>
vs. <0;0,02) a (= 3,6) ve skupin¢ nemocnych se symptomatickym
myelomem, 1é¢enych konvenéni terapii ¢i vysokodavkovanou terapii s
autologni transplantaci.

Prognosticky vyznam indexu «/A s diskrimina¢nimi hodnotami <0,03;32>
vs. <0;0,03) a (> 32) ve skupiné nemocnych se symptomatickym
myelomem, 1écenych konvenéni terapii ¢i vysokodavkovanou terapii s
autologni transplantaci.

HevyLite™ vySetfeni u 24 nemocnych s IgA mnoho&etnym myelomem
(MM) a 7 jedinct s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS).
HevyLite™ vysetteni u 30 nemocnych s IgG mnoho&etnym myelomem
(MM) a 1 jedince s monoklonélni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS).
Spearmanova korelace hladin M-proteinu a IgAx resp. IgAA stanovenych
metodou HevyLite™; korelace sumace IgAk a IgAL s celkovymi hladinami
IgA.

Spearmanova korelace hladin M-proteinu a IgGxk resp. IgGA stanovenych
metodou HevyLite™; korelace sumace IgGk a IgGA s celkovymi hladinami

IgG.
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4.0 Cile disertacni prace
4.1 Zhodnoceni prinosu stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcu
imunoglobulinu u mnohocetného myelomu a monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu
4.1.1 Zhodnoceni vySetteni sérovych hladin volnych lehkych fetézci imunoglobulinu
v souboru jedinct s monoklonélni gamapatii nejistého vyznamu a posouzeni jejich
ptinosu pro rizikovou stratifikaci
4.1.2 Zhodnoceni sérovych hladin volnych lehkych fetézct imunoglobulinu
u nemocnych s mnohocetnym myelomem a jejich pfinos u jednotlivych typt
choroby
4.1.3 Posouzeni mozného piinosu stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézci
imunoglobulinu v diferencialni diagnostice monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu a mnohocetného myelomu
4.1.4 Posouzeni vztahu sérovych hladin volnych lehkych fetézct imunoglobulinu
ke stupni pokrocilosti mnohocetného myelomu
4.1.5 Zhodnoceni vztahu sérovych hladin volnych lehkych Zetézcli imunoglobulinu a
vybranych biologickych ukazatelt mnohocetného myelomu
4.1.6 Posouzeni prognostického vyznamu sérovych hladin volnych lehkych fetézci
imunoglobulinu u symptomatického mnohocetného myelomu
4.2 Zavedeni stanoveni sérovych hladin paru tézZkych/lehkych ietézci imunoglobulinu

u monoklonalnich gamapatii a provedeni pilotni analyzy ziskanych vysledki
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5.0 Uvod do ieSené problematiky

5.1 Charakteristika mnohoc¢etného myelomu

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné hematologické onemocnéni charakterizované
klonalni proliferaci a akumulaci neoplasticky transformovanych elementii terminalni faze
diferenciace B-lymfocytl v kostni dfeni, s produkci monoklonalniho imunoglobulinu (MIG),
detekovatelného v séru a/nebo v moci a provazenym organovym postizenim definovanym
zkratkou CRAB (hyperkalcémie, rendlni nedostatecnost, anémie a kostni postizeni). Samotny
celkovy klinicky obraz nemoci, tedy manifestace, prubéh, odpovéd na terapii a mozné
komplikace, je velmi rozdilny, dany zejména vlastnimi charakteristikami nadorového klonu,
nemén¢ dulezitou roli vSak hraje 1 v€asnost stanoveni diagnézy s brzkym zahdjeni adekvatni

terapie a samoziejmé 1 charakteristiky samotného nemocného (1,2,3.,4,5).

Incidence onemocnéni je 4-5 novych piipadii na 100 tisic obyvatel za rok a po
skupin€ non-hodginskych lymfomt piedstavuje druhou nejcastéjsi hematologickou malignitu.
MM je typickym onemocnénim star$i populace s medidnem ~ 66 let s lehkou predominanci
muzské populace (M:Z = 1,1:1) (4,6). Doposud nebyla vysledovana spojitost s infekénim &i
jinym etiologickym agens a taktéz nebyla identifikovdna specifickd zména karyotypu, jako je
tomu u nékterych jinych zhoubnych onemocnéni krvetvorného systému (7). Dédicny vyskyt,
az na ojedinéla kazuisticka sdéleni nebyl pozorovan, otdzka castéjsiho vyskytu monoklonalni

gamapatie je v soucasnosti predmétem specidlniho vyzkumu (8).

Prvotni proces rozvoje nemoci je charakterizovan vyvojem monoklondlni gamapatie
nejistého vyznamu (MGUS), coz je prekurzorova léze predchazejici MM (9). Jeji vznik je
iniciovan mutacemi pamétovych B-lymfocytl a plazmoblasti v oblastech zarodecnych center
lymfatickych folikulli, zfejmé¢ jako nasledek antigenni stimulace a nasledné aktivaci a
abnormalni exprese Toll-like receptori a/nebo nadmérné exprese receptort pro interleukin-6
(IL-6R). Nasledné IL-6-dependentni impulzy se podileji na vzniku dalSich cytogenetickych
zmén, charakteristickych pro premaligni fazi MGUS. U ptiblizné 50% ptipadi MGUS se
jednd o zmény =zahrnujici IgH lokus na chromozomu 14 definujici tézké fetézce
imunoglobulinu. Ve zbyvajicich ptipadech se vétSinou jednd o hyperdiploidni zmény.
Nasledné vzniklé cytogenetické zmény jako napi. zmeény mutace Ras a myc onkogent,

sekundarni translokace, p53 mutace a mnoho dalSich, maji ptfimy vliv na transformaci MGUS
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do mnohocetného myelomu. Poté jsou plazmocyty, jako cirkulujici klonalni myelomové
prekurzory uvoliiovany do periferni krve a jejich zachycovanim dominantné v kostni dieni,
dochazi k disseminaci nemoci. Samotné zachycovani myelomovych prekurzora v kostni dieni
je dano interakci cytoadhezivnich molekul na povrchu myelomovych bun¢k a elementi
stromatu a extracelularni matrix kostni dfené. Za pulisobeni celé tady proliferacnich a
aktivacnich stimuld, para- 1 autokrinnich dochazi nasledné k dalsi proliferaci a diferenciaci
nadorového klonu. Samotnd cytokinovd sit mikroprostiedi kostni dfené¢ ve vztahu
k myelomové populaci je charakterizovana nesmirné slozitou plejddou mezibunéénych a
cytokinovych interakei, kterd méa kromé samotného vlivu na nddorovou populaci 1 aktivacni a
diferenciacni vliv pro populace osteoklastii, jeZ ma za nasledek vystupniovanou kostni resorpci

4,10, 11, 12, 13).
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5.2 Diagnosticka Kkritéria mnohoc¢etného myelomu

Patefi stanoveni diagndzy mnohocetného myelomu byla jasné definovana
diagnostickd kritéria sestavend skupinou SWOG (South-West Oncology Group) a
v sou€asnosti  skupinou IMWG (International Myeloma Working Group) jednoznaéné
definujici onemocnéni shrnutim vSech zékladnich, charakterizujicich aspektli nemoci:
infiltraci  kostni dfen¢ monoklondlnimi  plazmocyty, produkci monoklonalniho
imunoglobulinu a/nebo jeho strukturdlnich komponent detekovatelnych v séru ¢i moci a
navozené specifické organové postizeni, zejména v rizné mire vyjadiené osteolytické

postizeni skeletu (14, 15). SWOG 1 IMWG kritéria jsou shrnuta v Tab. 1 a 2.

Castym, v mnohych piipadech komplikovanym a slozitym ukolem je
rozpozndni premaligni ¢i potencidlné maligni tzv. monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu (MGUS) od asymptomatické ¢i symptomatické fadze mnohocetného myelomu
(15,16,17,18). Proto 1 pro tuto diagnoézu byla vypracovana specificka kritéria shrnuta v Tab. 3.
Ve vétsin€ spornych piipadi hraje rozhodujici roli pravé pfitomnost osteolytick€ho postizeni
skeletu, proto pfi negativité konvencni radiografie skeletu je nutno v hrani¢nich situacich
vyuzit vySetfeni pocitatovou tomografii (CT), 1épe vSak citlivéj§i magnetickou rezonanci
(MR) a vybéroveé i1 fuzni vySetfeni pomoci celotélového CT v kombinaci s pozitronovou
emisni tomografii (FDG-PET/CT). Tyto nové zobrazovaci metody jsou citlivéj$i a piesnéjsi
zejména v pritomnosti kompresivnich fraktur obratlovych tél, extrameduldrniho postiZeni a
zejména ve velmi casném stadiu kostniho postizeni, a FDG-PET/CT vySetfeni méa navic

potencial posouzeni aktivity myelomového procesu.

Definice samotné asymptomatické, diive taktéz zvané doutnajici/dfimajici faze
mnohocetného myelomu byva v nékterych piipadech velmi obtiznd a opird se zejména o
absenci specifického organového postizeni — tedy hyperkalcémie, anémie, renalniho a
kostniho postizeni (15,16,18,19). Definice asymptomatické formy myelomu je shrnuta v Tab.
4. V piipad¢ inicidlni/asymptomatické formy myelomu se v bézné klinické praxi voli
terapeutickad strategie ,,watch and wait* s pravidelnymi kontrolami klinického a laboratorniho
stavu, pfiblizn€ v intervalu 3 az 6-ti mésicl. Preventivni terapie, zejména u rizikovych forem,
slouzici k oddaleni progrese ¢i vzniku orgdnovych komplikaci je zatim rezervovana pouze pro

klinické studie s pouzitim minimélné toxické, zejména biologické terapie (19). Zahgjeni
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chemoterapie se v inicidlni/asymptomatické fazi MM neosvédcilo,

k prodlouzeni celkového preziti.

Tab. 1. SWOG kritéria mnohocetného myelomu (14)
Velka kritéria:

1. Histologicky verifikovany plazmocytom

2. Plazmocytoza kostni dien¢ > 30%

3. Monoklonélni imunoglobulin v koncentraci
IgG >35¢g/l
IgA >20 g/l

nebo odbyt Bence-Jonesovy bilkoviny v mo¢i > 1g/24 hodin

Mala kritéria:

1. Plazmocytéza kostni dien¢ 10-30%

2. Monoklonalni imunoglobulin v koncentraci
IgG<35¢g/l
IgA <20 g/1

3. Osteolyticka loziska skeletu

4. Suprese polyklonélnich imunoglobulint

Diagnéza MM je potvrzena pii splnéni alesponi 1 velkého a 1 malého kritéria.
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Tab. 2. IMWG kritéria symptomatického mnohoc¢etného myelomu (15,16)

1. Ptitomnost klonalnich plazmocyti v kostni difeni > 10% nebo histologicky
verifikovany plazmocytom
2. Ptitomnost monoklonalniho imunoglobulinu v séru a/nebo v moci
3. Pritomnost specifického organového postizeni — ROTI (Related Organ or Tissue
Impairment):
Hyperkalcémie > 2,75 mmol/l nebo 0,25 nad normalni limit
Renalni insuficience s hodnotou kreatininu > 173 pmol/l
Normochromni, normocytarni anémie s hodnotou hemoglobinu < 100 g/l nebo
20 g/l pod dolni hranici normélniho rozmezi
Osteolytické kostni 1éze nebo osteopordza s kompresivnimi frakturami
ev. dalsi, s myelomem souvisejici postizeni: symptomaticka hyperviskozita,

amyloidoza, opakujici se epizody bakteridlni infekce > 2 za 12 mésict

Pro stanoveni diagnézy symptomatického myelomu je nutné splnéni vSech 3
kritérii. Specifické organové postizeni (ROTI) byva casto oznaovano zkratkou CRAB
vyjadiujici velkymi pismeny zkratky hlavnich postizenych organovych systémi:
hyperkalcémie, rendlni insuficience, anémie a kostni postizeni (,,bone disease*). Zvlastni,
pomérné vzacnou fornou mnohocetného myelomu je nesekretoricka forma, vyznacujici se
absenci detekovatelné M-komponenty vséru a/mebo vmoci pii vySetieni s pomoci
imunofixaéni elektroforézy. Pro splnéni diagnostickych kritérii u této formy je nezbytna
pfitomnost klondlni plazmocytézy kostni diené¢ > 10% nebo histologicky verifikovany

plazmocytom, spolu s pfitomnosti specifického organového postizeni ROTI (15,16).

22



Tab. 3. IMWG kritéria monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (15,16)

1. Monoklondlni imunoglobulin v séru v koncentraci < 30 g/l

2. Ptfitomnost klondlnich plazmocyti v kostni dfeni < 10% a nizky stupen infiltrace
kostni diené¢ plazmocyty pii histobioptickém vySetfeni pfi trepanobiopsii (pokud
provedena)

3. Nepftitomnost jiné B-lymfoproliferativni choroby

4. Neptitomnost specifického organového postizeni — ROTI (,,CRAB*)

Tab. 4. IMWG kritéria asymptomatické formy mnohocetného myelomu (15,16)

1. Monoklondlni imunoglobulin v séru v koncentraci > 30 g/l a/nebo pfitomnost

klonalnich plazmocytii v kostni dieni > 10%

2. Bez pritomnosti specifického organového postizeni — ROTI (,,CRAB*)
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5.3 Stazovaci systémy mnohocetného myelomu

Kromé spravné stanoveni diagnézy MM dle IMWG diagnostickych kritérii je neméné
dilezitou soucasti algoritmu vySetfeni mnohocetného myelomu zhodnoceni stupné
pokrocilosti nemoci. Samotné urceni stadia nemoci mé nejen prognosticky vyznam, ale je i
klicovym krokem ur€ujicim zahajeni a vybér adekvatni, v dneSni dob¢ individualizované
chemo-imunoterapie a podpirnych lé€enych metod (20). Nejzndméjsi a doposud stéle
akceptovany je tradi¢ni stdZovaci systém dle Durieho- Salmona (D-S) (Tab. 5). Tento
stazovaci systém odrazi nejen stupeii postizeni dany nadorovou masou s ekvivalentni
produkci monoklondlniho imunoglobulinu, ale do jisté miry reflektuje 1 stupen asociované¢ho
orgadnového postiZzeni - tizi anémie, pfitomnost hyperkalcémie ¢i rendlni nedostate¢nosti, ale
zejména i miru rozsahu kostniho postizeni (21). Kritérium kostniho postizeni je vSak mnohdy
obtizné hodnotitelné a vyzaduje kvalitni, v dostate¢ném rozsahu provedené radiografické
vySetfeni axidlniho skeletu spolu s dobrou erudici hodnoticiho pracovnika. Radiografickeé
vySetieni skeletu neni ale zcela optimalnim vySetfenim v inicidlni/asymptomatické fazi MM,
nebot’ pro svou nizkou senzitivitu vede k podhodnoceni strukturdlnich zmén skeletu. Neni
rovnéZ vhodné pro pribézné hodnoceni vyvoje MM, ¢i restdzovani v dobé remise nebo
nastupujici progrese onemocnéni tim, Ze nereflektuje okamzité zmeény v oblasti skeletu,
probihajici ve vztahu k ménici se nddorové mase. Proto nasledné snahy o nalezeni vhodného
staZzovaciho systému vedly k vyfazeni radiografického kritéria pro jeho malou pohotovost a
nemalou radia¢ni zat€¢Z nemocného. V predchozich letech doslo ke vzniku dvou novych
stazovacich systémil — Southwest Oncology Group (SWOG) a nasledn¢ International Staging
System (ISS), pouzivajici jako diskriminaéni kritéria sérové hodnoty f,-mikroglobulinu (f3,-
m) a albuminu. V soucasnosti byl jako vSeobecné platny stratifika¢ni systém MM pfijat ISS
systém, vhodny pro stratifikaci nemocnych dle tize nadorového postiZeni, s uspokojivym
prognostickym potencidlem. V soucasnosti je ISS inkorporovan do bézné¢ho algoritmu
stratifikace mnohocetného myelomu (22, 23). Samotné hladiny B,-m a albuminu reflektuji
kinetiku a do jisté miry i metabolismus nadorové masy a ISS systém se proto jevi vhodnym i
pro opakované, prubézné hodnoceni stupn€¢ nemoci a taktéz pro svou ,,jednoduchost* jako

mnohem vhodnéjsi, nez systém dle D-S (Tab. 6).
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Tab. 5. Stdzovaci systém dle Durieho-Salmona (21)
Stadium Kritéria
I Nutnost splnéni vSech kritérii:
Hemoglobin > 100 g/1
Kalcium v séru < 2,9 mmol/l

RTG skeletu snormalnim nalezem (stupeii 0) nebo solitdrni kostni

plazmocytom
Hodnota M-proteinu: 1gG < 50 g/l
IgA <30 g/l
BJ-urie < 4g/24 hod.
II Stav nesplnujici kritéria stadia I nebo 111
I Splnéni > z nasledujicich kritérii:
Hemoglobin < 85 g/l
Kalcium v séru > 3,0 mmol/l
Pokrocil¢é osteolytické postizeni skeletu (stupeni 3)
Hodnota M-proteinu: 1gG > 70 g/l
IgA > 50 g/l

BJ-urie > 12g/24 hod.

Podstadium
A Relativné normalni renalni funkce (kreatinin v séru < 177 pmol/I)
B Abnormalni renalni funkce (kreatinin v séru > 177 umol/l)
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Kritéria pro hodnoceni kostniho postiZeni:

Stupen 0 bez zndmek osteolytického postizeni

Stupen 1 solitarni kostni léze nebo difuzni osteopordza
Stupen 2 mnohocetné osteolytické 1éze

Stuperi 3 rozsahlé osteolytické 1éze s ptitomnosti fraktur

Tab. 6.: StdZovaci systém ISS (International Staging System) (23)

Stadium Kritéria
I Hladina ,-mikroglobulinu v séru < 3,5 mg/1
Hladina albuminu v séru > 35 g/l
11 Hladina ,-mikroglobulinu v séru 3,5 — 5,5 mg/l nebo
Hladina ,-mikroglobulinu v séru < 3,5 mg/I a hladina albuminu < 35 g/l

I Hladina ,-mikroglobulinu v séru > 5,5 mg/I
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5.4 Laboratorni vySetieni u mnohocetného myelomu
5.4.1 Zékladni hematologicka vySetfeni

Tradi¢nim hematologickym vySetfenim v pfipadé¢ podezieni na mnohocetny myelom je
1 v soucasnosti stanoveni rychlosti sedimentace erytrocyti (FW). Jedna se o jednoduché,
levné a zcela bézné vysSetieni provadéné v ordinacich praktickych lékart, poskytujici velmi
cenné zakladni orienta¢ni voditko. V ptipadé rozvinut¢tho MM byva FW zpravidla extréme
vysokd (> 100/hod), nebot souvisi zejména s pfitomnosti a vySi monoklonalniho
imunoglobulinu v séru, v mensi mife je ovlivnéna pfitomnou anémii. Toto pravidlo ovSem
neplati do jist¢é miry pro méné cast¢ formy MM s minimélni ¢i chybéjici pfitomnosti
kompletnich molekul M-proteinu, tedy v piipadé Bence-Jonesova typu (BJ-MM), ¢i
oligosekrecni nebo nesekre¢ni formy (NSMM). Kompletni krevni obraz, véetné pocitacoveého
a manualniho diferencialniho rozpoctu leukocytti, zpravidla odhaluje rizné zavaznou anémii,
velmi casto makrocytarniho charakteru, v pokrocilejSich stadiich i1 trombocytopenii a
leukopenii. Ojedinéle lze zperiferniho krevniho obrazu rozpoznat primarni formu
plazmocelularni leukemie (> 2,0x10/1 plazmocytii), ast&ji pak u relabujicich/refrakternich
forem 1 sekundéarni leukemizaci myelomového procesu pii progresi onemocnéni. Nelze
pominout i nalez penizkovaténi v disledku pfitomnosti MIG. Koagula¢ni vySetfeni informuje
o zméné koagulacnich poméra v dusledku pfitomnosti monoklondlniho imunoglobulinu

v séru (1,2,17,24).
5.4.2 Zékladni biochemicka vysetieni

Mezi zcela zékladni biochemicka vySetfeni v diagnostice MG patii kompletni vySetfeni
iontogramu, zejména pak kalcémie, vySetfeni rendlniho souboru vcetné stanoveni hladiny
kyseliny mocové a kreatininové clearance, a ukazateldi jaterniho souboru. ZvySena hladina
celkové bilkoviny, bez znalosti detailni analyzy bilkovinného spektra, miZze poskytnout
informaci 0 mozné piitomnosti abnormalniho bilkovinného gradientu a jeji stanoveni spolu
s vySetfenim viskozity séra je jednim z aspektd pi1 klinickém podezieni na pritomnost
hypervisk6zniho syndromu. Naopak nizké hladiny albuminu svéd¢i spiSe pro pokrocily stav
nemoci, spojeny s katabolismem a konzumpci albuminu nadorovou masou, muize jit ale
1 o dasledek rzného typu postizeni ledvin u MG, zejména pak asociace s AL amyloidézou
s rozvinutym nefrotickym syndromem. Vysoka aktivita laktat-dehydrogenazy v séru je zndma
jako neptiznivy prognosticky ukazatel a zpravidla je obrazem pokroc¢ilého stavu nemoci, ¢asto

i s extramedularnim $itfenim (17,24).
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5.4.3 Analyza imunoglobulinti

Zakladnim a zcela nenahraditelnym vySetfenim v diagnostice a sledovani MG je elektroforéza
bilkovin séra a moci, zpravidla sbirané za 24 hodin. Jednd se o vySetfeni kvantitativni,
umoznujici detekci a kvantifikaci MIG, spolu s analyzou celého bilkovinného spektra —
albuminu, a;-, ay-, B- a y-globulint. Principielné je zalozena na separaci molekul bilkovin
dle naboje a velikosti na nosi¢i (obvykle agardza) za ptsobeni elektrick¢ho pole. Molekuly
M-proteinu (imunoglobulin) jsou vétSinou nalézdny vy oblasti, avSak nebyva vyjimkou i
migrace v oblasti B frakce (napf. u IgA typu M—proteinu). Limitaci elektroforézy je detekéni
limit < 0,5 g/l, moznost migrace M-proteinu v B-frakci ¢i pfitomnost kryoglobulinu.
Nejmodernéj§i metodu v dneSni dobé predstavuje systém vysokovoltaické kapilarni

elektroforézy se separaci bilkovin ve volném roztoku (1, 25, 26).

K samotné typizaci (uréeni typu, napi. IgGxk, IgAA, atd.) monoklondlniho imunoglobulinu je
v souCasné dobé pouzivana imunofixacni elektroforéza, principieln¢ zalozena na uziti
specifickych antisér viici epitoplim téZkych a lehkych fetézcli imunoglobulinu, které se
aplikuji pfimo na elektroforeogram a néasledné vzniklé imunoprecipitacni linie jsou obarvenim
vizualizovany. VySetieni slouzi nejen k typizaci monoklonalniho imunoglobulinu, ale taktéz
k jeho kvalitativnimu prikazu, zejména v piipadé negativity elektroforetického vysetfeni
po probéhlé¢ chemoterapii. Samotné elektroforetické a imunofixacni vySetfeni probiha
principielné shodné i v ptipad¢ analyzy moci, nejcastéji z 24 hodinového sbéru, nicméné
v piipadé¢ velmi nizké proteinurie je nutné ptred analyzou vzorek moci adekvatné
koncentrovat. Dominantnim aspektem analyzy moci je zjisténi pfitomnosti a kvantifikace tzv.
Bence —Jonesovy bilkoviny (B-J urie), tedy exkrece lehkych fetézcli imunoglobulinu k nebo A

(25, 26).

Stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu v séru ¢i moc¢i neslouzi pouze k diagnostice MG,
ale samotna zmeéna kvantity hladiny slouzi ke sledovani progrese ¢i odpovédi na 1é¢bu, nebot’
odrazi i pfimo zménu nadorové masy a je tedy 1 soucasti pevn¢ definovanych lécebnych
kritérii (27, 28, 29). Pro stanoveni hladin jednotlivych tfid imunoglobulinii (IgG, IgA, IgM) se
pouziva imunoturbidimetrického ¢i imunonefelometrického vysetieni. VySetfeni ma nejen
vypovédni hodnotu v dobé diagndézy nemoci (oligo, polykondlni suprese) jako jedno
ze SWOG kritérii MM, ale slouzi i k pribéZnému sledovani hladin ve vztahu k pribéhu
onemocnéni a funkci vlastniho imunitniho systému. V dobé€ rozvinutého stavu nemoci plati,

ze u MM sintaktni molekulou imunoglobulinu byvé elevace hladiny celkového
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imunoglobuliny stejné tfidy jako je typ monoklonalniho imunoglobulinu se supresi ostatnich
typl (naptf. u IgGk typu MM, byva elevace celkové hladiny IgG imunoglobulinu se supresi
tiid IgA a IgM), u B-] MM formy ¢i v ptipadé NSMM byva pravidlem polyklonalni suprese
vSech izotypovych tiid (14, 24, 25, 26).

Specificky pfistup vyzaduje analyza kryoglobulini, coZz jsou sérové bilkoviny
charakterizované kryoprecipitacnimi ¢i kryogelifikaénimi vlastnostmi pfi teplotach pod 37°C.
Kryoglobuliny lze rozdélit na 3 typy: typ I - je tvofen monoklonalnim imunoglobulinem, typ
IT - je tvofen monoklondlnim imunoglobulinem, obvykle IgM s protilatkovou aktivitou
proti polyklonalnim imunoglobulinim obvykle IgG typu, typ III je tvofen polyklonalnimi
imunoglobuliny. Pii typizaci MIG tvoficiho kryoprecipitat je vzorek séra zkapalnén
2-merkaptoetanolem pfi teploté 37°C a nésledné je vySetfen imunofixacni elektroforézou (25,

26).

Vysetieni sérovych hladin volnych lehkych fetézct (FreeLite™) a stanoveni izotypovych

part imunoglobulint (HevyLite™) je zminéno v kapitole 5.8 a 5.9.

5.4.4. Ostatni biochemicka vySetteni

Mezi dalsi nezbytna vySetieni zejména pii hodnoceni stupné pokrocilosti MM patii stanoveni
hladiny B,-mikroglobulinu (3,-m) v séru. Pro stanoveni byla pouzivana RIA a v soucasnosti
pfedevS§im ELISA metoda a hladiny fB,-m jsou, jako diskriminacni kritéria, soucasti
staZovaciho systému ISS. Hladiny B,-m koreluji nejen s nddorovou masou a biologickymi
vlastnostmi myelomovych buné€k, ale jsou vyrazné ovlivnény glomeruldrni filtraci, proto
do jisté miry informuji o poSkozeni ledvin a musi byt proto hodnoceny v kontextu stavu

renalni funkce (26).

Vybérove lze vyuZzit nékterd specializovand vySetfeni, napf. sledovani ukazatel kostni
resorpce a novotvorby (kostni izoenzym alkalické fosfatdzy (bALP), tartarat-rezistentni
kysela fosfataza (TRAP), telopeptid kolagenu typu I (ICTP)), stanoveni hladin angiogennich
cytokinli (napf. vaskuldrniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF), hepatocytarniho
rastového faktoru (HGF)), sérové thymidinkinazy ¢i jinych parametri, které doposud nebyly

do béZzného algoritmu vySetfeni zavzaty (1).
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5.5 VySetreni kostni diené¢ u mnohocetného myelomu
5.5.1 Cytologicke, histologické a imunohistochemické vysetieni kostni diené

Cytologické a histologické vySetteni kostni diené patii mezi stéZejni vySetieni v diagnostice a
diferencialni diagnostice monoklondlnich gamapatii. Samotné procentudlni zastoupeni
plazmocyti s prikazem jejich klonality je jednim zkritérii SWOG 1 IMWG kritérii
mnohocetného myelomu a vySetreni kostni dfen¢ nelze v diagnostickém algoritmu pominout.
Kromé kvantitativnich charakteristik, je pro klinika velmi pifinosny i morflogicky obraz
plazmocytl, zejména pokud se jednd o méné diferencovanou, zejména plazmoblastickou
populaci vcetné piitomnosti jadérek a kdy lze ocekédvat agresivni, méné piiznivy pribéh
onemocnéni. Hodnoceni samotného roztérového preparatu mize byt v mnohych piipadech
obtizné, Casto nepfinosné a faleSné¢ negativni, napf. pfi nespravné technice aspirace
s ,,nafedénim* kostni diené¢ periferni krvi, pifi hypocelularni kostni dfeni, zejména ale
pfi nodularnim typu myelomové infiltrace kostni difené¢ nebo v pfipadé multifokalniho
charakteru nemoci. Imunohistochemické barveni trepanobioptického vzorku kostni diené
s identifikaci plazmocytd barvenim na povrchovy glykoprotein Syndecan — CD,33 umoZiluje
jasnou vizualizaci a kvantifikaci myelomové populace a spolu s barvenim protilatkami
proti lehkym fetézclim k a A s naslednym vyhodnocenim vzajemného poméru (> 4:1 nebo <
1:2) dovoluje urcit klonalitu myelomovych plazmocytl v kostni dfeni. VySetieni kostni diené
hraje nedilnou soucast i pfi hodnoceni lécebné odpovédi, zejména pak stanoveni kompletni

remise (17, 28, 30, 31, 32,33).

5.5.2 Vysetieni kostni diené pritokovou cytometrii

Pritokova cytometrie kostni dfené¢ (FC), zejména pak jeji sofistikovand, multiparametricka
(vicebarevnd) varianta vyuZzivajici barveni 4 a vice monoklonalnimi protiladtkami zna¢enymi
fluorochromy, umoziiuje vysetfit podrobny imunofenotyp sledovanych bunéénych populaci.
U mnohocetného myelomu se pouzivd pro ovéfeni klonality nddorové populace barveni
na pritomnost znakt CD 38, CD 138, CD 45 a vySetfeni cytoplazmatickych lehkych fetézct k
a h, kdy nadorova populace exprimuje pouze jeden typ lehkého fetézce, pficemz samotna
exprese nekterych specifickych znaktli nese 1 jisty prognosticky vyznam ( CD 45, CD 56,
CD117, CD 28). Kromé& vyuziti v diagnostice, je vySetieni pouzivano ke zjisténi rezidualni

nadorové populace po probe¢hlé chemoterapeutické, ev. transplantani a biologické terapii.
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V tomto pripadé se jedna o detekci klondlnich, imunofenotypizacné aberantnich
plazmatickych bun€k v kostni dfeni s pfedpokladanym velmi nizkym zastoupenim
plazmocyti. K analyze byva nejcastéji pouzivano > 3000 plazmatickych bunék (vySetfeni
tedy neni zavislé na procentu infiltrace kostni diené¢ plazmocyty) a uziva se barveni alesponi 4
vybranymi stézejnimi znaky. Vysledky jsou potiebné pro splnéni kritérii tzv. stringentni
kompletni 1écebné odpovédi (sCR) a jednak maji pomérmné vyznamny prognosticky vyznam.
FC se jevi jako vysoce prediktivni, schopna identifikovat rizikové skupiny u jedinct
s monoklondlni gamapatii nejistého vyznamu a u nemocnych s asymptomatickou fazi
mnohocetného myelomu a optimalizovat strategii sledovani téchto nemocnych (1, 34, 35, 36,

37,38, 39,40).

5.5.3 Cytogenetické vySetieni

Cytogenetické zmény u mnohocetného myelomu lze rozdélit do 2 velkych, prognosticky
rozdilnych skupin: hyperdiploidie (charakterizované variabilnimi trisomiemi chromosomu
snizkou prevalenci IgH translokaci) a mnonhyperdiploidie (zahrnujici hypodiploidie,
pseudodiploidie a near-tetraploidie s Castymi translokacemi IgH genu). Mezi dalsi
prognostické ukazatele patti delece chromosomu 13, 17 a zmény chromosomu 1.
Hyperdiploidni zmény se vyznacuji ptiznivé€jsi prognozou, postihuji castéji starsi nemocné a
castéji jsou spojeny s izotypem IgG kappa, naopak vSeobecné nonhyperdiploidni zmény jsou
zatiZzeny nepiiznivou prognézou, jsou cetn€jsSi u mladSich nemocnych a castéji spojeny
sizotypem IgA lambda. Mezi nejcastéjSi translokace IgH genu patii translokace t
(4;14)(pl6;932) a t (4;16)(q32;923), které¢ jsou obvykle prognosticky nepifiznivé a t
(11;14)(q13;932), kterad je naopak spojena s prognézu piiznivou, resp. neutralni. Sekundarni
cytogenetické zmény, akumulované béhem vyvoje nadorového klonu s sebou nesou i zménu
charakteru biologického chovani a primarné piiznivé cytogenetické zmény mohou byt
v ptipadé¢ sekundarnich, naslednych zmén, pticinou progrese a 1écebné rezistence onemocnéni

(41-57).
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Analyza cytogenetickych zmén u mnohocetného myelomu zaznamenala v poslednich letech
velky rozmach a pro béznou klinickou praxi predstavuje jiz zcela rutinni vySetfeni, které je
pro kazdodenni praxi o nemocné s mnohocetnym myelomem nezbytné. Cytogeneticka
klasifikace onemocnéni, zejména s identifikaci rizikovych zmén, je zdkladem pro
individualni, moderni Ié¢ebnou stratifikaci — tzv. Risk-Adapted Therapy (mSMART
klasifikace) (58, 59, 60).
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5.6 Zobrazovaci vySetireni u mnohoc¢etného myelomu
5.6.1 Radiografické vySetieni skeletu

Konven¢ni radiografické vySetreni skeletu zlstava i1 pfes mnozstvi modernich zobrazovacich
metod standartni metodou v diagnostice a hodnoceni tiZze postiZzeni skeletu u mnohocetného
myelomu s uréenim stddia onemocnéni (stdZovaci systém D-S). Typickym radiografickym
nalezem jsou vesmés ostfe ohrani¢ené kulovité ¢i ovalné osteolytické léze, bez osteo-
sklerotického lemu, dobife patrné zejména v oblastech plochych kosti lebky a panve, ale 1
dlouhych kosti femurii a humerd. DalS$im velmi ¢astym nalezem byvaji kompresivni fraktury
obratlovych tél ¢i patologické fraktury dlouhych kosti. Velmi €asto nachazime kombinaci
obou téchto nélezi, zejména pak v terénu osteopordzy a to az u 60% nemocnych, pouze u asi
10-20% nemocnych nachazime pouze difuzni osteoporézu bez pfitomnosti osteolytickych
1ézi. Rozsah vySetfeni skeletu zahrnuje oblasti s predpokladem piitomnosti aktivni kostni
dien¢ — tedy snimek kalvy, kréni, hrudni a bederni patefe, panve, humerti, femura a snimek
hrudniku. Periferni postizeni skeletu (tedy kosti piedklokti, bércli, drobnych kosti rukou a
nohou) byva extrémé vzacné, Casto spojené s agresivnim typem onemocnéni. Vyhodou
radiografického vySetfeni je bezesporu dostupnost a nizka cena, s moZznosti opakovaného
vySetieni s moznosti rychlého sériového porovnani, a velmi dobré zobrazeni postizeni
plochych kosti. Mezi nevyhody patii radia¢ni zatéz, nemoznost zobrazeni meékkych tkani,
zejména v oblasti patefniho kanalu, nemoZnost vizualizace extramedularniho postizeni a
taktéz 1 nizkd senzitivita, kdy dochéazi ke zobrazeni lytického postiZzeni kosti az pfi ztraté

pfiblizné€ 30-50% trabekularni kosti (24, 61).
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5.6.2 Vysetteni pocitacovou tomografii

VysSetteni pocitacovou tomografii (CT) je citlivéj$i nez planarni radiografické vysSetieni
v rozliSeni malych lytickych 1ézi, dovoluje identifikovat loziska s moZznou extramedularni
propagaci a taktéz dovoluje zobrazeni oblasti, které jsou konven¢ni radiografii obtizné
pristupné — lopatky, zebra a sternum. Jistou limitaci je typ pfistroje, které ma dané pracovisteé
k dispozici s omezenim velikosti vySetfované oblasti. Nejnovejsi, multidetektorové spiralni
CT pristroje vSak umoziuji vySetfeni celé patefe a ve vybranych piipadech i celotélové
vysetieni, s vyhodou fizniho vySetfeni s pozitronovou emisni tomografii. CT napomaha pii
cilenych biopsiich, pii planovani radioterapie a operacnich zékrokt. Nevyhodou CT vySetieni
je vyssi cena a pomérné vysoka radiacni zatéz, a¢ nékterd pracoviSté implementovala

specifické protokoly vyuzivajici niz§i davku ionizujiciho zéafeni (24,61, 62,63).

5.6.3 Vysetieni magnetickou rezonanci

Magnetickd rezonance (MR) v poslednich letech prodélala extrémé rychly vyvoj, kromé
béZzného vysSetfeni vybranych usekl skeletu lze nyni na nejmodernéjSich pfistrojich bézné
provadét celotélové vysSetfeni vcéetné vySetfeni periferniho skeletu. Vyhodou je nulova
radiacni z4téz, poméerné rozsahld oblast vySetfeni v nékolika rovinach, zobrazeni mekkych
tkani a pomérd v paternim kanalu. Mezi nevyhody patii vy$§i cena a nemoZznost pouziti u
pacienti s kovovymi implantaty. VySetfeni skeletu magnetickou rezonanci piedstavuje
neobycejny piinos zejména v inicialnich fazich mnohocetného myelomu ¢i rizikové formy
MGUS, kdy umoZnuje zobrazit pocinajici zmény zplsobené infiltraci myelomovymi
elementy, zasahujici pouze oblast kostni dfené bez zjevného postizeni kostni hmoty.
Zobrazeni lozisek infiltrovanych myelomovymi elementy je spojeno s potlacenim signalu
v Tl vazenych sekvencich v disledku vyS$$iho obsahu vody, naopak v sekvenci STIR
(sekvence s potlacenim tukové tkdn€) jsou naopak tato loziska hypersignalni. TiZe postiZzeni
skeletu stanovena poctem 1ézi pti MR (ev. PET/CT) byla inkorporovana do stdZovaciho
systému D-S jako Durie — Salmon plus (D-S plus) s vyhodou piesnéjsi klasifikace zejména
inicidlni, aktivni fidze onemocnéni a pro evidentni prognosticky vyznam. MR ma
nezastupitelnou roli v diagnostice a diferencidlni diagnostice solitdrniho kostniho
plazmocytomu. Limitaci MR vySetieni je dlouhd latence pfi hodnoceni lécebné odpovédi,
nebot” potiebny cas k rekonverzi signalu kostni dien¢ ptedstavuje nékolik mésict (61, 64, 65,

66, 67).
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5.6.4 *™Tc-MIBI scintigrafie

Scintigrafické vysetfeni s pomoci ™

Tc-MIBI (metoxyizobutylizonitril) vyuziva specifického
vychytavani radiofarmaka v mitochondriich viabilnich myelomovych bunék s moznosti
nasledné detekce aktivity pomoci scintilatni kamery. Kromé samotné detekce viabilni tkdné
se rovnéZ vyuziva rozliSeni typu obrazu akumulace radiofarmaka a scintigrafické nalezy jsou
klasifikovany jako: fokalni, difuzni a kombinovany obraz (fokalni+ difuzni), pfi¢emZ nalez
fokalniho a kombinovaného obrazu patii mezi prognosticky nepiiznivy. **"Tc-MIBI lze
vyuzit k detekci aktivni nddorové tkané jest¢ pied vyvinem strukturdlni kostnich zmén a
k pribéznému sledovani onemocnéni. Limitaci vySetfeni je nemoznost detekce 1€zi menSich

10 mm, radiacni zat€Z a nezbytnd, velmi dobra erudice hodnoticiho I¢kate (61, 64, 68, 69, 70,

71).

5.6.5 FDG-PET/CT vysetteni

Pozitronova emisni tomografie s vyuZitim radiofarmaka 2-['*F]-fluoro-2-deoxy-d-glukozy
kombinovana s celotélovym vysokorozliSovacim CT vySetienim (FDG-PET/CT) patii mezi
nejnove)si a nejmodern€j$i metody vyuzivané v diagnostice, stdzovani a hodnoceni 1écebné
odezvy u nemocnych s mnohocetnym myelomem. V Casnych fazich dovoluje rozpoznani
aktivniho onemocnéni jesté pred vyvinem strukturdlnich zmén kosti a napomaha rozpoznani
asymptomatické formy MM ev. rizikové formy MGUS od aktivhiho MM. Pocet aktivnich 1ézi
definuje stddium dle modifikovaného stazovaciho systému D-S plus, pfi¢emZ se s vySSim
poctem 1€ézi zhorSuje progndéza nemocného. Celotélové FDG-PET/CT umoziiuje velmi dobrou
detekci extramedularniho postizeni, nebot’ tyto vétSinou klinicky némé I1éze, unikaji
zobrazovacim schopnostem jinych modalit a pifinos vySetfeni zejména v obdobi
progrese/relapsu onemocnéni byva mnohdy neocenitelny. Metoda taktéz umoziuje téméft
okamzit¢ hodnoceni efektu probehlé chemoterapie. Sekundarnim piinosem celotélového
vySetieni je detekce nadorovych duplicit a zanétlivych stavl. Pres své nesporné vyhody vSak
FDG-PET/CT vykazuje jisté diagnostické limity zejména ve velmi ¢asném, inicidlnim stadiu
choroby s pfitomnosti pouze difuznich zmén v kostni dfeni a studie urcujici definitivni
postaveni metody nyni probihaji. Nespornou nevyhodou vysetteni je vysoka radiacni zatéz a

ekonomickd narocnost této metody (61, 64, 72, 73).
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5.7 Lécba mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom, pies nesporné vyznamné pokroky v terapii, zlstava stale nevylécitelné
onemocnéni a proto ukolem podavané terapie je ziskat nad nemoci kontrolu, zvysit kvalitu a
zejména prodlouzit délku Zivota nemocného. Pribéh onemocnéni je obvykle charakterizovan
zpocatku dobrou reakci na podanou chemo-imunoterapii s riizné dlouhym bezpifiznakovym
obdobim remise, av§ak s naslednym relapsem/progresi, v optimalnim piipadé nasledovanym
opétovnym dosaZenim remise onemocnéni. Je vSeobecné¢ znamo, Ze obdobi remise se
s postupujicim pribéhem onemocnéni a s ndrlstajici rezistenci k terapii stale zkracuji a taktéz
tize relapsti/progresi nabyvéa na intenzit€¢ a agresi. Pozdni, refrakterni fize onemocnéni je
charakterizovdna rezistenci na kombinovanou chemo-imunoterapii, c¢asto s pfitomnym
extramedularnim postizenim a terminalnim postizenim parenchymatéznich organi, casto

navic s vyvinem komplikujici obtizné€ zvladatelné infekce (1, 2, 17).

Samotny stupent dosazené remise srizné vyraznou redukci nadorové populace je
chakterizovdna nejen poctem myelomovych elementl v kostni dfeni, kvantitou
monoklondlniho imunoglobulinu v séru a/nebo v moci, stabilitou kostnich 1ézi, ale
v poslednich letech 1 dalSimi ukazateli — jako jsou sérové hladiny volnych lehkych fetézct
imunoglobulinu, pfitomnost imunofenotypizacné aberantnich plazmocytli v kostni dieni ¢i
negativita vySetfeni polymerazovou fetézovou reakci s uzitim specifickych oligonukleotidt
(ASO-PCR) (27,28,29). V primolécbé, u nové diagnostikovanych nemocnych, je ziejmé, ze
zejména v pripad¢ ,,high-risk* nemocnych, dosazeni maximalni hloubky lé¢ebné odpovédi
ev. kompletni remise (CR) a jeji udrZeni, s pouzitim vysokodavkovanych ale i konvencnich
pfistupl,, ma vliv nejen na celkové pieziti, ale 1 na délku bezptiznakového obdobi a obdobi

do dal$i progrese onemocnéni (74, 75, 76, 77, 78, 79, 80).

V poslednich desetiletich prodélala terapie monohocetného myelomu rychly vyvoj a kromé
uziti vysokoddvkované chemoterapie s podporou autologniho stepu (HD-T/ASCT), byly
do terapeutickych reziml zaclenény tzv. ,nové“, biologicky pusobici léky — thalidomid,
bortezomib a lenalidomid, coZz se velmi ptiznivé promitlo do podstatné prodlouZené délky
zivota nemocnych (81). Rovnéz dochazi k implifikaci tzv. ,,Risk-Adapted* terapie s vybérem
konkrétniho 1é¢ebného rezimu se zohlednénim biologickych charakteristik nemoci a stavu

nemocného (60, 82).
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Nadale plati, Ze k zahdjeni terapie jsou indikovani nemocni se symptomatickou formou
onemocnéni. U pacientll s asymptomatickou formou nemoci je vSeobecné zaujimana strategie
vyckavaci, tedy ,watch-and-wait®, ackoliv probihaji klinické studie hodnotici terapii
thalidomidem ¢i lenalidomidem u asymptomatickych forem myelomu ¢i tzv. ,high-hisk*

MGUS s cilem oddalit progresi do symptomatické formy (83).

5.7.1 Vysokodavkovana chemoterapie s podporou autologniho stépu (HD-T/ASCT)

Vysokodavkovand chemoterapie pfipravnym rezimem na bazi melfalanu s néslednou
podporou autologniho $tépu piedstavovala a da fici, Ze stale ptedstavuje dominantni 1é¢ebnou
modalitu pro mladé nemocné s myelomem do 65 let, bez duplicitni malignity ¢i komplikujici
interni komorbidity, a alespon zajisténi autologniho §tépu nesmi byt z léCebného algoritmu
pominuto. Hlavnim cilem HD-T/ASCT je optimaln¢ dosazeni kompletni remise onemocnéni,
tedy plné eliminace nadorového klonu, coZ ma vliv na dalsi osud nemocného (84, 85). Jako
indukéni terapie (zpravidla 4 cykly) byl do zavedeni biologickych ptlisobkil v 1écbe MM
zlatym standartem rezim VAD (Vinkristin, Adriablastin, Dexametazon) ¢i CAD
(Cyklofosfamid, Adriablastin, Dexametazon). V soucasnosti, s moznosti uziti ,,novych* 1¢kti
s biologickym uc¢inkem je ponejvice vyuzivano rezimu CTD (Cyklofosfamid, Thalidomid,
Dexametazon) ve vyjimecnych piipadech lze uzit v naSich podminkach 1 velmi G¢inného
indukéniho rezimu na bazi Bortezomibu napt. PAD (Bortezomib, Adriablastin, Dexametazon)
(17). Nasledné zajiSténi autologniho S$tépu probiha v naprosté vétSin€é za podpory
vysokodavkovaného Cyklofosfamidu (2,5-3 g/m?®) a granulocytarnich ristovych faktord
s naslednou leukaferézou (17). Je znamo, ze zvoleny induk¢ni rezim maé vliv na vytézek
leukaferézy a v pripadé nedostatecné mobilizace lze uzit 1 plerixaforu (86, 87). HD-T/ASCT
je relativné bezpecna i u nemocnych s nepfili§ zdvaznym chronickym rendlnim postizenim
(88). Na dalsi pribéh onemocnéni ma z pretransplanta¢nich parametr vliv — vek, inicialni
stddium nemoci, cytogenetické zmény, kontaminace autologniho §t€pu nddorovymi burikami
a z posttransplantacnich faktor je to mira dosazené lécebné odpovédi a ev. pouziti
tandemové HD-T/ASCT (89, 90, 91, 92). Recentni studie poukazuji na nedostate¢ny efekt
HD-T/ASCT u nemocnych s pfitomnosti rizikovych cytogenetickych zménam (del RBI,
t(4;14), del 17p). Zda se, ze vliv této neptiznivé genomové vybavy lze ziejmé pieklenout
volbou indukéni chemoterapie na bazi Bortezomibu (84, 93, 94, 95). Konsenzus pro indikaci a

optimélni typ udrZzovaci resp. konzolida¢ni terapie po HD-T/ASCT neni zatim zcela
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jednoznaéné dany, v podminkach Ceské republiky je u nemocnych, ktefi nedosahli alespoii
velmi dobré parcialni remise (VGPR) indikovéna ro¢ni udrzovaci terapie thalidomidem nebo
konzolidace jinym rezimem nezli byl pouZit v indukénim schématu a ev. v pfipadé dispozice

autologniho §tépu i provedeni tandemové HD-T/ASCT (17).

5.7.2 Alogenni transplantace krvetvornych bunck

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (Allo-SCT) je potencialné kurativni modalita
mnohocetného myelomu, jejiz hlavni limitaci je extrémé vysoka mortalita (v peri-
transplantacnim obdobi az 38%) spojend s myeloablativnimi rezimy. Zavedeni piipravnych
reziml s redukovanou intenzitou (RIC) sice snizilo peritransplanta¢ni mortalitu na 10-20%,
nicméné doSlo ke zvySeni miry relapsii a progresi choroby a zatim nebylo prokazano
prodlouZeni pteziti nemocnych ve srovnani s HD-T/ASCT. Proto o Allo-SCT nelze uvazovat
jako o bézné lécebné modalité a jeji pozice je nyni pouze v kontextu klinickych studii pro
selektovanou skupinu nemocnych mladsich 55 let. V praxi lze za mozné kandidaty Allo-SCT
povazovat mladé nemocné s HLA identickym sourozencem stejného pohlavi a kteii jsou

senzitivni na indukéni terapii (84, 96, 97, 98).

5.7.3 Thalidomid (Myrin)

Thalidomid je prvnim ze skupiny ,novych® 1ékl, které maji u mnohocetného myelomu
vyrazny lécebny efekt. Mechanismus pulsobeni léku neni zatim zcela objasnén, ale
predpoklada se ptimy vliv na nadorové buriky, ale i neptimy inhibi¢ni vliv okoli naddoru, které
je thalidomidem stimulovéno. Prokazan byl taktéz antiangiogenni efekt 1éku. Thalidomid je
podavan peroralné, obvykle vdenni davce 100-200mg nejcastéji v kombinaci s korti-
kosteroidy a cytostatickymi ptlisobky alkylaéniho ¢i antracyklinového typu. Nejcastéji
pouzivanymi rezimy jsou MPT (Melfalan, Prednizon, Thalidomid), CTD (Cyklofosfamid,
Thalidomid, Dexametazon), TAD (Thalidomid, Adriablastin, Dexametazon) ¢i reZimy
zachranného typu — napt. T-CED (Thalidomid, Cyklofosfamid, Etoposid, Dexametazon).
Mezi hlavni vedlej$i nezaddouci ucinky patii teratogenni potencial (zndm z minulosti — tzv.
Conterganova aféra), vyssi incidence trombembolické nemoci a irreverzibilni senzomotorické

polyneuropatie dolnich koncetin (17, 99, 100, 101, 102, 103).
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5.7.4 Bortezomib (Velcade)

Druhym ,,novym* biologickym lékem v terapii mnohocetného myelomu je bortezomib, jehoz
hlavnim mechanismem ptlisobeni je inhibice proteasomu (multienzymovy komplex
s dominantni tlohou pfi degradaci proteintll) s inhibici nukledrniho faktoru kappa B (NF-
kappaB) s naslednym vyraznym cytotoxickym a antiproliferacnim efektem. Bortezomib je
aplikovan intraven6zné, obvykle 3-4x v mési¢nim cyklu dle zvoleného reZzimu, v kombinaci
s kortikosteroidy a dal$imi cytostatiky, nebot’ kombinacni terapie dosahuje jednoznacné
lepSich vysledk nezZ monoterapie. Nespornou vyhodou bortezomibu je jeho pomérné rychly
ucinek, ktery je vyuzivan zejména u nemocnych s inicidlnim renalnim postizenim ¢i velkou
nadorovou masou, schopnost pteklenout neptiznivou cytogenetickou vybavu nddorového
klonu jako je delece chromosomu 13 ¢i t(4;14) a jisty pozitivni vliv na myelomou kostni
nemoc. Nejcasteji pouzivanymi rezimy jsou VD (Velcade, Dexametazon), VMP (Velcade,
Melfalan, Prednizon), PAD (Velcade, Adriablastin, Dexametazon) a VCD (Velcade,
Cyklofosfamid, Dexametazon). Mezi nejcastéjSi vedlej$i nezadouci Uc¢inky patii vétSinou
reversibilni periferni neuropatie a vyssi incidence infekce Varicella-Zoster virem (17, 104,

105, 106, 107, 108, 109)

5.7.5 Lenalidomid (Revlimid)

Dal8i imunomodula¢nim lékem je Lenalidomid. Lenalidomid je derivatem thalidomidu a
stejné jako v ptipadé thalidomidu mechanismu uc¢inku 1€ku neni doposud zcela zndm. Stejné
jako thalidomid je podavan peroralné€, ale profil toxicity tohoto 1éku se podstatne lisi.
Oproti thalidomidu neni neurotoxicky a proto je tento 1ék s vyhodou vyuZzivan u nemocny
s preexistujici polékovou polyneuropatii nebo u jedincii s vyssi nachylnosti ke vzniku — napt.
u diabetikd. Stejné jako thalidomid, tak i lenalidomid je teratogenni a 1é¢ba je provazena vyssi
incidenci trombembolické nemoci, navic je 1é¢ba spojena s vyraznou mirou myelosuprese
s nutnosti obezfetného davkovani a ev. uZziti rGstovych myeloidnich plsobkl. Zatim neni
zcela jasn¢€ znamo, zda lenalidomid dokaze pteklenout neptiznivou cytogenetickou vybavu, a
u nemocnych srendlni nedostateCnosti je nutno tento 1€k uzivat s vysokou obezietnosti
z divodu vysoké toxicity. NejCastéji pouzivanymi rezimy s lenalidomidem jsou RD
(Revlimid, Dexametazon), RCD (Revlimid, Cyklofosfamid, Dexametazon) MPR (Melfalan,
Prednizon, Revlimid) (17, 110, 111).
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5.7.6 Terapie nemocnych s renalnim postizenim

Piiblizné¢ u 20% nemocnych s mnohocetnym myelomem je v dobé diagnézy nemoci
prokazano rtizn¢ zavazné renalni postizeni. Nejcastejsi pri¢inou byva poskozeni proximalniho
tubulu s precipitaci lehkych fetézcii imunoglobulinu (k, A) v tubulech a sbérnych kanalcich
ledvin se vznikem odlitkové nefropatie (cast nefropathy), méné Castou piic¢inou pak byva
nemoc z depozice lehkych fetézct (light chain deposition disease), depozita AL amyloidu ¢i
postizeni ledvin hyperkalcémii ¢i hyperviskoznim syndromem (112, 113). Obecnym
principem terapie je, kromé podpiirné hydratacni terapie, volba rychlé a ucinné chemoterapie
zalozené dle recentnich doporuceni na kombinaci vysokoddvkovanych kortikosteroidd,
Bortezomibu a piipadné i Doxorubicinu. V piipadé uziti klasickych alkyla¢nich cytostatik a
Lenalidomidu je nutnd adekvatni redukce davky, naopak pouziti Thalidomidu je naopak
relativné bezpecné (114, 115, 116, 117, 118). V ptipadé prikazu poskozeni ledvin velkymi
kvanty lehkych fetézcl je mozno vyuzit high cut-off dialyzy s kolonou Gambro HCO 1100,
umoznujici odstranéni pomérné velkého mnoZstvi lehkych fetézch z plazmy. Tato metoda je

vSak zatim vyuzivana pouze v ramci klinickych studii (119, 120).

5.7.7 Podptirna terapie u mnohocetného myelomu

Kromé chemoterapie je nedilnou souc¢asti 1éby mnohocetného myelomu i terapie myelomové
kostni nemoci, kde dominantni tlohu hraji bisfosfonaty, poddvané peroraln¢ (Klodronat,
Ibandronat) ¢i parenteralné (Pamidronat, Kyselina zolendronova). Parenteralni bisfosfonaty se
rovnéZ pouzivaji ke zvladnuti hyperkalcemickych stavl (17, 121, 122). PéCe o samotné
postizeni skeletu je multioborové a Casto zada intervenci neurochirurga, ortopeda c¢i
traumatologa v ptipad¢é nutné intervence u probéhlé ¢i hrozici kostni ¢i vertebraln i fraktury.
S vyhodou jsou vyuzivany vertebro ¢i kyfoplastiky komprimovanych obratlovych tel (121,
123).

Nedilnou soucasti 1é¢by myelomu je i terapie bolesti s uzitim opiatl a opioidu a taktéz i
paliativni analgetické radioterapie, zejména pii sériovém postizeni obratld. S vyhodou jsou

uzivany transdermalni a retardované peroralni formy analgetik (17, 24).

Terapie anémie, leukopenie, stejné tak i terapie infekénich komplikaci je zajiStovana podle

principll pouzivanych v kazdodenni hematologické praxi (24, 121).
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5.8 Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych Fetézcii imunoglobulinu
5.8.1 Struktura, syntéza a metabolismus volnych lehkych fetézct

Strukturdlné se molekuly protilatek skladdaji ze dvou identickych tézkych fetézci (y, a, p, o, €)
urcujici izotypy protilatek, a ze dvou lehkych fetézcli (x nebo A). Na obou typech fetézch
rozliSujeme konstantni a variabilni domény, které umoziujici svou konformaci specifickou
vazbu antigen-protilatka. Lehké a tézké fetézce, a tézké fetézce mezi sebou, jsou vzijemné

spojeny disulfidickymi mistky (124, 125).

Geny kontrolujici syntézu lehkych fetdzct (LR) k se nachazeji na 2 chromozému a zahrnuji
pfiblizné 40 oblasti pro Vk geny, 5 oblasti pro Jk geny a | Ck gen. Oblasti kodujici syntézu
LR A jsou umistény na 22 chromozému a zahrnuji pfiblizné 30 segmenti pro VA geny, 4 pary
segmentd pro JA a jeden CA gen). Lehké fetézce jsou zaclenény do molekul imunoglobulinu
béhem vyvoje B-lymfocytl, kdy zprvu byvaji exprimovany na povrchu nezralych elementd.
Syntéza a sekrece LR béhem vyvoje B-lymfocytu stoupé a u plazmatickych bunék dosahuje
maximalni vySe. Plazmatické buiiky produkuji jeden typ t&Zkého fetézce a jeden typ LR,
pfi¢emz je znamo, Ze produkce LR je asi o 40% vyssi neZ produkce tdZkych fetézcl, coz
umoziuje optimalni konformaci molekul imunoglobulinu. MnoZstvi plazmocyti produkujich

LR « je dvojnasobné, Fetézce A maji tendenci tvofit dimerické formy (124, 126, 127).

LR jsou pomémé rychle, vzhledem ke své malé velikosti (10-30 kDa), filtrovany péry
glomerulu do primarni mo¢i, pfi¢emz polo¢as monomerickych LR « pfedstavuje pfiblizné 2-
4 hodiny, v ptipadé dimerickych LR A se jedna o 3-6 hodin. Pologas kompletnich molekul
imunoglobulinu pfitom ptedstavuje 6 (IgA) a 21 dni (IgG). V oblasti proximalniho tubulu
nefronu dochazi nasledné ke zpétné reabsorpci LR, proto byva piipadna patologie sérovych
hladin LR zaznaménavana Gast&ji a difve neZ v moéi. V pfipadé masivni produkce, filtrace LR
glomeruly a prekro¢eni reabsorpéniho maxima proximalniho tubulu dochazi k tmiku LR
do moci, kde byvaji identifikovany jako Bence — Jonesova (B-J) bilkovina. K identifikaci B-J
bilkoviny bylo dfive uZivdno termoprecipitaéni zkouSky, nyni se pro jeji stanoveni a

kvantifikaci vyuziva elektroforetickych a imunofixacnich technik (128).

V piipadé masivni exkrece LR do mo¢i, spolu s postizenim struktur nefronu a zpomalenim
proudu moci mize dojit k precipitaci LR a jejich vazbé na Tamm-Horsfalliv protein v oblasti
distdlniho tubulu s naslednym vznikem odlitkové (tzv. cast nefropathy) nefropatie, coz je

nejcastejsi pri¢ina rendlni nedostate¢nosti u mnohocetného myelomu (113, 128).
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5.8.2 Metody stanoveni hladin volnych lehkych fetézct

Bézné uzivané metody pro stanoveni hladin volnych lehkych fetézct (VLR) v moéi a zejména
vséru se potykaly dlouhodobé s technickymi obtizemi, velkymi naroky na zkuSenost
pfi interpretaci a rovnéZz pomérné vyraznou preanalytickou chybou. Standartni elektroforéza
bilkovin séra je sice technicky a cenové pomérné nenaro¢nd, ale neni dostateéné senzitivni
v detekci nizkych koncentraci lehkych fetézct (< 500-1000 mg/1). Imunofixaéni elektroforéza
séra je citlivéjsi, ale nedokaze zachytit niz§i hladiny (< 150mg/l) a navic neposkytuje
kvantitativni vysledky. Elektroforéza moci je jednoduchd, levna a pomémé citlivd metoda.
Vysledek vSak zavisi do jisté miry na subjektivnim hodnoceni, vétSinou je nutnd piedchozi
koncentrace moci a k vySetieni je nutny, mnohdy problematicky, 24-hodinovy sbér moci.
V piipadé t&€zké proteinurie navic mlze dojit ke zkresleni vysledkd. Imunofixaéni
elektroforéza moci je mnohem citlivéjsi, nicméné limitace jsou obdobné jako u elektroforézy
a navic neposkytuje kvantitativni vysledky. Vzhledem k vySe uvedenému, byla tedy snaha

o nalezeni optimalni metody zaloZené na uziti antigen-specifickych protilatek (25, 26, 128).

Spole¢nosti The Binding Site™ (Birmingham, Velka Britanie) imunizaci ovei pomoci fetézct
Kk nebo A izolovanych z moc¢i obsahujici B-J bilkovinu a naslednym uzitim specifickych
absorpcnich, purifikacnich a mobilizacnich technik, byly pfipraveny vysoce specifické
protilatky proti vnitinimu epitopu volnych lehkych fetézcl, ktery je v ptipad€ vazby lehkého
fetézce v molekule imunoglobulinu pro tyto protilditky nedostupny. Nazvany systém
FreeLite™ byl uréen pro piistroje na principu nefelometrie a turbidimetrie. Systém
FreeLite™ prokazal vysokou specificitu a senzitivitu pro stanoveni volnych lehkych fetdzct
v séru a moci, priblizné 1000x vyssi citlivost nez elektroforéza séra a umozinujici ziskat

kvantitativni vysledky v pfipad¢€ i velmi nizkych hladin (128).

5.8.3 Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcii, normalni rozmezi

Referenéni intervaly normalniho rozmezi byly nejprve testovany autorem systému FreeLite ™
A.R. Bradwellem, ale pIlné¢ byly definovany az J.A. Katzmannem po vySetfeni rozsahlé¢ho
souboru vzorkl sér od zdravych darcii krve a dale souboru normalnich jedinct rizného véku.
Vzajemny, vypocteny pomér lehkych fetézcl « a A, tzv. ¥/A index, urcuje klonalitu lehkych
fetézch a tim klonalitu produkujici plazmocelularni populace (129, 130, 131). Bylo zjiSténo,

ze hladiny VLR mirn¢ nartstaji s vékem z diivodu snizené glomeruldrni filtrace a rovnéz
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pfi rendlni nedostateénosti dochazi k narustu hladin VLR s mirnym ovlivnénim indexu /A,
proto je doporu€eno uZiti rendlnich referencnich intervall (132, 133). Referenc¢ni intervaly

uvadi tab. 7.

Stanoveni sérovych hladin VLR se v soudasnosti nyni stalo soudasti standartniho algoritmu

skriningu, diagnostiky a monitorovani monoklonélnich gamapatii (134, 135, 136, 137, 138).

Tab. 7. Referenéni intervaly systému FreeLite™ (130, 133).

S-VLR kappa 3,3—19,4 mg/l
S-VLR lambda 5,7 - 26,3 mg/l
Index kappa/lambda 0,26 — 1,65

Renalni index kappa/lambda 0,37 — 3,1

5.8.4 Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcti ve FN Olomouc

Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézct se provadi ve FN Olomouc od roku 2004
a bylo zahajeno jako prvni v Ceské republice. Samotné vysetiovani se provadi na oddé&leni
Klinické biochemie a imunogenetiky. Ke stanoveni se vyuziva kit firmy The Binding Site a
zprvu bylo vyuzivano platformy turbidimetrického pftistroje Hitachi 917/Modular (Roche),
od roku 2006 pak nefelometrického systému Radim Delta (Radim Diagnostics).
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5.9 Stanoveni izotypovych pari lehkych/téZkych fetézci imunoglobulini (HevyLite™)

Nejnovéjsim testem ve spektru vySetfeni monoklonalniho proteinu je systém HevyLite™,
principielné zaloZeny na uziti dvojice specifickych protilatek proti junkénim epitoplim mezi
doménami tézkého a lehkého fetézce v konstantni oblasti fetézcl imunoglobulinu (HLC).
V zavislosti na typu pouzité soupravy metoda umoziuje stanoveni hladin HLC u riznych
izotypll imunoglobulind ( IgG, IgA, IgM, IgE, IgD), poskytuje reproduktibilni, kvantitativni
vysledky 1 v pfipadé pouhé imunofixacni pozitivity M-proteinu a analogicky jako v piipadé
vysetieni sérovych hladin volnych lehkych fetézci umoziuje vypocet poméru HLC — indexu
klonality Igk/Igh. Metoda taktéz eliminuje omezeni konven¢ni elektroforézy zejména
v pfipadech zmény hematokritu nebo piekryti Casti spektra M-proteinu transferinem,
haptoglobinem ¢i C3 slozkou komplementu. Jedna se o metodu novou, perspektivni a studie

definujici pfinos metody do klinické praxe nyni probihaji ( 139, 140, 141).
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6.0 Vlastni studie

6.1 Sérové hladiny volnych lehkych Fetézci imunoglobulinu u monoklonalni gamapatie

nejistého vyznamu — vyznam pro stratifikaci a optimalni sledovani

Uvod

Jako monoklondlni gamapatie nejisttho vyznamu (MGUS) je oznacovan klinicky
bezptiznakovy, potencidlné maligni stav, charakterizovany klonalni proliferaci plazmatickych
bunék produkujicich M-protein, detekovatelny v séru a/nebo v moc€i, a absenci zndmek
organového postizeni typického pro myelom (tab. 3) (5). MGUS je z monoklondlnich
gamapatii nejcastéjsi (pfiblizné 58% vSech MG) a jeji vyskyt v populaci neni nikterak nizky.
Narista s vékem a v populaci > 50 let piedstavuje 3,2% a u jedincti > 70 let az 5,3% (Gdaje se
ovSem lisi podle senzitivity pouzitych detekénich technik) (142). Bylo prokazano, ze MGUS
prakticky vzdy predchdzi mnohocetnému myelomu a je znamo, Ze pifiblizné u 1-1,5% jedinct
s MGUS dojde ro¢né k transformaci v n€kterou z forem maligni monoklonalni gamapatie (9,
143, 144). Proto cilem studii fady autori byla identifikace rizikovych faktorti vystihujicich
miru rizika a pravdépodobnost maligni transformace MGUS (145). Ze serologickych metod
byly identifikovany jako signifikantni vysokd koncentrace a non-IgG izotyp MIG, ¢ast autort
pokladd jako vyznamny prediktor 1 pfitomnost BJ urie, suprese jednotlivych izotypa

polyklonalnich imunoglobulintl a vys$i sedimentace erytrocytti (146, 147, 148, 149, 150).

Nove dostupné stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcii s ur¢enim indexu klonality
K/A, dovolilo identifikovat jedince s vyS$$im rizikem transformace do nékteré z malignich
forem MG. Kombinaci indexu klonality /A, koncentrace a izotypu M-proteinu byl sestaven a
vSeobecné akceptovan stratifikacni systém publikovany Rajkumarem, rozdélujici nemocné do

Ctyt prognosticky rozdilnych skupin (tab. 8) (151).
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Tab. 8: Stratifika¢ni model pro MGUS (Rajkumar) (151)
Prediktivni faktory:

1. Hodnota M-proteinu v séru < 15 g/l
2. 1gG izotyp M-proteinu
3. Normélni ®/A index VLR v séru

Stratifika¢ni model:

1. Nizké riziko - normalni hodnota vSech 3 prediktivnich
faktora

2. Nizké stredni riziko - abnormita 1 faktoru

3. Vysoké sttedni riziko - abnormita 2 faktort

4. Vysoké riziko - abnormita 3 faktort

Cilem nasledujici studie bylo stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézct «k, A a x/A
indexu v souboru jedincd s MGUS, inkorporace stratifika¢éniho modelu pro MGUS a
posouzeni chovani hladin VLR jedincti, u kterych doflo k transformaci v mnoho&etny

myelom.
Vysetieny soubor

Analyzovana sestava ¢itala 191 jedinct, spliujici IMWG diagnostické kritéria monoklonalni
gamapatie nejistého vyznamu diagnostikovanych na III. interni klinice v obdobi let 2004-
2009(5). Median véku byl 62 let, pomér muzi a Zen byl 1: 1,17. Imunochemicky typ IgG byl
pritomen u 137 jedinct (71,7%), IgA u 27 (14,1%), IgM u 18 (9,4%), IgD typ u 1 (0,5%), BJ-
typ u 1 (0,5%) a u 7 jedinct (3,7%) se zjistila biklonalni sekrece ( 2x IgM + IgG, 5x 1gG +
IgA). Vyskyt lehkych fetézcl k v molekule imunoglobulinu byl u 108 jedinct (56,5%), A u 80
(42%) a 3 (1,5%) jedinci vykazovali biklonélni typ sekrece lehkého fetézce. U vSech jedincii
bylo provedeno kompletni biochemické vysetieni séra, vcetné elektroforézy a imunofixacni
elektroforézy, stanoveni hladin izotypli imunoglobulinti 1gG, IgA a IgM; déle pak vySetfeni
kostni dien¢ aspiraci a/nebo histobiopsii a u vétSiny jedinci bylo provedeno kompletni
radiografické vysetieni skeletu k vylouceni osteolytického postizeni. Sérové hladiny volnych
lehkych fetézct byly vysetieny systémem Freelite™ (The Binding Site, Birmingham, Velké

Briténie).

46



Vysledky

Patologické sérové hladiny lehkych fetézcti k nebo A byly zjistény u 119 jedinci (62,3%),
pficemz u 19 (9,9%) z téchto jedinci bylo pfitomno zvySeni hladin obou typl lehkych
fetézcl, z toho v 10 pfipadech se jednalo o jedince s riznou mirou renalni nedostatecnosti, v 5
pfipadech S§lo o nemocné se systémovym revmatickym onemocnénim s asociovanou
monoklondlni gamapatii a ve 4 ptipadech nebyla pficina zifejma (graf 1.). Patologické
hodnoty indexu x/A byly zjistény u 106 (55,5%) jedinci, pfiCemz suprese alternativniho
lehkého tetézce byla zaznamendna u 6 (3%) jedinci a vzdy se jednalo o fetézec A pii

dominantni sekreci fetézce «.

S pouzitim stratifikacniho systému MGUS dle Rajkumara, spliiovalo kritéria nizkého rizika
56 (29,3%) jedinct, nizkého-sttedniho rizika 87 jedincti (45,5%), vysokého-stfedniho rizika
45 (23,6%) a vysokého rizika pouze 3 (1,6%) jedinci (151).

Béhem Sestilet¢ho sledovani doSlo celkem u 11 (5,7%) jedincii k transformaci v nékterou
z forem maligni monoklondlni gamapatie, coz odpovidd piiblizné mife transformace
0,95%/rok z celého souboru. V 1 ptipadé se jednalo o MGUS s izotypem IgM s néslednou
transformaci ve Waldenstromovu makroglobulinémii, pfi¢emz transformace byla spojena s
narustem hladiny M-proteinu, poklesem hodnoty hemoglobinu, lymfadenomegalii a
pfitomnosti B-symptomi. V 10 pozorovanich doslo k transformaci v MM, z toho v 1 piipadé
v asymptomatickou formu, u které byla zaujata terapeutickd strategie ,,watch and wait®.
V dalSich piipadech se jednalo o symptomatickou formu onemocnéni, ve vétSiné piipadi
charakterizovanou nartistem hladiny M-proteinu, anemizaci a zejména vyvinem kostnich 1ézi,
a u | jedince byla maligni transformace spojena dokonce i s hyperkalcémii a renalni

nedostateénosti.

Na podkladé¢ stratifikacniho systému pro MGUS byli 4 transformujici jedinci ve skupiné
nizkého stiedniho rizika, 6 jedinci ve skupin€ vysokého-sttedniho rizika a 1 jeden pacient ve
skupin¢ vysokého rizika. Pfi pfepoctu na pocty jedincli ve skupinach, procento transformace
tedy odpovida 0 vs. 4,5 vs. 13,3 vs. 33,3% v prib¢hu 6 let (tab. 9). Pfechod v mnohocetny
myelom byl u vSech sledovanych pacienti spojen s rizné vysokym vzestupem hladin volnych
lehkych fetézct a nardstem patologie indexu klonality /A pfi dominanti sekreci k, resp. jeho

prohloubenim pfi dominantni sekreci A (graf 2., 3.).
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Tab. 9. Rozdé€leni souboru jedinci s MGUS (n=191) podle stratifikacniho systému dle

Rajkumara a pocet transformujicich pacientii béhem 6 let (151).

Rizikové skupina Pocet (%) Pocet jedinct v transformaci (%)
Nizké riziko 56 (29,3%) 0 (0%)

Nizké — stredni riziko 87 (45,5%) 4 (4,5%)

Vysoké — sttedni riziko 45 (23,6%) 6 (13,3%)

Vysoké riziko 3 (1,6%) 1 (33,3%)
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Diskuze

Vyskyt patologie sérovych hladin VLR zachycena v nagem souboru odpovida veelku zavéram
doposud zvetejnénych studii, kdy procentudlni vyskyt abnormélnich koncentraci piedstavuje
64-78%. Je ale nutno podotknout, Ze stejn¢ jako v nasem piipad¢, ¢ast jedincu vykazovalo
elevaci obou LR tedy « i A, nejéast&ji z davodu pritomné renalni nedostate¢nosti (131, 151,
152). Procentualni vyskyt patologie indexu /A ptedstavuje podle doposud publikovanych
praci 28-50%, 55,5% vyskyt v naSem souboru odpovida spiSe studiim s vyS$$im vyskytem
patologické hodnoty /A indexu (151, 152, 153). Kromé elevace hladin VLR u renélni
insuficience, byva pfitomnost M-proteinu ¢asto asociovana se systémovymi onemocnénimi
pojiva, hepatalnim postizenim a jinymi stavy, kde dochézi k polyklonalni aktivaci lymfocyti,
coz ma mnohdy za nasledek pravé zvyseni hladin VLR a proto se jako ukazatel klonalni
produkce jevi citlivéjsi index /A, odrazejici miru klondlni produkce monoklonalnimi

plazmatickymi burnkami.

Pomérné rozsahld analyza 1148 jedinci s MGUS ve vztahu krizikovym faktorim
transformace byla publikovana Rajkumarem (151). U zndmych parametri - tedy kvantity a
izotypu M-proteinu (IgA, IgM, biklonalni IgA+IgM) dosahoval v multivaria¢ni analyze index
relativniho rizika hodnoty 2,4 resp. 2,5. Pii analyze vySe absolutnich hladin VLR bylo
zjidténo, 7e nemocni s elevaci VLR vykazuji mnohem vys§i riziko transformace do nékteré
z forem maligni MG ( index relativniho rizika 2,1) neZ jedinci snizkymi hladinami.
V multivariani analyze vSak mnohem pfesvéd¢ivéji vyznéla hodnota indexu /A, pfiCemz
jedinci s abnormalni hodnotou indexu méli vyssi riziko transformace (index relativniho rizika
2,6) nez jedinci sindexem /A v mezich normy. Tento parametr byl navic nezéavisly na
ostatnich vyhodnocenych parametrech. Kombinaci hodnoty indexu «/A, kvantity a izotypu M-
proteinu jako diskriminac¢nich parametri, byl vytvofen a vSeobecné akceptovan diskutovany
stratifikaéni systém (151). Procento transformaci zachycenych v nasem sledovaném souboru
(0,95%/rok) odpovidd celkem udajim svétového pisemnictvi, pfedstavujici pfiblizné 1-
1,5%/rok (144, 146). Je nutné podotknout, Ze vSichni transformujici jedinci patfili do skupiny
sttedniho a vysokého rizika, zatimco ve skupiné jedincl s nizkym rizikem nebyl vyvoj
v maligni monoklonédlni gamapatii zaznamenan. Pfepoctené ro¢ni procento transformaci
skupiny nizkého stfedniho a vysokého stfedniho rizika 0,8 a 2,2% piiblizné odpovida
zavéram pilotni studie udavajici procento transformaci ve zminénych skupinach 1,1 resp.

1,9% rocne (151, 154) . Stejné jako v publikovanych pracech i v nasem piipadé byl vyvoj
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jedinctt s MGUS v MM charakterizovan narGstem hladin volnych lehkych fetézci, zejména

ale navySenim resp. prohloubenim indexu «/A (graf 2., 3.).

Vysledky analyz a vySe zminény stratifikacni systém byl inkorporovan do doporuc¢eni IMWG
a hladiny VLR v séru se stanovenim indexu klonality k/A by mély byt vysetieny vzdy v dobé
diagnézy nemoci pro stratifikaci nemocnych a stanoveni optimalniho pfistupu pro dalsi
sledovani. Diive akceptované doporuceni publikované J.R. Berensonem ptedpoklada
pravidelné laboratorni sledovani hladiny M-proteinu u nemocnych v4-6 mésic¢nich
intervalech po prvni 1-2 roky a nasledné v pravidelnych 1-2 letych intervalech s ohledem
na piitomnost daliich rizikovych faktori (156). VySetfeni VLR v3ak nebylo v téchto
doporucenich pevné zahrnuto a je brano jako pomocny udaj pro stanoveni rizika progrese.
Recentné publikovand doporuceni IMWG R.A. Kylem ale jednoznacné definuji piinos
nového stratifikaéniho systému, ktery by mél byt integralni soucasti klinické praxe (157).
U jedinch s nizkym rizikem neni podle téchto doporuceni zcela rutinné doporucovano
vySetieni kostni dien¢ a radiografické vySetieni skeletu, pokud i ostatni parametry (klinicky
stav, krevni obraz, hodnoty kreatininu a kalcia v séru) svéd¢i pro MGUS a méli by byt znovu
vysetteni elektroforézou séra po 6 mésicich od doby diagnézy a dale pak v pravidelnych 2-3
ro¢nich intervalech nebo pii klinickém podezieni svéd¢icim pro mozny piechod do maligni
MG. U jedinct s se sttednim a vysokym rizikem by mélo byt provedeno vySetieni kostni
dfen¢ aspiraci a/nebo histobiopsii, optimaln¢ 1 s pouzitim technik cytogenetiky, FISH a
pritokové cytometrie. Kontrolni elektroforéza séra a kompletni krevni obraz by méli
nasledovat po 6 mésicich a dale pak v pravidelnych ro¢nich intervalech. V ptipad¢ jakékoliv
zmeny klinického stavu musi ovSem pacient kontaktovat svého Iékaie kdykoliv dfive.
Pravidelné sledovani hladin VLR neni rutinné doporuceno, ale je znamo, Ze progrese v MM je
v naprosté vétsing piipadi spojena s narGstem hladin VLR a zménou indexu /A a oba
parametry mohou slouZit jako pomocny dynamicky ukazatel. Pravidelné stanoveni VLR je ale
jednoznaéné nezbytné v piipadé MGUS s izolovanou pritomnosti lehkych fetézca,
pro moznou transformaci v BJ-MM, nebo jinou maligni MG s ptitomnosti lehkych fetézcu.
V t&chto situacich je doporugeno pravidelné sledovani hladin VLR v 6 mési¢nich intervalech
od diagnodzy a dale pak v pravidelnych ro¢nich intervalech (158). Ptinos IMWG algoritmu byl

ovéten praci publikovanou G. Bianchi (159).
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Graf 1. Sérové hladiny volnych lehkych fetézci u monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu (MGUS) (n = 191).
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6.2 Sérové hladiny volnych lehkych fetézca imunoglobulinu u mnohoc¢etného myelomu

6.2.1 Sérové hladiny volnych lehkych fetézciti imunoglobulinu u mnohocetného myelomu

Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné hematologické onemocnéni charakterizované klonalni
proliferaci a akumulaci neoplasticky transformovanych elementli termindlni faze diferenciace
B-lymfocytd v kostni dfeni, sprodukci monoklondlniho imunoglobulinu (MIG),
detekovatelného v séru a/nebo v moci a provazenym orgadnovym postizenim definovanym
zkratkou CRAB (hyperkalcémie, renalni nedostatecnost, anémie a kostni postiZzeni). Kromé
kompletnich molekul monoklondlniho imunoglobulinu, secernuji nadorové plazmocyty
rovnéZz volné lehké fetézce imunoglobulinu, prokazatelné v moci jako Bence — Jonesova
bilkovina (2, 5). Nové dostupné stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcli vyznamné
rozS8ifilo armamentarium vysSetieni pouzivanych v diagnostice a sledovani monoklonalnich

gamapatii (129, 135, 138).

Cilem studie bylo stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcli v souboru nemocnych
snové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem, porovnani jejich hladin mezi
jednotlivymi izotypy myelomu a zhodnoceni pfinosu u vybranych, mén¢ obvyklych forem

MM.

Soubor nemocnych

Sledovany soubor tvofilo 261 pacientll s nové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem,
spliujicich SWOG 1 IMWG kritéria, vySetfenych na III. interni klinice v rozmezi let 2004-
2009 (5, 14). Popisné charakteristiky sledovaného souboru jsou shrnuty v tab. 10. Sérové
hladiny volnych lehkych fetézci « a A byly stanovovany systémem FreeLite'(The Binding
Site, Birmingham, Velkd Britdnie). Pro statistickou analyzu bylo pouzito Spearmanovy
analyzy a testll dle Kruskal-Wallise a Mann-Whitneyeho. Skupiny (sekrece) k a A byly

z diivodu recipro¢niho vztahu volnych lehkych fetézcti hodnoceny samostatné.
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Tab. 10: Popisné charakteristiky sledovaného souboru nemocnych s mnohocetnym

myelomem.
Pocet:

M:Z:
Median véku:
Typ sekrece:
IgG

IgA
Bence-Jonestv
IgD

Nesekretoricky

Stadium dle Durieho — Salmona:

II

III

Oligosekreéni MM (MIG < 10 g/l):

261
I,1:1

67 let (32-90)

164 (62,8%)
52 (19,9%)
36 (13,8%)
3 (1,2%)

6 (2,3%)

29 (11%)

91 (34,9%)
141 (54,1%)
204 (78,2%)

57 (21,8%)

Typ lehkého retézce:

K 163 (62,5%)
A 92 (35,2%)
Stadium dle ISS:

I 62 (23,8%)
I 79 (30,3%)
I 120 (45,9%)
16 (6,1%)
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Vysledky

V celém analyzovaném souboru nemocnych byly zaznamenany abnormalni sérové hladiny
dominantniho VLR u 241 (94,5%) nemocnych, pfi¢em patologické hodnoty indexu klonality
K/A byly pritomny u 245 (96%) pacientd (graf 4). Suprese hladiny alternativniho fetézce byla
zaznamenéna u 55 (21,5%) pacienttl. P¥i porovnani sérovych hladin VLR « resp. A, hodnoty
k/A indexu a hladin MIG stanovenych elektroforézou, nebyla mezi témito parametry v obou
skupinach prokazana statisticky vyznamna vzajemna zavislost — tab. 11, pfi¢emz z analyzy

bylo vylouceno 6 nemocnych s nesekretorickou formou myelomu.

Tab. 11. Vzajemna nezavislost sérovych hladin volnych lehkych fetézclh a monoklondlniho
imunoglobulinu (r = korelacni koeficient, p = signifikance, MIG — monoklondlni

imunoglobulin).

Skupina kappa (n=163) MIG

K r=-0,1; p=0,217
Index «/A r=-0,04;p=0,619
Skupina lambda (n=92)

A r=-0,207; p=0,051

Index «/A r=0,044; p=0,683

Ve skupiné ,kappa“ byly pii vzijemném porovnani vyse hladin VLR a indexu w/A u
jednotlivych izotypli sekrece zjiStény signifikantni rozdily v nasledujicich ptipadech.
Nemocni s IgG izotypem vykazovali vy3si hladiny VLR « neZ jedinci s IgA izotypem (p =
0,002), avsak tento rozdil nebyl zaznamendn v hodnotéch indexu x/A. Pacienti s IgA a IgG
izotypem onemocnéni vykazovali v souladu s oéekavanim vyznamné nizsi hladiny VLR « (p
< 0,0001 a p < 0,0001) i hodnoty indexu «/A (p = 0,0002 a p = 0,001) ve srovnani s B-J
formou myelomu (graf 5). Rozdily v hladinach alternativniho fetézce A nebyly zaznamenany

(p = 0,199).
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Ve skupiné ,,Jambda‘ statistickd analyza prokézala vyznamné& nizsi hladiny VLR A (p = 0,017
a p = 0,001) a vys$§i hodnoty indexu /A (p = 0,043 a p = 0,001) u izotypt IgA a IgG ve
srovnani s B-J formou myelomu (graf 6). Rozdily v hladinach alternativniho fetézce x opét

nebyly zaznamenany (p = 0,524).

Diskuze

Je znamo, e mira sekrece molekul MIG a VLR je u myelomovych plazmocytd velmi
variabilni a odrdzi vnitini, nitrobunééné charakteristiky nadorového klonu (128). Procento
patologie hladin volnych lehkych tetézct (94,5%) a indexu w/A (96%) zjisténé v nasem
souboru jednoznac¢né odpovidd zavériim praci publikovanych diive, uvadéjici miru patologie
hladin VLR 95 — 96% a v ptipadé indexu /A 94 — 96,8% (160, 161, 162, 163). Nicméng
stejné jako v naSem piipade, 1 v téchto studiich velmi malé procento nemocnych vykazovalo
normalni hladiny VLR i indexu /A, pfi¢emZ se vzdy jednalo o nemocné s pfitomnosti
kompletnich molekul MIG a to izotypti IgA, IgG a velmi vzacné IgD. Vyse hladin VLR byla
v nasem souboru signifikantn€ vyssi u nemocnych s izotypem IgG nezli u IgA izotypu, avsak
pouze ve skupiné se sekreci lehkého fetézce k. V obou skupinach vSak nebyly zaznamenany
rozdily v hodnotach indexu «x/A. Tato skute¢nost do jisté miry odporuje praci Meada et al.,
jenz nachézel vyssi hladiny VLR u izotypu IgA neZli IgG (160). Stejné jako v nasem piipadg,
koncentrace VLR izotypi IgA a IgG neprevySovaly hladiny u B-J formy myelomu, a které

byly srovnatelné pouze se vzacnym IgD izotypem.

Vy3e uvedena analyza rovnéz potvrdila tu skute¢nost, Ze hladiny VLR nekoreluji s hladinami
intaktniho monoklondlniho imunoglobulinu, coz je pln¢ v souladu s vysledky pfedchozich
praci a je tedy nutno zdiraznit, 7e koncentrace VLR jsou nezavislym parametrem

charakterizujicim nadorovy proces u mnohocetného myelomu (160, 164).

Samotné hladiny VLR a hodnota indexu /A stanovené v dob& diagndzy nemoci maji
vyznamny prognosticky dopad. V praci zahrnujici 94 pacienti s MM publikované
Kyrtsonisovou et al., nemocni s hodnotami indexu k/A < 0,02 a > 3,6 vykazovali 5-leté pteziti
30% oproti 82% u ostatnich nemocnych (165). Snozkova et al. ve své préci Citajici 790
nemocnych zjistila, Ze nemocni s hodnotou indexu /A vrozmezi < 0,03 a > 32 piezivali
jednoznacné déle nez nemocni s vyraznou patologii hodnoty indexu mimo toto rozmezi (30

vs. 39 mésict) (161). Obe prace nasledné inkorporovaly toto kritérium do systému ISS, coz
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vedlo k dalsi stratifikaci nemocnych a samotny index /A se jevil jako silny prognosticky
faktor. Limitaci obou praci byla jistd nehomogenita terapie MM v obou souborech, zahrnujici
konvenéni rezimy s uzitim alkyla¢nich latek a kortikoidi, ale i pfistupy vysokodavkované
terapie. Van Rhee u nemocnych 1é¢enych protokoly totdlni terapie, zalozenych na kombinaci
novych biologickych pusobkt, klasickych cytostatik a vysokodavkované terapie zjistil, ze
nemocni s vysokymi hladinami VLR (> 750 mg/l) méli vyznamné kratsi pieziti (24 mésici)

nezli ostatni nemocni (166).

Vzhledem k velmi kratkému biologickému polo¢asu molekul VLR se pedpokladalo, Ze jejich
stanovenim bude moZno vypozorovat casnou reakci na léCbu ev. podchytit Casny
relaps/progresi onemocnéni. Je pravdou, Ze cast praci a kazuistickych pozorovani tyto
piedpoklady podporuje ( 162, 166, 167, 168, 169). Prace Dispenzieri et al. poukazuje na to, ze
redukce hladin VLR ve 2 mésicich od zahéjeni terapie predpovida miru koneéné odpovédi
definované hodnotou MIG, ale nema vliv na celkové preziti ¢i délky doby do progrese u
1é€enych nemocnych (162). Naopak Van Rhee et al uvadi, Ze rychla redukce vysokych hladin
VLR terapii svéd¢i spise pro agresivni typ onemocnéni (166). Pro monitorovani efektu terapie
neni tedy stanoveni hladin VLR u nemocnych s intaktni molekulou imunoglobulinu obecng
doporu¢ovéano, nicméné stanoveni hladin VLR je vyuZivano k potvrzeni stringentni kompletni
remise (sCR) (29). Stringentni kompletni remise je definovana jako nepfitomnost
monoklondlniho imunoglobulinu v séru a moc¢i pii uZziti detekénich technik imunofixaéni
elektroforézy, nalez normalni hodnoty indexu /A a nepfitomnost klonalni myelomové
populace v kostni dfeni definované imunohistochemicky, imunofluorescenéné ¢i s pomoci
multiparametrick¢ pratokové cytometrie (29, 155). Z prace publikované Kumarem et al.
vyplyva, Ze nemocni s imunofixac¢ni negativitou séra a moci po terapii, ale s abnormalnimi
hodnotami indexu /A vykazovali kratsi pfeZiti nezli nemocni s hodnotami indexu v mezich
normy (170). Role sCR neni zatim zcela uplné¢ jasna a je potieba dalSich praci k posouzeni
vlivu hladin VLR na hloubku remise a zejména k posouzeni pievahy piinosu sCR nad CR
(171, 172, 173, 174, 175). Dalsi otazku taktéz vyvolava fakt, ze v ptipad¢ dosazeni kompletni
remise byva €asto tranzientni pfitomnost mono-/ oligoklonélnich prouZzki, velmi ¢asto znacici
robustni remisi, pficemz zde az v 72% byva ptitomna patologie indexu /A ( 176, 177, 178,

179, 180).

Stanoveni hladin VLR v dob¢ relapsu/progrese neni rutiné doporucovéno, ale znamo, Ze
vysetfeni VLR dokaze podchytit nemocné relabujici formou ,,light-chain escape® fenoménu

(155). Jako ,light-chain escape (LCE)“ fenomén, tedy ,,anik* nebo ,,prilom* je oznacovan
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stav, kdy se relaps/progrese onemocnéni vyzna¢uje masivni produkci VLR detekovatelnych
v séru a/nebo v moci, avSak bez adekvatniho nartistu hladiny M-proteinu (181) (graf 7).
Termin LCE byl poprve pouzit J.R. Hobbsem, ktery popsal detekci LCE fenoménu v mo¢i u
¢asti relabujicich nemocnych (182). V odborné literatufe jsou popisovany 2 typy LCE
fenoménu: 1. Pravy typ — definovany jako nartst v hladinach VLR se stabilni nebo klesajici
hladinou M-proteinu a 2. parcialni typ — definovany jako masivni narist hladin VLR, aviak
pouze snizkym narGstem hladiny M-proteinu (181). Vysvétlenim pro tento fenomén je
pravdépodobné ptitomnost dudlni plazmocytarni populace v kostni dfeni s jednou, produkujici
pfevazné kompletni molekuly M-proteinu, a s druhou, vétSinou méné diferencovanou,
produkujici ve vysoké mite prevazné lehky fetézec imunoglobulinu. V dobé relapsu/progrese
s moznou dediferenciaci nadorového klonu dochdzi ke zméné poméru nadorové populace
v kostni dfeni ve prospéch klonu produkujiciho pouze lehké fetézce, jak bylo demonstrovano
pomoci dvojitych imunohistochemickych technik (183). LCE fenomén je typicky zejména pro
nemocné s izotypem IgA, ale byl popsan jiz i u omezeného po¢tu nemocnych s izotypem IgG,

avSak vétSinou v jeho parcidlni forme (184, 185).

59



6.2.2 Sérové hladiny volnych lehkych fetézcii imunoglobulinu u nesekretorické formy

mnohocetného myelomu

Pro identifikaci 6 nemocnych se vzacnou nesekretorickou formou myelomu bylo pouzito
IMWG kritérii: 1. absence M-proteinu v séru a/nebo v moci pii imunofixaénim vySetfeni, 2.
klondlni plazmocytoza kostni dien¢ > 10% nebo histologicky verifikovany plazmocytom, 3.
ptitomnost ROTI (5). U 3 nemocnych byla zji§téna elevace hladin VLR «, u 1 nemocného
fetézce A, ve vSech pfipadech spolu se zménou indexu k/A mimo referencni mez. U 1
nemocného byly zjistény normaélni hladiny obou VLR v&etné /A indexu, 1 nemocny
vykazoval dokonce supresi hladin obou lehkych fetézcli, rovnéz s normalni hodnotou /A
indexu. U 4 nemocnych dosahovaly hladiny dominantniho fetézce > 100 mg/l, umoZiujici

pravidelné sledovani nemoci (tab. 12, graf 8).

Tab. 12. Sérové hladiny volnych lehkych fetézcli u nemocnych s nesekretorickou formou

mnohocetného myelomu v dob¢ diagndzy nemoci.

Pacient: Kk (mg/l) A (mg/l) Index k/A
1. 1948 274 6,3 43

2. 1944 5,53 17 0,3

3. 1945 10,3 222,6 0,05

4. 1931 112 21,2 53

5. 1942 520 9,2 58,51

6. 1937 2,92 3,22 0,91

Incidence nesekretorické formy myelomu v nasem souboru odpovida sestavam jinych autort,
avSak ktera se s nastupem citlivéjSich a dokonalejSich technik stanoveni M —proteinu stava
stdle méné obvyklou. Prvni zkuSenosti se stanovenim volnych lehkych fetézci u NSMM
publikoval Drayson et al., v jehoz souboru 28 nemocnych s NSMM 19 nemocnych (68%)
vykazovalo elevaci k nebo A fetézce se zménou /A indexu, 4 nemocni vykazovali supresi

jednoho nebo obou fetézcli a 5 nemocnych vykazovalo normalni hladiny volnych lehkych
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fetézcd 1 k/A indexu (186). Ve studii publikované pozd¢ji Katzmannem et al. bylo vySetieno
20 nemocnych s NSMM, z toho 5 vySetfenych v dob¢é zachytu onemocnéni a 15 nemocnych
Jiz behem terapie (153). Ve skupiné jedinct vySetienych v dobé diagnozy byla zaznamendna
ve vSech piipadech abnormalita volnych fetézcli a zejména /A indexu (100% abnormalita).
Ve skupin€é nemocnych v terapii byla pozitivita testu jiz jen 60%. V ndmi studovaném
souboru byla pozitivita hladin volnych lehkych fetézcl a k/A indexu zaznamenana u 4 ze 6
nemocnych (66%) vysetienych pti diagné6ze MM, coz odpovidéd zavérim Draysona et al..
Jako velmi dtlezité je nutné podotknout, Ze vSichni tito 4 nemocni méli hladiny dominantniho
fetézce vysoce nad hranici 100 mg/l — coz je dle platnych kritérii hranice definujici méfitelné
onemocnéni a umoznujici tak pravidelné sledovani onemocnéni nejen béhem terapie, ale 1
v dobé remise/relapsu choroby a omezit frekventni, pro nemocného zatézujici, aspiracni ¢i
histobioptické vySetieni kostni dfené (28, 155). Stanoveni VLR tedy umoZiiuje piidatné
identifikovat sekreci volnych lehkych fetézci u diive, dle konvenc¢nich kritérii definovaného
nesekretorického typu MM. Naopak ,,pravy* nesekretoricky myelom — tedy onemocnéni bez
imunofixa¢niho priikazu M-komponenty a s negativitou hladin VLR se stal raritnim

onemocnénim (~ 1% vsech MM) (187).
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6.2.3 Séroveé hladiny volnych lehkych fetézci imunoglobulinu u Bence — Jonesovy formy

mnohocetného myelomu

Pfi detailni analyze 36 nemocnych s B-J formou myelomu byla zaznamenana ve vSech
(100%) ptipadech pritomnost patologie hladin lehkych fetézct i indexu /A, coz odpovida
zavérim predchozich studii (188, 189). Samotnd diagnoéza B-J formy MM je mimo jiné
zalozena na prikazu a kvatifikaci odpadu B-J bilkoviny v mo¢i — coZz je mnohdy
problematické, zejména v piipadé anurickych nemocnych, nebot” akutni, rozvinuta forma B-J
MM byva casto spojena srenalni nedostatecnosti a anurii na podkladé obstrukce tubuld
ledviny lehkymi fetézci — tzv. odlitkové nefropatie (,,cast nefropathy*). Samotna exkrece
lehkych fetézci do moci je zavisld na typu lehkého fetézce a nutnosti piekroceni
reabsorpéniho maxima tubult ledviny, kdy dochazi k tniku lehkych fetézct do moci. Proto u
¢asti nemocnych byva onemocnéni diagnostikovdno az v pokrocilém stadiu (128). Exkrece
lehkych fetézci ledvinami je taktéz ovlivnéna renalnimi funkcemi a proto pro vySe uvedené
divody, lze vzajemnou zavislost hladin VLR v séru a koncentracemi B-J bilkoviny v mogi
nalézt pouze u ¢asti nemocnych, coz bylo shledano i u n¢kterych nasich nemocnych, ktefi byli
nasledné sledovani a lé¢eni na nasem pracovisti (graf 9) (189, 190, 191). Stanoveni VLR
dovoluje kvantifikovat 1 velmi nizké koncentrace po uspéSné chemoterapii, které by jiz pii
vySetfeni moci nebylo mozno detekovat a proto je jako ukazatel minimalni rezidudlni nemoci
vyhodnéjsi. Stejné tak i v pfipad€ relapsu/progrese onemocnéni, umoziuje stanoveni hladin
VLR odhalit nartst d¥ive, nezli dojde k dosazeni koncentraci nutnych pro prinik do moé¢i. Dle
recentnich doporu¢eni IMWG pro diagnostiku monoklonalnich gamapatii (kromé AL-
amyloidozy) lze vySetfeni moc&i vynechat a nahradit stanovenim VLR v séru, avsak pro
monitorovani nemocnych s B-J formou MM ziistava stanoveni hladin VLR rezervované pro
nemocné s neméfitelnym onemocnénim — tedy s exkreci lehkych fetézcii do moci v mnozstvi

mensim nez-li 200mg/24 hodin (155, 192, 193, 194).
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6.2.4 Sérove hladiny volnych lehkych fetézci imunoglobulinu u IgD mnohocetného myelomu

U 3 nemocnych s IgD formou myelomu byly ve vSech piipadech zjiStény vysoce patologické
hodnoty VLR « resp. A s abnormalnimi hodnotami indexu &/A. Vzhledem k velmi nizkym
koncentracim MIG, spliiyjicim kritéria oligosekre¢niho onemocnéni, bylo u 2 nemocnych
vyuzito stanoveni VLR pro pravidelné sledovani onemocnéni, tfeti nemocny zmira v dasledku
kardialniho postiZeni pfi asociované AL amyloidéze 32 dni od stanoveni diagnézy nemoci

(tab. 13).

Tab. 13: Sérové hladiny volnych lehkych fetézcli u nemocnych s IgD formou myelomu. (MIG

— monoklonalni imunoglobulin)

Pacient: Typ MIG (g/1) Kk resp. A (mg/l) Index k/A
1. 1940 IgD-lambda 3.4 1117 0,02

2. 1951 IgD-kappa 13,1 3900 493

3. 1959 IgD-kappa 2,5 3420 642,8

IgD forma myelomu patii mezi nepiiznivy typ onemocnéni, ¢asto spojeny s plazmoblastickou
morfologii plazmocyti, oligosekrecnim charakterem onemocnéni s pfitomnosti B-J urie,
rezistenci na terapii a velmi Casto i rendlnim postizenim (195). Stanoveni hladin VLR
umoznuje pravidelné sledovani nemocnych ve vztahu k pribé¢hu onemocnéni s volbou

optimalni terapie.
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6.2.4 Sérové hladiny volnych lehkych fetézcli imunoglobulinu u oligosekre¢ni formy

mnohocetného myelomu

V celém souboru bylo rovnéz identifikovdno 16 nemocnych s koncentracemi MIG < 10g/1,
tedy s oligosekrecnim typem onemocnéni (28, 155). Koncentrace MIG se u téchto nemocnych
pohybovaly vrozmezi 1,2 — 9,4 g/l (medidan 6,7 g/1). U 14 (87,5%) nemocnych byly
zachyceny abnormalné elevované hladiny dominantniho VLR, pfi¢emz u 11 (69%) pacientt
dosahovaly koncentrace > 100 mg/l. Patologie indexu «/A byla zaznamenana u 15 (94%)

nemocnych.

Sledovani pribéhu onemocnéni u pacientll s velmi nizkymi koncentracemi MIG je velmi
svizelné z diivodi obtizné interpretace zmén hladin MIG pfi reakci na terapii ¢i v dobé
relapsu/progrese choroby. Pokud by bylo uzito konvenénich IMWG kritérii pro sekretorické
onemocnéni, tak by zmény (25%, 50%, 90% redukce ev. narust) hladiny MIG mnohdy
nedosahovaly ani 1 g/l, tedy detekéniho limitu elektroforetického vySetfeni. Proto byla IMWG
definovana 1é¢ebna kritéria pro oligosekretorické onemocnéni s vyuzitim stanoveni VLR
v séru. Jako méfitelné onemocnéni je pokladan stav, kdy hladiny VLR v séru dosahuji > 100
mg/l spolu s abnormalnim indexem /A (28, 155). Parcialni remise je definovana 50%
poklesem hodnoty v rozdilu hladin mezi dominantnim a alternativnim lehkym fetézcem,
naopak progrese je definovana jako 50% nartst. Stringetni kompletni remise je definovana
stejné jako u sekretorického onemocnéni, tedy negativita imunofixacni elektroforézy,
normalni index k/A a absence klonalni populace v kostni dieni (155). V nasem piipad¢ bylo
mozno vyuzit hladin VLR u 2/3 nemocnych s oligosekretorickym onemocnénim, coZ by jinak

s uzitim konvencnich technik bylo velmi obtizné.
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Graf 4. Sérové hladiny volnych lehkych fetézci u mnohocetného myelomu (MM) (n = 255).
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Graf 6. Sérové hladiny volnych lehkych fetézclh A a hodnoty x/A indexu u izotypl
mnohocetného myelomu — skupina ,,Jambda“. (MIG — monoklonélni imunoglobulin)
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Graf 7. Pribéh mnohocetného myelomu IgA kappa, III-A, s progresi formou parcidlniho
,»light-chain escape® fenoménu, srovnani hladiny paraproteinu IgA kappa a volnych lehkych
fetézcl x (Kappa free). CTD junior (Cyklofosfamid, Thalidomid, Dexametazon), ASCT
(vysokodavkovana chemoterapie s podporou autologniho $tépu), VMP junior ( Bortezomib,

Melfalan, Prednizon), RAD (Lenalidomid, Adriablastin, Dexametazon).
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Graf 9. Mnohocetny myelom B-J lambda, II-A, vztah sérovych hladin volnych lehkych
fetézci A (Lambda free), B-J urie a indexu /A béhem indukéni chemoterapie VAD

(Vinkristin, Adriablastin, Dexametazon).
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6.3 Prinos sérovych hladin volnych lehkych retézci imunoglobulinu v diferencialni

diagnostice monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu a mnohocetného myelomu

Uvod

Odliseni monoklonalni gamapatie nejisttho vyznamu jako premaligniho stavu od
mnohocetného myelomu je v nékterych ptipadech velmi obtizné. Samotné urceni spravné
diagnoézy je pro nemocného rozhodujici a vyZaduje mnohdy maximalni vyuziti vSech
dostupnych vySetfovacich metod. Krom¢ tradi¢nich ukazateli, zakomponovanych
v diagnostickych kritériich obou stavil, se v posledni dobé uplatiiuji i novéjsi metody jako
multiparametricka priitokova cytometrie, celoté¢lovda magnetickd rezonance ¢i pozitronova

emisni tomografie (5, 39, 40, 65, 72).

Cilem prace je porovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcii a indexu /A u
monoklondlni gamapatie nejist¢ho vyznamu a mnohocetného myelomu, jeho inicialnimi a
pokroc¢ilymi formami definovanymi stadii dle D-S a ISS, se zohlednénim moZzného piinosu

metody v diferencidlni diagnostice obou stavi.

Soubor nemocnych

VySetfend sestava zahrnovala 255 nemocnych s mnohocetnym myelomem podrobné
charakterizovanych v kapitole 6.2.1, tedy kompletni soubor, vyjma 6 nemocnych
s nesekretorickym typem onemocnéni. Sledovany soubor MGUS ¢ital 166 jedincii s izotypem
sekrece IgG, IgA, IgD a B-J formy, charakterizovanych v kapitole 6.1. Udaje jedinct s [gM
sekreci a biklonalnim typem postizeni nebyly pro analyzu z diivodu rozdilného typu mozné
transformace (IgM izotyp v naprosté vétSiné transformuje ve Waldenstromovu
makroglobulinémii) pouzity. Sérové hladiny volnych lehkych fetézcti k a A byly stanovovany
systémem FreeLite™ (The Binding Site, Birmingham, Velkd Britanie). Pro statistickou
analyzu bylo pouZito testu dle Manna-Whitneyeho. Skupiny (sekrece) k a A byly z divodu

recipro¢niho vztahu volnych lehkych fetézc hodnoceny samostatné.
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Vysledky

Hodnoty median a rozmezi zjisténych sérovych hladin VLR a indexu /A u jednotlivych

porovnavanych skupin jsou uvedeny v tab. 14 a 15.

Tab. 14. Skupina ,.kappa“: mediany a rozmezi sérovych hladin volnych lehkych fetézct a

indexu k/A v porovnavanych skupinach.

Skupina

MGUS (n = 96)
MM (n = 163)
D-SI(n=19)

D-S I+ (n = 144)
ISST(n=137)

ISS II+1I (n = 126)

Kk (mg/l)

27,8 (5,7 — 1343)

226 (6,3 — 4060)
48,8 (15 — 1646)

238 (6,3 — 4060)

110 (15,1 — 3960)

238,4 (6,3 — 4060)

A (mg/l)

11,8 (2,72 - 180,7)
7,91 (0,45 — 68,7)
10,7 (2,95 - 40,2)
7,8 (0,45 — 68,7)
7,7 (0,45 — 68,7)

8,0 (0,73 —44,1)

Kk/A index

2,13 (0,07 —161)
25 (1 —8800)
4,12 (1,4 —368)
26,7 (1 —8800)
23,3 (1,17 — 8800)

25,8 (1 —2000)

Tab. 15. Skupina ,,Jambda‘“: mediany a rozmezi sérovych hladin volnych lehkych fetézcl a

indexu «/A v porovnavanych skupinach.

Skupina

MGUS (n = 70)
MM (n=92)
D-SI(n=10)

D-S [I+II (n = 82)
ISST(n=25)

ISS II+11I (n = 67)

Kk (mg/l)

13,5 (5,8 -119)
10,7 (1,1 —48,9)
11,2 (2,3 -40,5)
10,7 (1,1 —48,9)
9,9 (2,3 -29.,8)

11 (11 —48.9)

A (mg/l)

20,1 (1,69 —1721)
321 (3,83 - 5180)
89,5 (11,6 —3881)
368 (3,83 - 5180)
106,2 (3,83 —3520)

374,8 (18,32 — 5180)
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K/A index

0,068 (0,01 — 6,06)
0,034 (0—1,54)
0,06 (0,01 —1,4)
0,30 (0—-1,54)
0,66 (0,001 —1,54)

0,028 (0 — 0,76)



Pii srovnani sérovych hladin VLR a indexu /A byly ve skupiné ,.kappa“ zjistény nasledujici
rozdily. V souboru jedincti s MGUS byly zjidtény signifikantné niz&i hladiny VLR x (p
<0,0001) i hodnoty /A indexu (p <0,0001) a vy3si hladiny VLR A (p <0,0001) ve srovnani se
souborem nemocnych s MM (graf 10). Pfi srovnani souboru MGUS s inicialnimi stadii MM
definovanymi dle D-S a ISS kritérii (I. stddium), byly v ptipadé MGUS zjiSt€ny vyznamné
nizsi hladiny VLR « (p =0,016) a indexu &/A (p = 0,023) nezli u D-S I, v piipadé ISS I byly
rovnéz v souboru MGUS zaznamenany nizsi hladiny VLR « (p <0,0001), /A indexu (p
<0,0001) a vyssi hladiny VLR A (p <0,0001) (graf 11). P¥ srovnani s pokro¢ilymi stadii
myelomu (D-S II+III, ISS I+II), byly u jedinci s MGUS v obou analyzach zjiStény
vyznamné niZz§i hladiny VLR « (p <0,0001), /A indexu (p <0,0001) a vy3si hladiny VLR A (p
<0,0001).

Ve skupiné ,,lambda“, v souboru jedinci s MGUS byly zjistény signifikantné vyS$si hladiny
VLR k (p <0,0001) i hodnoty «/A indexu (p <0,0001) a niz§i hladiny VLR A (p <0,0001) ve
srovnani se souborem nemocnych s MM. Pfi srovndni souboru MGUS s inicidlnimi stadii
MM definovanymi dle D-S a ISS kritérii (I. stddium), byly v pfipadé¢ MGUS zjiStény
vyznamné niz§i hladiny VLR A (p =0,031) a vy$§i hodnoty indexu x/A (p = 0,006) nezli u D-S
I, v ptipadé ISS I byly rovnéz v souboru MGUS zaznamenany vy3si hladiny VLR « (p =
0,009), /A indexu (p = 0,002) a nizsi hladiny VLR A (p <0,0001) (graf 12). Pii srovnani s
pokro€ilymi stadii myelomu (D-S II+II, ISS I[+III), byly u jedinci s MGUS v obou
analyzach zjistény vyznamné vyssi hladiny VLR « (p = 0,002 resp. p = 0,009), /A indexu (p
<0,0001) a niz§i hladiny VLR X (p <0,0001).

Diskuze

Vy3se uvedena analyza potvrdila statisticky vyznamné rozdily v hladinach dominantnich VLR
i indexu k/A pfi srovnani jedinci s MGUS a pacientli s mnohocetnym myelomem. Vysoké
hladiny VLR jsou u nemocnych s MM obrazem sekre¢niho potencialu nadorovych bunék a do
jisté miry vyjadiuji objem nadorové masy, coz je patrné zejména u pokrocilych stadii nemoci
(127, 128). Nicméné mira sekrece VLR plazmocyty je u kazdého jedince piisné individualni,
dana biologickymi charakteristikami daného klonu a jak je vyse patrné, samotné hladiny VLR
nenapomahaji v jednotlivych ptipadech spolehlivé odlisit MGUS od MM vzhledem
k vyznamnému, vzajemnému prekryvani hodnot v obou skupinach. Relativné mén¢ vyznamné

rozdily v hladinach dominantnich VLR byly zji§tény pii srovnani s inicidlnim stadiem I dle
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D-S, coz jsou jedinci v naprosté vétSiné s doutnajicim, asymptomatickym onemocnénim,
aviak i v tomto piipadé stanoveni hladin VLR k vzidjemnému odliSeni nepfispiva. V obou
skupindch nemocnych s MM byla zjiSténa vyznamna suprese alternativniho fetézce, coz
souvisi s utlakem rezidualni polyklonalni plazmoceluldrni populace nddorovou masou, ¢asto
registrovanou v poklesu hladin polyklonalnich imunoglobulinli.  Vyznamna suprese
alternativniho fetézce vSak nebyla zaznamenana v pfipad¢ doutnajiciho/asymptomatického
onemocnéni (D-S I) s minimalnim stupném imunitni parézy. Vysledna dysbalance mezi
hladinou fetézce dominantniho a alternativniho se projevuje ve vzristajici patologii K/L
indexu, ktery se ve vysledné analyze jevil jako nejcitliveéjsi parametr. Recentni studie uvadéji,
7e pravé mira patologie indexu K/L je jednim z rizikovych faktord moZné maligni evoluce
monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu, nezavislé na vysi a typu M-proteinu v séru, ale s
prognostickym vyznamem 1 v piipadé nové zjisténého rozvinutého MM ¢i jeho doutnajici,
asymptomatické formy (151, 161, 165, 196). S jistou rezervou lze tedy fici, Ze stanoveni
hladin VLR s vypoétem indexu klonality /A, lze pouzit jako pomocného ukazatele v ramci
ostatnich parametrii uzivanych k odliSeni MM od MGUS, piicemz v piipadé¢ normalnich
hladin VLR a indexu /A je diagnéza MM nepravdépodobnd, nicméné vzhledem

k vyznamnému vzijemnému piekryvani hodnot k odliSeni MGUS od MM nepftispiva.
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Graf 10. Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcl x (Kappa free) a k/A indexu u
jedincti s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) a pacientd s mnohocetnym
myelomem (MM) — skupina ,,kappa‘.
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Graf 11: Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcii k (Kappa free), A (Lambda free) a
k/A indexu u jedincG s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) a inicidlnimi
stddii mnohocetného myelomu dle Durieho-Salmona (DS) a International Staging System
(IPT) — skupina , kappa“.
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Graf 12: Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcii k (Kappa free), A (Lambda free) a
k/A indexu u jedincG s monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) a inicidlnimi
stddii mnohocetného myelomu dle Durieho-Salmona (DS) a International Staging System
(IPI) — skupina ,,Jlambda“.
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6.4 Vztah sérovych hladin volnych lehkych Fetézcu imunoglobulinu ke stupni

pokrocilosti mnohoc¢etného myelomu

Uvod

Mnohocetny myelom se vyznacCuje proliferaci a akumulaci klonu neoplasticky
transformovanych plasmocytl, které v naprosté vétSin€ piipadl produkuji monoklonalni
imunoglobulin prokazatelny v séru a/nebo v moci (1, 2, 5). Kromé kompletnich molekul
imunoglobulinu produkuji plasmocyty také volné lehké fetézce kappa a lambda, které nejsou
vazané v molekule MIg a jejichZ produkce je asi 0 40% vyssi, neZli fetézcli vazanych (128).
Volné lehké fetézce, bézné stanovované v moci jako Bence — Joneslv protein, jsou
v poslednich letech nove vySetiovany v séru kvantitativné s pouzitim nefelometrické techniky
(129). Mnoho autori potvrdilo, Ze sérové hladiny VLR jsou rozdilné v rtiznych fazich
prabéhu nemoci (153, 160, 162, 167, 169). Rada sdéleni se zabyvala vzdjemnou korelaci
hodnot sérovych VLR s dal§imi biochemickymi a kinetickymi ukazateli choroby , ale zatim
vSak pouze ve velmi omezené mife ve vztahu ke klinickym stadiim nemoci (160, 189, 190,

191).

Cilem piedloZené studie bylo srovnani hodnot sérovych hladin VLR « a A a jejich vzajemného
poméru (k/A index) k jednotlivym stadiim nemoci vyhodnocenych s pomoci stdzovaciho

systému dle Durieho — Salmona (D-S) a International Staging System (ISS) (21, 23).

Soubor nemocnych

VySetfend sestava zahrnovala 255 nemocnych s mnohocetnym myelomem podrobné
charakterizovanych v kapitole 6.2.1, tedy kompletni soubor, vyjma 6 nemocnych
s nesekretorickym typem onemocnéni. Sérové hladiny volnych lehkych fetézci x a A byly
stanovovany systémem FreeLite™ (The Binding Site, Birmingham, Velk4 Britanie). Pro
statistickou analyzu bylo pouzito testu dle Manna-Whitneyeho. Skupiny (sekrece) k a A byly

z diivodu recipro¢niho vztahu volnych lehkych fetézcti hodnoceny samostatné.
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Vysledky

Hodnoty mediant a rozmezi zjiténych sérovych hladin VLR a indexu &/A v porovnavanych

skupinach u jednotlivych stadii obou staZovacich systémi jsou uvedeny v tab.16 a 17.

Tab. 16. Skupina ,.kappa“: mediany a rozmezi sérovych hladin volnych lehkych fetézct a

indexu k/A u jednotlivych porovnavanych stadii stazovacich systému D-S a ISS.

Skupina Kk (mg/l)
Stazovaci systém D-S:
D-SI(n=19) 48,8 (15— 1646)
D-S II (n = 50) 156 (6,3 —3900)
D-S III (n =94) 270 (6,4 — 4060)
A (n=128) 189 (6,3 —4060)
B (n=35) 283 (33,5 —4060)
StaZovaci systém ISS:
ISST(n=137) 110 (15,1 —3960)
ISSII (n=51) 348 (6,3 —3460)

ISS III (n = 76) 205 (6,4 — 4060)

A (mg/l)

10,7 (2,95 — 40,2)
8,02 (1,16 — 68,7)
7,43 (0,45 — 44)

7,88 (0,45 — 68,7)

8,13 (1,31 - 35,7)

7,7 (0,45 — 68.7)

8,0 (0,73 —21,8)

7,93 (1,31 — 44,1)
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K/) index

4,12 (1,4 - 368)
21,5 (1 — 1559)
28,7 (1 — 8800)
23,7 (1 — 8800)

28,7 (2,9 — 1324)

23,3 (1,17 — 8800)
25,8 (1 —2000)

19,9 (1,4 — 1324)



Tab. 17. Skupina ,,Jambda‘“: mediany a rozmezi sérovych hladin volnych lehkych fetézct a

indexu k/A u jednotlivych porovnavanych stadii stdZovacich systémt D-S a ISS.
Skupina Kk (mg/l) A (mg/l) K/A index

StaZovaci systém D-S:

D-S1(n=10) 11,2 (2,3 — 40,5) 89,5 (11,6 —3881) 0,06 (0,01 — 1,4)
D-S I (n=39) 12,9 (1,5 — 48,9) 368 (3,83 -5100) 0,04 (0 1,54)
D-S III (n = 43) 9,74 (1,1 -34,76) 378 (6,8 — 5180) 0,02 (0 — 0,876)
Am=71) 10,2 (1,1 — 48,9) 222 (3,83 -5100) 0,049 (0 1,54)
B(n=21) 12,7 (3,7 — 40,5) 1117 (20 — 5180) 0,02 (0 - 0,76)

Stazovaci systém ISS:

ISS I (n=25) 9,9 (2,3 - 29,8) 106,2 (3,83 —3520) 0,66 (0,001 — 1,54)
ISS I (n = 26) 10,43 (2,7 -34,8)  370,9 (32,29 — 2880) 0,03 (0 — 0,382)
ISS III (n = 41) 11,49 (1,1 —48,9) 640 (18,32 —-5180) 0,02 (0 — 0,760)

Pfi srovnani jednotlivych stadii dle D-S stdzovaciho systému byly ve skupiné ,kappa“
nalezeny statisticky vyznamné rozdily v hladinach dominantniho fetézce k (p= 0,037) a /A
indexu (p= 0,002) mezi stadii I a III (tab. 18, graf 13). Ve stadiu I byly nalezeny rovnéz
vyznamné¢ vysS$i hladiny alternativniho fetézce A nezli ve stadiu II (p = 0,04), resp. Il (p =
0,003). S ptihlédnutim k aktuadlnimu stavu renalni funkce (podstddium A a B), nebyly
zjidtény vyznamné rozdily v hladinich obou VLR i indexu /A. P¥i srovnani jednotlivych
stadii dle ISS stazovaciho systému nebyly zjistény vyznamné rozdily v hladindch obou VLR i

indexu «/A.

Ve skupiné ,Jambda“ byl pfi pouziti stdZovaciho systému D-S nalezeny vyznamné vyssi
hladiny dominantniho fetézce A ve stadiu I nezli III ( p = 0,043), dal§i vyznamné rozdily
nebyly zachyceny (tab. 19). Pfi porovnani podstadii A a B, byly v podstaddiu A zjistény
vyznamné nizs§i hladiny dominantniho fetézce A (p = 0,0001) a vyssi hodnoty indexu /A (p =

0,003) nezli v podstadiu B (graf 14). Pti pouziti systému ISS, byly pfi porovnani stadia I a III,
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nalezeny vyznamn¢ nizsi hladiny dominantniho fetézce A (p = 0,001) a vyssi hodnoty indexu

/A (p <0,0001) ve stadiu I (graf 15). Dalsi rozdily mezi jednotlivymi stadii nalezeny nebyly.

Tab. 18. Skupina , kappa“: porovnani sérovych hladin VLR «, L a &/A indexu mezi stadii

stdzovacich systéemu D-S a ISS. (NS — nesignifikantni)

K A
Stazovaci systém D-S:
Ivs. 11 NS p=10,04
Ivs. III p=0,037 p=0,003
I vs. 11T NS NS
Avs.B NS NS
Stazovaci systém ISS:
[vs. 11 NS NS
Tvs. I NS NS
I vs. 11T NS NS
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K/A index

NS
p = 0,002
NS

NS

NS
NS

NS



Tab. 19. Skupina ,,Jlambda*: porovnani sérovych hladin VLR «, A a /A indexu mezi stadii

stdzovacich systémt D-S a ISS. (NS — nesignifikantni)

K A K/A index
Stazovaci systém D-S:
Ivs. 11 NS NS NS
Ivs. III NS p=0,043 NS
I vs. 1I NS NS NS
Avs.B NS p=0,0001 p=0,003
Stazovaci systém ISS:
Ivs. 11 NS NS NS
Ivs. 1II NS p=0,001 p 00,0001
1T vs. 111 NS NS NS

Diskuze

Sérové hladiny VLR jsou stejné jako molekuly intaktniho imunoglobulinu ukazatelem masy a
klonalni plazmocelularni proliferace, ale s mnohem vyrazné€j$i dynamikou (polocas v séru 2-6
hodin) nezli molekuly monoklondlniho imunoglobulinu (katabolicky poloc¢as IgG ~ 20 dni,
IgA -~ 6 dni), avak je nutné zddraznit, Ze mira intenzity sekrece VLR nadorovymi butikami je
individudlni pro kaZdou nddorovou bunécnou linii, charakterizovanou svymi vnitinimi
biologickymi vlastnostmi (128). Je zndmo, Ze mira sekrece VLR se lii u jednotlivych typt
MM ( 1gG, IgA, IgD) a zavéry nékterych praci svédei 1 o zavislosti na cytogenetické vybavé
nadorového klonu (160, 197, 198, 199). Pii srovnani sérovych hladin VLR a /A indexu mezi
stadii stdZovaciho systému D-S byly v naSem souboru nalezeny rozdily pouze mezi stadii I a
111, tedy inicidlnim a pokro¢ilym onemocnénim. D-S systém do jisté miry vystihuje velikost
nadorové (bunééné) masy a nalezené rozdily v hladinach VLR tedy odraZi i velikost nadorové
infiltrace, aviak signifikantni rozdily v hladindch VLR mezi stadii I a II astadii II a III nebyly
nalezeny. Vysvétlenim pro tento jev je opét variabilni mira sekrece VLR nadorovymi
plazmocyty jednotlivého klonu (128). Navic stéZejni kritéria systému dle D-S jsou zaloZena

na ukazatelich, odrdzejici stupent pokrocilosti nemoci s urcitou setrvacnosti a malou
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pohotovosti ke zméné velikosti nddorové masy. Hodnoty MIG a hemoglobinu odrazeji rozsah
nadorové masy reagujici na zménu nadorové tkané€ s urcitou latenci, zavislou na dlouhém
katabolickém polocase MIG a v ptipadé tize anémie na dobé nezbytné k restituci erytropoezy
je ale prakticka nevratnost osteolytického postizeni skeletu, Cinici staZovaci systém dle D-S
nevhodnym k hodnoceni ustupu velikosti nddorové masy v piipad¢ ptiznivé odezvy k lécbe
(21). P porovnéani sérovych hladin VLR u nemocnych s postizenim ledvin (podstiadium A a
B) byly zjiStény vyznamné rozdily v hladinach fetézce A a x/A pouze u nemocnych se sekreci
dominantniho fetézce A, v ptipad¢ sekrece k tyto rozdily zachyceny nebyly. Jako vysvétleni
pro tyto nalezy se nabizi ta skute¢nost, Z¢ VLR A jsou v séru piitomny v dimerické formé a
tudiz jejich clearance oproti monomerickym VLR « je pon¢kud del3i a v piipadé poskozeni
ledvin se sniZenou filtra¢ni schopnosti glomerulu spolu s poskozenim systému tubuld,
dochazi tedy k nartistu hladin VLR spolu s ovlivnénim indexu x/A (128,200). Tento nalez byl
v naSem souboru podpofen zjisténim korelaci hladin VLR A (r = 0,472, p = 0,0001) a /A
indexu (r = -0,322, p = 0,002) s hladinami kreatininu ve skupiné s dominantni sekreci A. Tento
nalez je v8ak v jistém rozporu se zavéry jinych autord, piedpokladajici ptiblizné symetricky

nariist obou VLR pfi renalnim postiZeni s minimalnim ovlivénim indexu &/ (132, 201).

Pfi provnani sérovych hladin VLR a jednotlivych stadii MM definovanych dle ISS kritérii
nebyly zjiStény vyznamnéjsi rozdily coz podporuje zavéry jinych autort (161, 165). ISS
systém je zalozeny na uziti hodnot sérového albuminu a ,-mikroglobulinu, coz jsou pomérné
dynamické parametry reflektujici zménu rozsahu nadorové tkané mnohem pruznéji nezli
ukazatele slouzici jako kritéria stazovaciho systému D-S (23). Ackoliv existoval ptedpoklad
mozné souvislosti hladin VLR a stadii dle ISS, detailni analyzy tuto hypotézu vyvratily a
stejné jako v nasem pripadé byla potvrzena nezavislost hladin VLR a «/A indexu a stadii dle
ISS (161, 165). Pii detailni analyze obou kli¢ovych parametrii ISS systému byla zjisténa
vzajemna nezavislost hladin VLR a sérového albuminu, coZ je plng v souladu i s na§im
pozorovanim, kdy nebyla potvrzena vzajemna korelace obou parametrii. 3,-mikroglobulin,
stejné jako hladiny VLR, je predeviim ukazatelem nadorové masy, je pomémé rychle
vylucovan ledvinami a v pfipad€ rendlniho postizeni jeho hladiny narGstaji, avSak zavéry
nékterych praci vypovidaji o vzdjemné nezéavislosti obou téchto parametra (161, 165).
Naopak kombinace systému ISS a hodnot indexu x/A ma vyznamny prediktivni vyznam a

pfedstavuje novy stratifikaéni model (161, 165, 202, 203).
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Graf 13. Srovnani sérovych hladin volnych lehkych fetézcii k (Kappa free), A (Lambda free) a
k/A indexu mezi stadii stazovaciho systému dle Durieho — Salmona (D-S) — skupina ,,kappa“.
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6.5 Vztah sérovych hladin volnych lehkych fetézcu imunoglobulinu a vybranych

biologickych ukazateli mnohoc¢etného myelomu

Uvod

Mnohocetny myelom je zhoubné hematologické onemocnéni charakterizované
nekontrolovanou proliferaci a akumulaci neoplasticky transformovanych plazmocyti,
produkci monoklonalniho imunoglobulinu detekovatelného v séru a/nebo v moci a v rizném
stupni vyjadienym organovym postizenim (hyperkalcemie, renélni insuficience, osteolytické
kostni 1éze ev. osteopordza, anémie, imunodeficit)(1, 2). Kromé kompletnich molekul
monoklondlniho imunoglobulinu, plazmatické buiky produkuji rovnéz samotné volné lehkeé
fetézce, které nejsou vazany v molekule MIG (126, 128). Stanoveni sérovych hladin volnych
lehkych fetézch se za poslednich nékolik let stalo pro svou nezastupitelnou roli soucasti
algoritmu vySetfeni v diagnostice, sledovani a hodnoceni 1é¢ebné odpovédi nejen u
nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem, ale i u dal§ich malignich ev. potencionalné malignich
monoklondlnich gamapatii (134). Mikroprosttedi kostni diené, ve vztahu k patologické
plasmocelularni infiltraci je charakterizovano velmi rozsédhlou siti mezibunéénych a
cytokinovych interakci mezi stromalnimi buinikami kostni dfen€, kostnimi elementy a
samotnymi nadorovymi burnikami, majici intimni vztah k vlastnim biologickym vlastnostem
onemocnéni (204, 205, 206). Nékteré méne€ obvykle sledované biochemické parametry se jevi
jako mozné budouci ukazatele nejen piipadné neoplastické transformace potencionalné
maligni monoklondlni gamapatie nejist¢tho vyznamu, ale i jejiho odliSeni od pocatecnich
stadii MM, piipadné¢ i jako ukazatell pokrocilosti, progrese a sledovani lé¢ebné odezvy u
nemocnych s mnoho¢etnym myelomem (207, 208). Naplni predlozené studie je porovnani
vztahu sérovych hladin VLR a vybranych, biologickych parametri u nemocnych

s mnohocetnym myelomem vysetfenych pfi stanoveni diagndézy nemoci.

Soubor nemocnych

VySetftend sestava zahrnovala 255 nemocnych s mnohocetnym myelomem podrobné
charakterizovanych v kapitole 6.2.1, tedy kompletni soubor, vyjma 6 nemocnych
s nesekretorickym typem onemocnéni. Sérové hladiny volnych lehkych fetézci x a A byly
stanovovany systémem FreeLite'™ (The Binding Site, Birmingham, Velka Britanie). Sérové

hladiny vySetfovanych parametrt byly stanovovany nasledujicimi metodami: Bymikroglobulin
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(Bom) metodou enzymoimunonoeseje (ELISA, normalni rozmezi 0-2,5 mg/1), thymidinkinaza
(TK) metodou radioenzymatickou (REA, 0-6 IU/I), intercellular C-terminal telopeptide
collagen-I (ICTP, m: 2,1-5,0, z: 2,1-5,6 pg/l) a N-terminal peptide procollagen-I1 (PINP, m:
21-78, z: 19-102 pg/l) metodou RIA; vascular cell adhesive molecule-1 (VCAM, 395-714
ng/ml), intercellular cell adhesive molecule-1 (ICAM, 269-691 ng/ml), solubilni forma IL-6R
(IL-6R, 10-90 ng/ml) a solubilni osteoprotegerin (OPG, 3,7-4,4 pmol/l) metodou
enzymoimunonoeseje; hepatocyte growth factor (HGF, 671-1992 pg/ml), vascular endothelial
growth factor (VEGF, 62-707 pg/ml), syndecan-1/sCD138 (Syn-1, 37-123 ng/ml) a Fas
antigen (Fas, 4792-1750 pg/ml) byly stanovovany pomoci metody kvantitativni sendvicové
enzymatické imunoeseje. Ke statistickému vyhodnoceni bylo uzito Spearmanovy korelacni
analyzy. Skupiny (sekrece) « a A byly z ditvodu recipro¢niho vztahu volnych lehkych fetézca

hodnoceny samostatn¢.

Vysledky

Pii analyze hladin biologickych ukazateld byly zaznamenany abnormalni hladiny p,m
v 95,1%, TK v 58,8%, IL-6R v 68,6%, VCAM v 74%, ICAM v 32,6%, ICTP v 72,7%, PINP
v 21% ptipadd; abnormalni hladiny (pod 1 nad normalni rozmezi) byly zanamenany v piipade
OPG v 97,3%, HGF v 39,3%, VEGF v 7,7%, Syn-1 v 69,4% a v piipad¢ antigenu Fas v 3,8%.
Pii statistické analyze skupiny ,kappa“ byla mezi hladinami dominantniho VLR « a FAS
zjiSténa silna pozitivni korelace, slaba pozitivni korelace byla zjisténa v piipadé hladin B.m,
TK , ICTP, PINP a HGF. Slaba negativni korelace byla zjisténa v ptipad¢ IL-6R. V ptipadé
hodnoceni indexu «/A byla prokazana slaba pozitivni korelace s hladinami f,m, TK, ICTP,
PINP, HGF, Syn-1 a Fas (tab. 20) (graf 16, 17).

Ve skupiné ,,Jambda‘“ korela¢ni analyza prokézala stfedné silnou pozitivni korelaci s ICTP a
Bom, slabou korelaci s hladinami PINP, OPG, HGF, VEGF a Fas. V ptipad¢ indexu x/A byla
zaznamenana stiedné silna negativni korelace s hladinami ,m, ICTP, PINP, OPG, HGF, Syn-
1 a Fas (tab. 21) (graf 18, 19). V obou skupindch nebyla zjisténa vzajemna zavislost hladin

VLR a hodnot sérového albuminu.
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Tab. 20. Skupina , kappa“: vztah sérovych hladin VLR a vybranych biologickych ukazateli
mnohocetného myelomu. (NS — nesignifikantni)

K K/A index
Korela¢ni koeficient
Signifikance
p.m 0,215 0,177

p =0,006 p=0,024
TK 0,216 0,213

p = 0,006 p=0,007
IL-6R -0,189 -0,101

p = 0,04 NS
ICAM 0,197 0,161

NS NS
VCAM 0,161 0,122

NS NS
ICTP 0,296 0,233

p = 0,0001 p = 0,004
PINP 0,224 0,192

p = 0,006 p=0,018
oPG 0,017 -0,046

NS NS
HGF 0,279 0,309

p=0,001 p=0,001
VEGF 0,020 -0,064

NS NS
Syn-1 0,164 0,213

NS p=0,015
FAS 0,405 0,352

p =0,0001 p=0,001
Albumin -0,039 -0,023

NS NS
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Tab. 21. Skupina ,,Jambda“: vztah sérovych hladin VLR a vybranych biologickych ukazatelt

mnohocetného myelomu. (NS — nesignifikantni)

Korela¢ni koeficient
Signifikance

pm

TK

IL-6R

ICAM

VCAM

ICTP

PINP

OoPG

HGF

VEGF

Syn-1

FAS

Albumin

A

0,496
p =0,0001

0,092
NS

0,074
NS

0,183
NS

0,239
NS

0,504
p =0,0001

0,365
p =0,0001

0,239
p = 0,044

0,318
p=0,004

0,220
p=0,049

0,181
NS

0,345
p=0,013

-0,103
NS

90

K/A index

-0,406
p =0,0001

-0,195
NS

-0,174
NS

-0,172
NS

-0,134
NS

-0,364
p =0,0001

-0,328
p =0,002

-0,310
p = 0,009

-0,285
p=0,011

-0,095
NS

-0,291
p=0,01

-0,363
p = 0,009

0,115
NS



Diskuze

Vysledky nasi studie poukazuji na vzajemny vztah hladin sérovych VLR « resp. A a /A
indexu a nékterych vybranych netradi¢nich biologickych ukazateli mnohocetného myelomu.
Ackoliv nékolik studii publikovanych difve nepotvrdilo vzajemny vztah sérovych hladin VLR
a Bom, v naSem souboru byla zachycena jista zavislost obou parametrt (161, 165). Vysvétleni
pro tuto skute¢nost vyplyva nejen z biologickych vlastnosti obou parametri (narast hladin v
pfipad¢ rendlni insuficience, polymerizace), ale 1 zokolnosti, Ze oba parametry jsou
ukazatelem velikosti nadorové masy.  Intervalové hladiny fp,m, jako vyznamného
prognostického faktoru u MM, jsou soucasti novych staZzovacich a stratifika¢nich systémul —
ISS a SWOG (22, 23). Analyzy publikované diive a 1 naSe samotné zjiSténi (viz kapitola 6.4)
nepotvrdilo vzajemnou zavislost hladin VLR a stadii systému ISS (161, 165). Dal§im
diskriminujicim parametrem urcujicim spolu s hladinami B,m jsou koncentrace sérového
albuminu, pfi¢emz hladiny albuminu jsou zcela nezavislé na koncentracich VLR v séru. Lze
tedy konstatovat, Ze a¢ byla v naSem souboru zachycena jistd, slaba, vzdjemna zavislost
hladin VLR, indexu «/A a sérovych hladin f,m, nebyl prokézan vztah ke stadiim ISS systému
a lze tyto parametry (systém ISS a hladiny VLR) povaZzovat za vzijemné nezavislé. Je znamo,
ze kombinace systému ISS a indexu k/A vykazuje aditivni prognosticky vyznam oproti
samotnému ISS (161, 165, 202, 203).

Sérova thymidinkindsa byva, a¢ se jedna o relativné nespecificky prolifera¢ni ukazatel,
zvySend u aktivniho onemocnéni a jeji vysoké hladiny jsou Casto spojeny s agresivnim, Casto 1
extramedularnim pribéhem onemocnéni a byva rovnéz asociovana s méné diferencovanym,
anaplastickym a rychle proliferujicim bunéénym fenotypem (209). Proto zachyceny vztah
VLR a hladin TK miiZe byt vysvétlen pravé spojitosti s vy$§im sekre¢nim potencidlem VLR u
méné diferencované bunécné populace s aktivni, pokrocilou formou nemoci. Navic je nutno
podotknout, Ze byl zaznamenan vztah sérovych hladin VLR a stadii stdZovaciho systému
OLOMOUC, u kterého jsou uzity krom¢ hladiny f,m i sérové hladiny TK (210, 211).
Zjistény vztah parametri kostniho obratu ICTP, PINP a &aste¢né i OPG a hladin VLR, lze
rovnéz  vysvétlit vztahem téchto ukazatell nejen ke stupni kostniho postiZeni, ale i
k pokrocilosti a prognéze onemocnéni (212, 213, 214, 215, 216, 217, 218). Ackoliv stejné
jako hladiny VLR jsou i tyto parametry do jisté miry ovlivnény renalnimi funkcemi, piesto
byla zjiSténa pomérne vyrazna korelace i se samotnym indexem «/A.

V piipadé hladin Syn-1 byl zjiStén zcela minimélni vztah k hodnotdm indexu /A, coz

potvrzuje unikatnost tohoto méné obvyklého parametru. Syndecan-1 je proteoglykan, ktery je
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veer

proliferace a apoptézy nejen nadorovych, ale i kostnich bun€k a s tim souvisejici kostni
postizeni. Ve zna¢né mife ovliviiuje piimo 1 nepfimo cytokinovou sit" v podminkach
mikroprostiedi kostni dfen¢ (219, 220, 221). Jednd se o jednu z nejdilezitéjSich molekul
v patobiologii mnohoc¢en¢ho myelomu (222, 223). Syndecan-1 se jevi jako novy, dilezity
prognosticky ukazatel, rovnéZz i jako podpiirny parametr pro odliSeni monoklonalni gamapatie
nejistého vyznamu od mnohocetného myelomu (207, 224, 225).

Jako velmi piinosné lze pokladat zjisténi vzajemnych vyznamnych zavislosti hladin VLR «, &
i /A indexu a hladin HGF. HGF je jeden z nejdilezitéjSich cytokini produkovanych
myelomovymi butikami a ma vliv na neoangiogenezu, proliferaci epitelidlnich bunék a
aktivaci osteoklastl a s tim souvisejici rozvoj kostniho postizeni (226, 227, 228). HGF ma
zpétnovazebny vliv na proliferaci a diferenciaci plazmocytli a jeho hladiny korelujici s tizi
nemoci (229). Neékteré prace poukazuji na moZznost vyuziti sérovych hladin HGF jako
pomocného faktoru pro stanoveni aktivity, progrese, remise ¢i pro predikci 1é¢ebné odpoveédi
(230, 231).

Zjistény vztah hladinVLR, /A indexu a hladin Fas ma v soucasnosti spie akademicky
vyznam, ktery bude dal sledovan. Solubilni Fas antigen je vyznamnou soucasti
antiapoptotickych mechanismi, podilejicich se na immortalit¢ nadorové bunécné linie a
patogeneze anémie u myelomu (232, 233).

Z dosazenych vysledkd vyplyva, Ze vztah vétSiny biologickych, nami vySetfenych plsobkl
k sérovym hladinam VLR « a A a jejich vzajemného poméru, piispiva predeviim k hlubsimu
poznani patobiologie MM a s vyjimkou obohaceni staZovaciho systému ISS nema vyznamé;si
pfinos pro klinickou praxi. Ukazuje se, Ze budouci analyza by méla byt zaméfena do oblasti
GEP analyzy, piipadn¢ i k vySetfeni vztahu k tak vyznamné molekule v patogenezi MM jako

je NF-kappaB.
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6.6 Prognosticky vyznam sérovych hladin volnych lehkych retézcu imunoglobulinu

u mnohocetného myelomu

Uvod

Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcu se za poslednich n€kolik let stalo pro svou
nezastupitelnou roli soucasti algoritmu vySetieni v diagnostice, sledovani a hodnoceni 1écebné
odpovédi nejen u nemocnych s mnohocetnym myelomem, ale i u dalSich malignich ev.
potenciondlné¢ malignich monoklondlnich gamapatii (134, 135, 138). Né&kolik recentnich
studii potvrdilo vliv vy$e po&atecnich hladin VLR «, A a /A indexu na pfeZiti nemocnych
s mnohocetnym myelomem, piicemz pravé k/A index se jevi jako nejcitlivéjsi parametr (161,
165, 166, 203). Cilem piedlozené studie bylo porovnani vlivu inicidlnich hodnot k/A indexu
na preziti nemocnych s MM a déle pak v zavislosti na zvolené 1écebné strategii - konvenéni

terapii (KT) nebo vysokodavkované terapii s podporou autologniho stépu (ASCT).

Sledovany soubor

Sledovany soubor tvofilo 239 pacientl s nové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem,
spliujicich SWOG 1 IMWG kritéria symptomatického onemocnéni, vySetfenych na III. interni
klinice v rozmezi let 2004-2010 (5, 14). Popisné charakteristiky sledovaného souboru jsou
shrnuty v tab. 22. Sérové hladiny volnych lehkych fetézcl x a A byly stanovovany systémem
FreeLite™ (The Binding Site, Birmingham, Velka Britanie). Pro hodnoceni pieziti byly
zvoleny jako diskrimina¢ni meze indexu /A intervaly dle stéZejnich praci Kyrtsonisové et al.
(<0,02;3,6>, <0;0,02) a (> 3,6) a Snozkové¢ et al. (<0,03;32>, <0;0,03) a (> 32) (155, 161,
165). Pro statistickou analyzu byl pouzit Log Rank test. Konvencni terapie zahrnovala rezimy
na bazi klasické chemoterapie (VAD, CED), ale i kombinovana schémata s vyuZzitim novych,
biologicky ptisobicich 1€ki — thalidomidu, bortezomibu ¢i lenalidomidu (CTD, VCD, MPT,
MPV ¢&i RD). Jako indukénich rezimt pied vysokoddvkovanou chemoterapii bylo vyuzivano
nejcastéji rezimu VAD ¢1 CTD junior, pouze u nékolika pacienti bylo mozno pouzit indukéni
rezim na bazi bortezomibu. Samotnd ASCT byla provedena po piipravé pomoci
vysokodavkovaného melfalanu (200mg/m2) s naslednym ptevodem autologniho Stépu.
Nemocni, u kterych bylo pouzito tandemové ASCT byli z analyzy vyfazeni, stejné tak byli

z analyzy vyftazeni pacienti s nesekretorickym typem onemocnéni. Jako terapie naslednych
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progresi/relapsi bylo opét pouzito kombinovanych rezimii zahrnujici néktery znovych,

biologicky plisobicich 1¢ki.

Tab. 22: Popisné charakteristiky souboru nemocnych se symptomatickym mnohocetnym

myelomem.
Pocet: 239
M:Z: 1,17:1

Medisn véku: 65 let (32-90)

Typ sekrece:
IgG 152 (63,7%)
IgA 48 (20%)

Bence-Jonestiv 36 (15%)

IgD 3 (1,3%)

Stadium dle Durieho — Salmona:

I 10 (4,2%)

I 89 (37,2%)
11 140 (58,6%)
A 184 (77%)
B 55 (23%)

Konvencni terapie: 180 (75,3%)

Typ lehkého retézce:

K 153 (64%)
A 86 (36%)
Stadium dle ISS:

I 47 (19,7%)
I 82 (34,3%)
I 110 (46%)

Vysokodavkovana terapie s podporou autologniho Stépu: 59 (24,7%)
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Vysledky

Pfi zhodnoceni pteziti nemocnych s vyuzitim hodnot /A indexu <0,02;3,6> vs. <0;0,02) a (>
3,6) byl pii analyze celé sledované skupiny zjiStén del§i medidn pieziti u nemocnych s méné
patologickymi hodnotami «/A indexu (<0,02;3,6>) nezli u nemocnych s vyssi mirou patologie
— 45 vs. 34 mésich (p = 0,57). Pii separatnim hodnoceni nemocnych lécenych konvenéni
terapii byl tento trend vyrazngjsi a rozdil v medianu pteziti byl 41 oproti 25 mésicim (p =
0,218). AvSak pii hodnoceni nemocnych lécenych ASCT tento trend zachycen nebyl,
respektive jevil se jako opacny — median pieziti u nemocnych shodnotou /A indexu
<0,02;3,6> dosahoval 46 mésict, avSak ve skupiné nemocnych s hodnotami mimo tento
interval median preziti zatim nebyl dosazen (p = 0,013) (graf 20). Pfi zhodnoceni pfeziti
nemocnych dle hodnot /A indexu <0,03;32> vs. <0;0,03) a (> 32) byl v celé sledované
skupiné opét zjistén delsi medidn pieziti u nemocnych s hodnotami /A indexu <0,03;32>
nezli u nemocnych s hodnotami mimo tento interval — 45 vs. 40 mésica (p = 0,328). U
nemocnych lé¢enych KT byl tento rozdil vyraznéj$i a median pieziti dosahoval 31 vs. 20
mésict (p = 0,363). Ve skupiné nemocnych 1é€enych ASCT zatim nebyl v obou skupindch
median preziti dosaZzen, nicméné kiivky poukazuji opét na opacny trend (graf 21). Je vSak
nutno zdlraznit, ze pii vySe uvedené analyze nebyla v naprosté vétSin€ piipadti dosazena
hladina vyznamnosti, a¢ rozdilny trend je patrny, ziejm¢ z divodu velmi kratkého obdobi

sledovani a pocetn¢ omezeného souboru nemocnych.

Diskuze

Je zndmo, ze intenzivni terapie MM s vyuzitim vysokodévkované chemoterapie s podporou
autologniho §tépu stird prognosticky vyznam mnoha klasickych faktorti, jenZ maji vliv na
hodnoceni prognoézy nemocnych lééenych konvenéni terapii (90, 92, 95). Vyuziti hladin
volnych lehkych fetézct x, A a jejich poméru (k/A indexu) jako prognostického ukazatele u
MGUS, solitarniho plazmocytomu ¢i asymptomatického/doutnajictho myelomu je zcela
nezpochybnitelny (151, 196, 234). Prvotni prace Kyrtsonisové et al. zahrnovala 94
nemocnych s myelomem, lé¢enych rezimy MP, VAD a pouze 13 pacientii podstoupilo ASCT.
Studie navic zahrnovala 1 28 nemocnych s asymptomatickou formou myelomu. Je nutné
podotknout, Ze a¢ se jednalo o pilotni studii na limitovaném vzorku nemocnych,
s nehomogennim lécebnym pftistupem, vysledky prace poukédzaly na mozny prognosticky

vyznam indexu /A a zejména jeho aditivni ptinos k systému ISS (165, 203). Nasledné
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publikovand prace Snozkové et al. zahrnovala pomérné rozsahly soubor 790 nemocnych
snové diagnostikovanym symptomatickym MM, sérové hladiny VLR byly stanovovany
retrospektivné na zamraZenych sérech nemocnych z let 1985 — 1998, pfi¢emz dominantnim
lé¢ebnym schématem byl rezim VBMCP. Bylo zjisténo, ze nemocni s hodnotami indexu /A
mimo rozmezi <0,03;32> maji signifikantné kratsi preziti neZli ostatni nemocni (30 vs. 39
meésici). Stejn€ jako u pfedchozi prace byl potvrzen aditivni prognosticky piinos k systému
ISS (161). Vzhledem ktémto okolnostem bylo pfedmétem naSi prace pravé ovéfeni
prognostického vyznamu indexu x/A v naSem limitovaném souboru nemocnych a posouzeni
vlivu vysokodavkované terapie. Z analyzy vyplyva, Ze pfi hodnoceni celého sledovaného
souboru nemocnych s vyuzitim obou zminénych stratifikaci byl zjistén obdobny trend jako
v piedchozich pracech, pfi¢emz nemocni s vétsi patologii indexu /A méli i krat§i median
preziti (45 vs. 34 resp. 45 vs. 40 mésici). Pii separatnim hodnoceni skupin nemocnych
lécenych konvenéni terapii byl tento rozdil vyrazné€jsi a je plné v souladu s pfedchozim
pozorovanim (41 vs. 25 resp. 31 vs. 20 mésict). Nicméné pii hodnoceni pteziti nemocnych
lé€enych ASCT tento trend zachycen nebyl. Je ale nutno podotknout, Ze se zatim jednd o
analyzu predbéznou a v souboru s kratkym odstupem od diagndézy nemoci, takze vétSinou
medianu preziti nebylo doposud dosazeno. Obdobné pozorovani bylo pozdéji publikovano
Maltezasem et al. v rozsahlé multicentrické studii zahrnujici 350 nemocnych s MM, pfi¢emz
prognosticky vyznam indexu /A v kombinaci se systémem ISS zistava platny u nemocnych
lécenych konvencni terapii véetné novych biologickych piisobki, ale zcela selhava v piipadé
nemocnych podstupujicich vysokoddvkovanou terapii s ASCT (235). Je vSak nutné
podotknout, Ze MM je onemocnéni piedevs§im star$i populace s volbou konvenéni terapie a
proto i u vétsSiny nemocnych zistava prognosticky vyznam indexu x/A zachovan. U mladych
nemocnych se zda, ze HD-T/ASCT stird prognosticky vyznam indexu «/A, stejné jako dalSich
faktort, a je proto nutné hledani dalSich novych prognostickych ukazatell, vychdzejicich
z hlubsiho poznani vnitinich biologickych vlastnosti myelomové buiky, piipadné jejiho
vztahu k mikroprostiedi kostni difen€. Je nasnad¢, ze stdle sofistikovanéjsi 1écebné postupy,
zalozené na cileném zésahu do spleti metabolickych drah, zajiStujicich viabilitu a proliferaci
neoplastickych plazmocyt si  vyZzaduji odhaleni novych prognostickych faktort
rozpoznatelnych s pomoci molekuldrné biologickych metod, napt. GEP ¢i proteomiky.
Definitivni statistické zhodnoceni naSeho souboru bude mozné teprve v delSim casovém

odstupu.
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Graf 20. Prognosticky vyznam indexu /A s diskrimina¢nimi hodnotami <0,02;3,6> vs.
<0;0,02) a (> 3,6) ve skupiné nemocnych se symptomatickym myelomem (n = 239, 73 vs.
166), lécenych konvencni terapii (n = 180, 48 vs. 132) ¢i vysokodavkovanou terapii s

autologni transplantaci (n = 59, 25 vs. 34).
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Graf 21. Prognosticky vyznam indexu /A s diskrimina¢nimi hodnotami <0,03;32> vs.
<0;0,03) a (> 32) ve skupiné nemocnych se symptomatickym myelomem (n = 239, 135 vs.
104), 1éCenych konvencni terapii ( n = 180, 97 vs. 83) ¢i vysokoddvkovanou terapii s

autologni transplantaci (n = 59, 38 vs. 21).
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6.7 Stanoveni sérovych hladin para tézkych/lehkych fetézca imunoglobulinu

u monoklonalnich gamapatii

Uvod

Pro skupinu onemocnéni zvanych monoklonalni gamapatie je typickd ptritomnost molekul
monoklondlniho imunoglobulinu nebo jejich fragmentt (lehkych, tézkych fetézct),
detekovatelnych v séru a/nebo v moci. Mezi zakladni vySetieni béZné vyuzivana k detekci M-
proteinu v séru patii elektroforéza (gelova, kapilarni zénovd) dovolujici kvantifikaci a
imunofixace (IFE), ktera ptedstavuje citlivéj$i metodu umoziujici typizaci M-proteinu, avSak
s moznosti pouze kvalitativniho, nikoliv kvantitativniho stanoveni (25, 26). NejnovéjSim
testem ve spektru vySetfeni monoklonalniho proteinu je systém HevyLite™, principielné
zalozeny na uziti dvojice specifickych protilatek proti junkénim epitopiim mezi doménami
tézkého a lehkého fetézce v konstantni oblasti fetézci imunoglobulinu (HLC) (139).
V zévislosti na typu pouzité soupravy metoda umoziuje stanoveni hladin HLC u riiznych
izotypli imunoglobulint ( IgG, IgA, IgM), poskytuje reproduktibilni, kvantitativni vysledky i
v pfipad¢ pouhé imunofixacni pozitivity M-proteinu a analogicky jako v pfipadé vySetieni
sérovych hladin volnych lehkych fetézcl umoziiuje vypocet poméru HLC — indexu klonality
Igk/Igh. Metoda taktéz eliminuje omezeni konvencni elektroforézy zejména v piipadech
zmény hematokritu nebo prekryti ¢asti spektra M-proteinu transferinem, haptoglobinem ¢i C3
sloZzkou komplementu (139, 141, 236). Néplni ptedlozené¢ho sde€leni jsou prvni zkuSenosti se
systémem HevyLite™ u nemocnych s monoklonalnimi gamapatiemi s IgA a IgG typem M-

proteinu.

Cilem prace bylo zavedeni metody HevyLite™ pro vySetiovani sér pacientii s MG typu IgA a
IgG na nefelometru BN 1II s naslednou korelaci ziskanych vysledkt s hladinami M-proteinu,

celkovymi hladinami IgA resp. IgG imunoglobulinu a nasledné i s klinickou fazi onemocnéni.

Vysetreny soubor

VysSetteny soubor nemocnych s I[gA monoklonalni gamapatii tvofilo v ramci inicidlni faze
studie 24 nemocnych s mnohocetnym myelomem, z nichz 18 bylo v aktivni fazi onemocnéni

a 6 nemocnych po probehlé chemoterapii s dosazenou kompletni remisi (negativni
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imunofixace séra) (28). Dale bylo vySetfeno 7 jedinci s monoklonalni gamapatii nejistého
vyznamu, z ¢ehoz bylo 6 jedinci s ,high-intermediate” a ,,high risk* typem dle klasifikace
Rajkumara, vychazejici z typu a hladiny M-proteinu a hodnoty indexu «/A volnych lehkych
fetézci (151). Pomér sekrece izotypu k:A byl v celém souboru 1,4:1. VySetfeny soubor
nemocnych s IgG monoklonalni gamapatii tvofilo 27 nemocnych s aktivni formou myelomu,
3 nemocni s dosazenou kompletni remisi a 1 jedinec s ,,low-intermediate” typem MGUS s
pomérem sekrece izotypu x:A 2,44 : 1. Pro stanoveni sérovych hladin HLC bylo pouzito
nefelometru BN II (Siemens Healthcare Diagnostics) a souprav HevyLite™ IgAx, IgAL resp.
IgGx, IgGA (The Binding Site, Velka Britanie). Primarni fedéni vzorkd bylo 1:100, v piipadé
potieby byly vzorky dale dofed’ovany bud’ 1:20 nebo 1:400, k ziskani konkrétni koncentrace.
Pomér HLC IgAwx/IgAM resp. IgGk/IgGA byl ziskan vypoctem. Referenéni rozmezi bylo
pievzato od vyrobce souprav HevyLite'™: IgAk (0,48 — 2,82 g/l), IgAL (0,36 — 1,98 g/l) a
indexu IgAw/IgAh (0,8 - 2,04); 1gGk (4,03 — 9,78 g/l), IgGA (1,97 — 5,71 g/1) a IgGx/IgGh
(0,98 — 2,75) (139). Celkové hladiny imunoglobulinu IgA a IgG byly stanovovany rovnéz
nefelometricky na analyzatoru BNII s uZitim diagnostického antiséra (N antiserum to Human
IgA, IgQ). Stanoveni hladin M-proteinu bylo provadéno na pfistroji Sebia Hydrasys s uzitim
souprav Sebia Hydragel 30 Protein(e) s ndslednou kvantifikaci monoklonalniho gradientu
pomoci skeneru Epson 1680 Pro. Pro imunofixaéni analyzu bylo pouzito souprav Hydragel 4
IF. Vzhledem k nenormalni distribuci dat byla zavislost parametrii posouzena pomoci

Spearmanovy korela¢ni analyzy.

Vysledky

U nemocnych s aktivni formou onemocnéni byly vobou skupinidch zjiStény vysoce
patologické hladiny dominantniho imunoglobulinu Igk nebo Igh, se supresi hladin
alternativniho imunoglobulinu Igk nebo Igh a s vyraznym ovlivnénim poméru Igk/Igh. Ve
skupiné nemocnych sIgA monoklondlni gamapatii, byl u 5 nemocnych, ktefi dosahli
kompletni remise zaznamenan normalni pomér IgAx/IgAA, avSak 1 nemocny vykazoval
supresi obou typu IgA, ziejmé z divodu kratkého odstupu od piedchozi chemoterapie, se
zménou pomeéru IgAx/IgAAL. U vsech jedincii s MGUS byly zjistény abnormalni hladiny i
pomér IgAx/IgAA, pricemz u jedince s low-risk typem byla hodnota poméru IgAx/IgAA pouze
nadhraniéni (graf 22). P#i srovnani vysledkd stanoveni MIG metodou HevyLite™ a

elektroforézou, Spearmanova korela¢ni analyza potvrdila velmi tésnou korelaci hladin MIG a
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IgAk (r= 0,946, p< 0,0001), pficemz median diferenci hladin IgAx k hladin€ M-proteinu byl
3,5 g/l (min-max: 0,36-13,50 g/1). Obdobn¢ vyznéla analyza v piipadé IgA\ a MIG (r= 0,872,
p=0,0001), s medidnem diferenci 1,0 g/l (min-max: -12,0 az +16,5 g/1). Nutno podotknout, ze
nejvétsi rozdily v hladinach paraproteinu stanovenych elektroforézou a metodou HevyLite™
byly v oblastech vysokych hladin, v ptipad¢ nizSich koncentraci byl vzdjemny rozdil hodnot
minimalni. Soucty hladin dominantniho i alternativniho paru IgA imunoglobulinu vyznamné
korelovaly s celkovou hladinou imunoglobulinu IgA stanoveného nefelometricky (r= 0,994,

p<0,0001) s medidnem diferenci -0,32 g/l (min-max: -5,69 az +7,73 g/l) (graf 24).

Pii analyze souboru nemocnych s IgG gamapatii byly u 3 pacientti, kteti dosahli kompletni
remise, zjiStény normalni hodnoty hladin IgGxk, IgGA 1 poméru IgGk/IgGA. U jedince s ,,low-
intermediate risk” typem MGUS byla zjisténa elevace dominantniho paru IgGA, se supresi
alternativniho paru IgGk a se zménou indexu IgGk/IgGA (graf 23). Pii srovnani vysledkt
stanoveni MIG metodou HevyLite™ a elektroforézou, Spearmanova korelaéni analyza
potvrdila velmi silnou korelaci hladin MIG a IgGxk (= 0,970, p < 0,0001), pfi¢emz median
diferenci hladin IgGxk k hladiné MIG byl 0,61 g/l (min-max: -5,97 az +16,50 g/I). Obdobn¢
vyznéla analyza v ptipadé IgGA a MIG (r= 0,998, p < 0,0001), s medianem diferenci 0,23 g/l
(min-max: -4,5 az +3,29 g/l). Soucty hladin dominantniho 1 alternativniho paru IgG
imunoglobulinu vyznamné korelovaly s celkovou hladinou imunoglobulinu IgG stanoveného
nefelometricky (r= 0,955, p < 0,0001) s medianem diferenci 3,93 g/l (min-max: -1,91 az
+22,5 g/l) (graf 25).

Diskuze

Systém HevyLite™ je nepochybné nad&jnou, principielnd odli¥nou metodou pro detekci a
kvantifikaci monoklondlniho imunoglobulinu, nez dosavadni zavedené elektroforetické a
imunofixac¢ni techniky. Metodicky je =zaloZzeny na vyuZiti specifickych, ov¢ich
polyklonalnich protilatek proti junkénim epitopiim mezi doménami téZkého a lehkého fetézce
v konstantni oblasti fetézci imunoglobulinu, nasledné vzniklé komplexy je mozné detekovat
nefelometricky ¢i turbidimetricky. Doposud jsou soupravy koncipované pro nefelometricky
systtm BN II (Siemens Healthcare Diagnostics) a turbidimetricky systém SPApy,s (The
Binding Site). Cilem nasi pilotni studie bylo zavedeni vySetfeni pro pacienty s MG IgA a IgG
izotypem pravé na platformé BN II. Samotna instalace systému, vyhotoveni kalibra¢nich

kiivek a zahdjeni sériového vySetfeni vzorkll se neshledala s vyznamnéjSimi obtiZemi, avSak
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vzhledem k inicidlnimu vybéru vySetfovanych vzorkll (rozptyl od nulovych hodnot
paraproteinu po 51 g/l) bylo potieba dalSiho nafed’ovani vzorkd sér mimo zakladni fedéni
k dosazeni urcitych konkrétnich hodnot hladin Igk nebo Igh a k naslednému vypoctu indexu
Igk/Igh. U vSech naSich analyzovanych sér od nemocnych s aktivnim mnohocetnym
myelomem, stejné tak i monoklondlni gamapatii nejistého vyznamu byla zjiSténa shoda mezi
typem paraproteinu a elevaci hladiny dominantniho HLC paru, stejné tak 1 pomérem Igi/Igh.
Vzhledem k tomu, Ze systém HevyLite'" je nejen citliv&jsi nez konvenéni elektroforéza, ale
taktéz poskytuje numerické vysledky u pacientli s pouhou imunofixacni pozitivitou, bylo
soucasti naseho souboru 9 nemocnych s dosazenim kompletni remise po terapii, tedy
s negativni imunofixac¢ni elektroforézou. U 8 pacientd byl zjis§tén normalni index Igk/Igh,
pouze u jednoho nemocného, byla zjisténa suprese obou izotypti imunoglobulinu se zménou
indexu IgAw/IgA\, ziejmé z diivodu kratkého odstupu od vysokodavkované chemoterapie
s podporou autologniho $tépu s naslednou pietrvavajici polyklonéalni supresi, doposud bez
restituce ,,imunitni parézy“. Pfedpokladany velky potencial vysetfeni HevyLite™ v piipadech
pouhé pozitivity/negativity imunofixacni analyzy je nyni na pfednim misté zajmu klinickych
pracovist, nebot’ se ukazuje, Ze tato metoda dovoluje mnohem citlivéji detekovat nejen
rezidualni onemocnéni, ale 1 ¢asny relaps/progresi choroby a to mnohem dfive, nez konvenc¢ni
techniky (139, 141, 236). Pfi srovnani absolutnich hladin M-proteinu stanovenych pomoci
metody HevyLite™ a elektroforézou byla zjisténa vysoce vyznamné korelace obou metod ve
shodé s udaji predchozich autorti. VEtsi rozdil hodnot byl zaznamenén se vzristajici hladinou
paraproteinu a to zejména ve skupiné¢ sIgA izotypem, avSak vétSinou ve prospéch
nefelometrického stanoveni. Vysvétlenim miize byt dodatecna detekce skryté frakce
paraproteinu, napt. v -zoné, ¢i technickd limitace jednotlivych metod; samoziejmé v potaz
nutno vzit i moznou chybu vzniklou pfi dodatecném dotedéni vzorki. Podobné pozorovani
bylo zjisténo i jinymi autory a nutno podotknout, Ze cilovd oblast nizkych koncentraci
paraproteinu byla diferenci ovlivnéna zcela minimalné (237, 238). Finalni Casti nasSi studie
bylo srovnani celkovych hladin IgA resp. IgG imunoglobulinu stanovenych nefelometricky a
hladin celkového IgA resp. IgG imunoglobulinu danych souctem hladin IgAk a IgAM resp.
IgGk a IgG\ stanovenych metodou HevyLite™, a i v tomto piipadé bylo dosazeno velmi
vyznamnych korelaci mezi obéma metodami, coZ bylo v souladu se studiemi, které hodnotily
jak séra od zdravych darcu, tak vzorky sér od pacientd s monoklondlnimi gamapatiemi.
Doposud publikovand data vSak nezahrnuji vysledky analyzy sér od nemocnych
s autoimunitnimi ¢i chronickymi zénétlivymi chorobami a je mozné, Ze v piipadé stavi

spojenych s elevaci polyklondlnich imunoglobulinii dojde i ke zmén¢ samotnych hladin a
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nasledné i indexu Igi/Igh, a& se piedpoklada, Ze stejné jako v piipadé systému FreeLite',
hodnoty vzijemného poméru Ig/Igh nebudou ovlivnény (139). Samotné hodnoty Igi/Igh
indexu ¢i v kombinaci s hladinami B;-mikroglobulinu vykazuji jisty prognosticky vyznam pro
pfeZiti nemocnych s mnohocetnym myelomem 1 rizikovy faktor progrese monoklonalni
gamapatie nejistého vyznamu do symptomatické formy myelomu, ale taktéz jako faktor trvani
obdobi faze nemoci do progrese. Je vSak nutné podotknout, Ze vySe uvedené analyzy vyznély
presveédciveji pro IgG nezli IgA typ imunoglobulinu a je potieba dalSich prospektivnich studii
na dostatecné rozsahlych souborech nemocnych k ovéfeni redlného pfinosu indexu Igi/Igh
jako prognostického ukazatele u nemocnych s jednotlivymi typy monoklonalnich gamapatii

(139, 236, 239, 240).
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HevyLite™; korelace sumace IgGx a IgG) s celkovymi hladinami IgG.

110



7.0 Zavéry disertacni prace

7.1 Zhodnoceni prinosu stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcu
imunoglobulinu u mnohocetného myelomu a monoklonialni gamapatie nejistého

vyznamu

7.1.1/ Ve skupiné jedinci s monoklondlni gamapatii nejistétho vyznamu byly zachyceny
patologické hladiny volnych lehkych fetézci k a A u 62% jedincti, pii vyhodnoceni indexu x/A
byly v 55,5% piipadil zachyceny patologické hodnoty. Béhem Sestiletého sledovani doslo u
11 jedinci k transformaci v maligni formu monoklondlni gamapatie, coz odpovida piiblizné
0,95% ptipadl za rok. S uzitim stratifikacniho systému pro MGUS, zalozeném na kvantité,
izotypu M-proteinu a hodnoté indexu /A byly identifikovany rizikové skupiny jedinct
s MGUS, piicemZ pravé mira zaznamenané transformace odpovidala tizi rizika. Vyvoj MGUS
v MM byl spojen s nartstem hladin volnych lehkych fetézcli a zejména s narGstem miry
patologie indexu «/A. Prace tedy potvrdila prakticky vyznam stanoveni sérovych hladin
volnych lehkych fetézci u MGUS a zejména pak jejich pfinos pro identifikaci rizikovych

forem s uréenim optimalniho sledovani.

7.1.2/ Mira patologie hladin volnych lehkych fetézct «, A a «/A indexu zachycené v pomérné
rozsahlém souboru nemocnych vysetienych v dobé diagnézy nemoci odpovida 95 resp. 96%,
pfi¢emz bylo prokézano, Ze se jedna o parametr zcela nezavisly na hodnoté M-proteinu. Mira
sekrece volnych lehkych fetézcli je u MM velmi variabilni, pficemZ nejvyssi je pfedpokladané
u Bence —Jonesovy formy a z&sti i u IgG izotypu. Stanoveni VLR u monoé&etného myelomu
s intaktni métitelnou komponentou mé v dobé stanoveni diagnézy spise dopliikovy charakter,
nicméné je zcela nenahraditelné pii stanoveni hloubky remise a v pfipad¢ abruptivni formy
relapsu charakterizované ,ligh-chain escape* fenoménem. V piipadé nesekretorického
myelomu dovoluje vysetieni VLR v 66% dodate¢né identifikovat sekreci volnych lehkych
fetézcll u ¢asti nemocnych a umoziuje jejich dalsi sledovani ve vztahu k priabéhu nemoci.
Vysetteni VLR tedy dovoluje dalsi subklasifikaci nesekretorické formy MM rozpoznané dle
konvenénich kritérii nesekretorického onemocnéni, a dovoluje identifikovat ,,pravé
nesekretorické typy. V piipadé oligoskreéniho onemocnéni, v 70% stanoveni hladin VLR
umoznovalo dal§i sledovani priabéhu onemocnéni, obdobné pak u vSech nemocnych se
vzacnou IgD formou nemoci. Prace tedy potvrdila pfinos stanoveni VLR u MM, zejména pak

u jeho méné obvyklych forem, tedy nesekretorické formy, IgD a oligosekrecniho typu.
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7.1.3/ Pti porovnani sérovych hladin VLR «, A a /A indexu u monoklonalni gamapatie
nejistétho vyznamu byly zjistény vysoce signifikantni rozdily v hladindch dominantniho
lehkého fetézce 1 indexu /A, ale rovnéZ i ve vyznamné mife suprese fetézce alternativniho
sved¢ici o vyrazné imunitni paréze u nemocnych s mnohocetnym myelomem. Nicméné
vysledky ukazaly, Ze stanoveni hladin VLR s vypoétem indexu klonality, 1ze pouzit jako
pomocného ukazatele v ramci ostatnich parametrd k odliSeni MM od MGUS, pfi¢emz
v pfipad¢ normélnich hladin je diagn6za MM nepravdépodobnd, nicméné vzhledem
k vyznamnému vzijemnému piekryvani hodnot k odliSeni MGUS od MM vyznamné

nepiispiva.

7.1.4/ Pii srovnani sérovych hladin VLR «, A a /A indexu ve vztahu ke stadiu pokrogilosti
MM definovanymi dle staZovacich syst¢ému dle Durieho-Salmona a International Staging
System nebyl zjiStén vyznamnéjsi rozdil v hladinach, kromé casného a velmi pokrocilého
stadia dle systému D-S. Bylo potvrzeno, Ze hladiny VLR jsou pomémé nezavisly parametr,
dany zejména jejich variabilni mirou sekrece a rychlym katabolismem a mohou tedy byt

uzity jako doplnujici parametr staZovacich systému.

7.1.5/ P¥i analyze vztahtl sérovych hladin VLR «, A a x/A indexu, byly zjistény vzajemné
zavislosti s hladinami f,m, TK, parametrti kostniho metabolismu, HGF, Syn-1 a Fas.
Z dosazenych vysledkli ale vyplyva, ze vztah vétSiny biologickych, ndmi vySetfenych
piisobki k sérovym hladinam VLR « a A a jejich vzijemného poméru, pFispiva piedevim

k hlubSimu poznani patobiologie MM a nema ziejm¢ vyznamé;jsi piinos pro klinickou praxi.

7.1.6/ Piedbézna analyza hodnotici vliv indexu klonality /A a pfeziti nemocnych s MM
potvrdila zndmy vztah miry patologie a délky pieziti u lécenych pacientii se symptomatickym
onemocnénim. Pfi detailni analyze souboru vSak bylo zjiSténo, Ze tento prognosticky vliv plati
pouze pro nemocné léené konvenéni terapii, véetné zaclenéni novych, biologicky plisobicich
1€kti. U nemocnych lécenych vysokodavkovanou terapii s podporou autologniho §tépu tento
trend zachycen nebyl a déa se fici, Ze intenzivni terapie stird prognosticky vyznam indexu
klonality k/A a u takto 1écenych nemocnych je nutné hledani a identifikace novych, vhodnych

prognostickych ukazatela.
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7.2 Zavedeni stanoveni sérovych hladin paru téZkych/lehkych retézci imunoglobulinu

u monoklonalnich gamapatii a provedeni pilotni analyzy ziskanych vysledkua

Ve FN Olomouc bylo jako v 1. centru v Ceské republice zavedeno stanoveni vysetfeni
sérovych hladin para t&Zkych/lehkych fetézct imunoglobulinu (HLC) (systém HevyLite™) na
platform& nefelometru BN II. Inicidlni analyza na doposud pocetné¢ omezeném souboru
nemocnych s MGUS a MM typu IgA a IgG potvrdila vztah HLC k aktivit¢ onemocnéni, byly
prokazany silné korelace hodnot HLC k hladindm M-proteinu stanovenych elektroforézou
séra a k celkovému IgG resp. IgA stanovenych nefelometricky. Jako velmi pifinosné se jevi
vysledky stanoveni u nemocnych s dosazenou lécebnou odpovédi, umoznujici detailni
stanoveni velmi nizkych hladin MIG. Ziskané vysledky poslouzily v soucasnosti jako

podklad k ziskani grantové studie IGA MZ CR.
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10.0 Anglicky nazev prace, klicova slova, souhrn

Evaluation of serum levels of immunoglobulin free light chains in multiple
myeloma and their relationship with selected clinical and laboratory disease

indicators

Dissertation summary

The presented dissertation deals with the issue of determining the serum levels of free light
chains (FLC) of k and A immunoglobulin in monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) and multiple myeloma (MM). The theoretical part provides a brief
overview of the current scope of knowledge in the epidemiology, pathogenesis, diagnostics
and therapy of MM, with attention focused on the possibilities of monoclonal
immunoglobulin determination. The actual dissertation is divided in 6 chapters devoted to the
evaluation of the clinical benefits of determining the serum levels of immunoglobulin free
light chains and their relationship with selected clinical and laboratory aspects of MGUS and
MM. One chapter is concerned with a pilot study of serum levels of pairs of immunoglobulin

heavy/light chains in monoclonal gammopathy.

In the first chapter on the determination of FLC serum levels in MGUS, 191 patients with
MGUS were examined, whereas the pathological levels of FLC and /A clonality ratio were
ascertained in 62, i.e. in 55.5% of cases. During the six-year monitoring, 11 patients
experienced transformation into the malignant form of monoclonal gammopathy, which
corresponded to approximately 0.95% cases a year. By means of the MGUS stratification
system based on quantity, M-protein isotype and /A ratio value, risk groups of MGUS
patients were identified, whereas it was the level of recorded transformation that corresponded
to the seriousness of the risk. The development of MGUS in MM was associated with
increasing levels of free light chains and in particular with the rise of the k/A ratio pathology.
Thus, the dissertation confirmed the importance of determining the serum levels of free light
chains in MGUS, and especially their benefits for identifying high-risk forms, including the

decision regarding optimal monitoring.
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In the chapter discussing the determination of FLC serum levels in MM, the group of 261
patients revealed pathology of FLC levels and /A ratio in 96% of cases, and proof was
established that it was a parameter completely independent of the M-protein value. The
irreplaceable contribution was confirmed for less common forms of MM such as the non-
secretory or oligo-secretory type as well as the IgD type. Partly, the chapter also covered the

issue of the "light-chain escape" phenomenon.

The third chapter specialised in comparing the serum levels of FLC and /A ratio in
monoclonal gammopathy of undetermined significance, and established highly significant
differences in the levels of the dominant light chain as well as /A ratio and, simultaneously,
in the relevant rate of the alternative chain suppression, which proved the considerable
immune paresis by patients with multiple myeloma. Nevertheless, results showed that
determining the FLC levels with clonality index calculation could be used as a
complementary indicator assisting the other parameters in distinguishing MM from MGUS. In
this context, MM diagnosis is unlikely in case of normal levels, however, the contribution of
this indicator is not crucial due to the considerable mutual overlap of values while

distinguishing MGUS from MM.

The next chapter analysing the serum levels of FLC and «/A ratio in relation to the advanced
stage of MM, as defined by the staging system according to Durie-Salmon and the
International Staging System, did not reveal any notable differences in their levels. The FLC
levels were confirmed to be a relatively independent parameter, mainly on account of their
variable secretion rate and fast catabolism, making them usable as a complementary

parameter of staging systems.

In the fifth chapter, the analysis of relationships of FLC serum levels and «/A ratio, multiple
mutual dependencies were discovered with the levels of B,microglobulin, thymidine kinase,
bone metabolism parameters, hepatocyte growth factor, Syndecan-1, and Fas antigen. As the
accomplished results revealed, however, the relationship between the majority of biological
agents examined by us and the serum levels of FLC, x and A and their mutual ratio,
contributes in the first place to the extension of knowledge in the scope of MM pathobiology,

and it is of minor importance for clinical practice.

In the chapter dealing with the prognostic impact of FLC on the survival rate of MM patients,
the preliminary analysis confirmed the relation between the «/A ratio pathology level and the

life expectancy of patients treated for symptomatic disease. Yet, a detailed analysis of the
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group found the prognostic impact to be applicable only for patients undergoing conventional
therapy, including the integration of new drugs with biological effects. There was no
indication of the trend by patients subjected to high-dose therapy supported by an autologous
graft. It could be assumed that intensive therapy removes the prognostic significance of k/A
clonality ratio, and new, suitable prognostic indicators have to be found and identified for

such patients.

In the last chapter on determining the levels of pairs of immunoglobulin light/heavy chains
(HLC) using the HevyLite™ method, the initial analysis of the group of patients with MGUS
and MM of the IgA and IgG type, still limited in number, confirmed the relationship between
HLC and disease activity, proving the strong correlation of HLC values to M-protein levels
determined by serum electrophoresis, and to the total IgG levels, i.e. IgA determined
nephelometrically. The determination results seem to be very helpful for patients with

accomplished treatment response, allowing a detailed determination of very low levels of

MIG.

Overview of key words

multiple myeloma - monoclonal gammopathy of undetermined significance — monoclonal
gammopathy — immunoglobulin free light chains — diagnosis - staging systems — biological

indicators — prognosis — pairs of immunoglobulin heavy/light chains
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