Zdravotné Jihoceska univerzita
socialni fakulta v Ceskych Budé&jovicich
Faculty of Health University of South Bohemia

and Social Sciences  in Ceské Budéjovice

Laboratorni diagnostika mnohocetného myelomu

BAKALARSKA PRACE

Studijni program: LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Autor: Jakub Cerny, DiS.

Vedouci prace: MUDr. Alena Lavic¢kova

Ceské Budéjovice 2024



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze svoji bakalaiskou praci s nazvem ,,Laboratorni diagnostika mnohocetného
myelomu* jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim pramenti v seznamu citované

literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvefejnénim své bakaladiské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou
ve vefejné pristupné cCasti databaze STAG provozované JihoCeskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby
toutéZ elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998
Sb. zvetfejnény posudky Skolitele a oponentli prace 1 zdznam o pribchu a vysledku
obhajoby bakalatské prace. Rovnéz souhlasim s porovndnim textu mé bakaldiské prace
s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 29. 4. 2024.  covreeeeeerieeeeereneeeeennannns
Jakub Cerny, DiS.



Podékovani
Predevsim dékuji své vedouci prace MUDr. Alené Lavickové za cenné rady a piipominky,
které mi poméhaly pii psani bakalaiské prace. Podékovani patii i mym kolegiim z UKBH

FN Plzen a v neposledni fad€ 1 mé rodin€ za trp€livost béhem celého mého studia.



Laboratorni diagnostika mnohocetného myelomu

Abstrakt

Bakalatska prace na téma Laboratorni diagnostika mnohoc¢etného myelomu je rozdélena
na teoretickou a praktickou c¢ast.V teoretické¢ ¢asti predstavuji hematoonkologické
onemocnéni mnohocetny myelom, jeho laboratorni diagnostikou, kam patii biochemické,
hematologické, imunologické, genetické a histologické vySetteni. Dale Vv praci uvadim
také dalsi diagnostické metody — zobrazovaci vySetieni skeletu (RTG, CT, PET/CT).
Uvadim také dalsi patologické stavy, které uzce souvisi s danou problematikou a jsou
spojené s monoklonalni gamapatii. V zdvéru teoretické c¢asti strucn€ informuji

o0 moZnostech 1é€by tohoto onemocnéni.

Pro bakalafskou praci byly stanoveny 4 cile. Prvnim cilem bylo ptehledné shrnout
laboratorni vySetfovaci metody, pouzivané v soucasné dob¢ k diagnostice MM. Druhym
cilem bylo zmapovat diagnosticky postup pii prvozachytu MM na piikladu konkrétniho
pacienta. Ttetim cilem bylo poukazat na variabilitu vstupniho néalezu a prabchu
onemocnéni formou kazuistik. Poslednim ¢tvrtym cilem bylo vyuziti dat ziskanych
z vlastniho pracovisté UKBH (laboratof + hematologicka ambulance) k zodpovézeni

n¢kolika vyzkumnych otézek.

K dosazeni vysledka vyzkumného Setieni byly pouzity metody kvantitativniho vyzkumu
technikou retrospektivni analyzy dostupnych laboratornich dat z LIS. Kvalitativni
vyzkum technikou analyzy dat byl vyuzit k sepsani jednotlivych kazuistik a kompletni

diagnostiky pacienta.

V diskuzi a v zavéru bakalaiské prace jsou shrnuty vysledky vyzkumnych otazek
a zhodnoceni naplnéni uvedenych cili prace. Nakonec je zminén ptedpokladany ptinos

bakalafské prace v soucasné laboratorni i klinické diagnostice onemocnéni.

Klicova slova
monoklonalni gamapatie; mnohocetny myelom; plazmatické buiiky; volné lehké tetézce;

laboratorni diagnostika; imunoglobuliny; zobrazovaci metody



Laboratory Diagnostics of Multiple Myeloma

Abstract

The bachelor thesis on the topic Laboratory diagnostics of multiple myeloma is divided
into theoretical and practical parts.In the theoretical part 1 introduce the
hematooncological disease multiple myeloma, its laboratory diagnostics, which include
biochemical, hematological, immunological, genetic and histological tests. In addition,
| also present other diagnostic methods - skeletal imaging (X-ray, CT, PET/CT). | also
present other pathologies that are closely related to the problem and are associated with
monoclonal gammopathy. At the end of the theoretical part | briefly inform about the
treatment options for this disease.

For the bachelor thesis 4 objectives were set. The first aim was to summarize the
laboratory testing methods currently used to diagnose MM. The second aim was to map
the diagnostic procedure for the first detection of MM using a specific patient as an
example. The third aim was to highlight the variability of initial findings and disease
course in the form of case reports. The fourth and final aim was to use data obtained from
the Institute’'s own department (laboratory + haematology outpatient clinic) to answer

several research questions.

To achieve the results of the research investigation, quantitative research methods were
used by retrospective analysis of available laboratory data from LIS. Qualitative research
technique of data analysis was used to write individual case reports and complete patient

diagnosis.

In the discussion and in the conclusion of the bachelor thesis, the results of the research
questions and the evaluation of the fulfilment of the stated objectives of the thesis are
summarised. Finally, the expected contribution of the bachelor thesis in current laboratory

and clinical diagnosis of the disease is mentioned.

Key words
monoclonal gamapathy; multiple myeloma; plasma cells; free light chains; laboratory

diagnostics; imunoglobulins; imaging method
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1 Uvod

Jako téma bakalarské prace jsem si vybral ,Laboratorni diagnostiku mnohocetného
myelomu®. K tomuto tématu jsem se rozhodl proto, Ze na naSem pracovisti
se s vysetfenim biologického materialu pacientti s MM setkdvame pomérné Casto, az na
denni bazi. Myelom tvofi 10 — 15 % hematologickych malignit, coz ho fadi jako
2. nejcast¢jsi hematoonkologické onemocnéni. Mnohocetny myelom je maligni
onemocnéni kostni dfené. Radi se do skupiny onemocnéni, které charakterizuje
nekontrolovatelna proliferace myelomovych (plazmatickych) bunék v kostni dieni
a pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu (paraproteinu, M-proteinu) ev. jeho

strukturalnich komponent (VLR) v séru nebo v mogi.

Jako jeden z hlavnich cili jsem stanovil vypracovat uceleny piehled soucasnych
diagnostickych laboratornich 1 nelaboratornich (zobrazovacich) vySetfeni, ktera
Vv soucasné¢ dobé vyuzivame k diagnostice MM. Druhym cilem bylo zmapovat
diagnosticky postup pfi prvozachytu MM na ptikladu jednoho pacienta. Tietim diilezitym
cilem bylo poukézat na variabilitu onemocnéni formou tfi kazuistik. Poslednim cilem
bylo vyuzit laboratornich vysledkli z vlastniho pracovisté za obdobi jednoho roku

k podrobnéjsi analyze tohoto souboru z riznych thli pohledu.

Vyzkumné otazky ve sledovaném souboru dat byly zvoleny tak, aby obsahovaly ptehled
laboratornich vysSetfeni dulezitych pro diagnostiku MGUS, MM a spektrum
vySetfovanych pacientl. Zvolil jsem Ctyfi vyzkumné otdzky. Prvni otdzkou bylo, jaké
je zastoupeni jednotlivych M-proteini u diagnézy MM za uvedené obdobi. Druhou
otazkou bylo, jaké je zastoupeni MM dle pohlavi a véku. Tteti otazkou je % rozdéleni
souboru nemocnych s MGUS do rizikovych skupin dle prognostického skérovani IMWG.
Posledni otazkou je, jaké je % zastoupeni nemocnych s MM s vysokym excesem VLR
V porovnani s pomérné nizkou hladinou M-proteinu. Jedna se o nemocné s MM, ktefi by
mohli byt diky nizké hladiné M-proteinu bez dopInéni vysetieni VLR poddiagnostikovani.

Otazky byly zodpovézeny formou dat s naslednym grafickym vyhodnocenim.

Laboratorni diagnostika MM je komplexni (laboratorni metody, zobrazovaci metody).
Testem prvni volby je ELFO plazmatickych proteinii doplnéné o imunofixaci a stanoveni
volnych lehkych fetézcd v séru. Dulezité je také stanoveni rozsahu postizeni kostni diené.
Mezi dalsi dulezita vysetfeni fadime zobrazovaci metody, vyuzivané K urceni rozsahu

osteolytického poskozeni skeletu.



V poslednich letech doslo k vyraznému pokroku Vv celkovém pochopeni patofyziologie
myelomu. Tyto poznatky dale odhaluji nové moznosti v diagnostice, 1¢¢b¢ a monitoraci
pacient. Zkvalitnéni laboratorni diagnostiky ma mimofadny vyznam pro vcasnou

diagnostiku a naslednou prognézu nemoci.



2 Teoreticka cast

2.1 Kostni dieri

Kostni dien vypliuje vnitini dutiny nékterych kosti. Krvetvorna tkan obsahuje matetské
buiiky pro tvorbu ¢ervenych krvinek (erytrocyttr), bilych krvinek (leukocytl) a krevnich
desticek (trombocyttr). V obdobi ristu postupné mizi krvetvorba ve dfeni dlouhych kosti.
Retikularni vazivo je prostupovano tukovymi buiikami — timto se Cervena dien méni
ve zlutou dfei. Zluta kostni diefi ma prisvitny a Zelatinovy vzhled. Tento jev je typicky
pro pozd¢jsi vék. Pti podezieni na poruchu krvetvorby je nutno odebrat a vysetfit vzorek

kostni dieng. (Cihak, 2011).
2.2 Plazmatické buriky

Fyziologicky zralé plazmocyty maji proménlivou velikost (9 — 30 pm), obsahuji ovalné
jadro, které je v buiice ulozeno excentricky. Dale se skldda ze syté bazofilni a bohaté
cytoplazmy s paranuklearnim projasnénim typickym pro plazmatickou buriku. Jadro
je malé, bez pfitomnosti jadérek, ma hrubou strukturu s loziskovou kondenzaci jaderného
chromatinu (obr. 1). Z morfologického hlediska rozliSujeme dva typy plazmatickych
bunék. Marschalkovy retikularni bunky jsou zodpovédné za syntézu imunoglobulini
ttidy IgG a IgA. Moeschlinovy lymfoplazmocytarni buiiky jsou mistem syntézy
imunoglobulint t¥idy IgM (S¢udla, 2006).

Obrazek 1 Plazmaticke buniky (Zdroj: Vlastni)
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2.3 Imunoglobuliny

Kazda molekula protilatky ma strukturu imunoglobulinu (déle jen Ig). Ig jsou bilkoviny
a mivaji typicky tvar pismene Y (obr. 2). Tvofijej 4 fetézce. 2 fetézce jsou delsi a oznacuji
se jako t&7ké, zatimco dalii 2 Fetdzce jsou kratsi a nazyvaji se lehké. Retézce jsou spojené
disulfidovymi vazbami mezi dvéma aminokyselinami (cysteiny). I uvnitt fetézct
nachazime disulfidové vazby, kterymi molekula tvoii kruhové smycky (domény).
Lehké fetézce obsahuji variabilni a konstantni doménu, zatimco tézké fetézce jsou

tvofeny 1 variabilni doménou a 3 — 4 konstatnimi doménami (Jilek, 2019).

Molekuly Ig fadime do tfid podle toho, jak se mezi sebou lisi stavbou konstantnich domén
tézkych tetézci na IgM, IgG, IgA, IgE, IgD. Lehké fetézce maji dve strukturni varianty,
které se vyskytuji ve vSech 5 tiidach, ale jednotlivda molekula ma bud’ lehké fetézce kappa

(), nebo lambda (1) (Jilek, 2019).

variabilni

S . vazebné misto

lehky < "~ pro antigen
/ fetézec ~ NH3*

Schematicky
nékres IgG h
konstantni

oblast

tézky
fetézec

cO0O

Obrazek 2 Struktura imunoglobulinu (Zdroj: Kodicek, 2007, upraveno)

2.4  Volné lehké retézce

Volné lehké fetézce — FLC (z angl. Free Light Chains) jsou syntetizovany zralymi,
ale 1 nezralymi B-bunikami. K nejvyssi syntéze dochédzi u plazmocyti. Z fyziologického
hlediska jsou syntetizovany 2krat vice kappa fetézce (k) nez lambda fetézce (1). Volné
lehké tetézce maji Siroké klinické vyuziti ve vSech fazich diagnostiky i lé¢by myelomu,
diky jejich kratkému biologickému poloc¢asu. Sérova koncentrace FLC odrazi bilanci
mezi jejich produkci a eliminaci. Sérové FLC jsou zavislé na funk¢nosti ledvin, jelikoz
jsou odstraniovany a metabolizovany ledvinami. Z hlediska eliminace jsou kappa fetézce

odbouravany rychleji nez lambda fetézce (kappa v pribéhu 2 — 4 hodin, lambda
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vpribéhu 3 — 6 hodin). U pacienti s prokazanym mnohocetnym myelomem
a se soucasnym poskozenim ledvin mize byt eliminace fetézcl prodlouzena az na 2 — 3

dny (The Binding Site Group Ltd, 2015).
2.5 Monoklonalni gamapatie

Monoklonalni gamapatie (dale jen MG) jsou stavy, vyznacujici se maligni ¢i potencialné
maligni klondlni proliferaci bun¢k B-bunééné linie (plazmocytil). Proliferujici
plazmocyty produkuji monoklonalni imunoglobulin nebo jeho lehké fetézce (k, A). MG
se z hlediska progndzy a 1é€by d€li na nezhoubné a zhoubné. NejcastéjSim onemocnénim
ze skupiny nezhoubnych MG je monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu. Mezi
nejcasté)Si zhoubné onemocnéni MG fadime skupinu plazmocelularnich proliferaci, kam
patii jednotlivé izotypy a variantni formy mnohocetného myelomu. Mezi méné Casté

zhoubné onemocnéni se fadi Waldenstromova makroglobulinemie (S¢udla et al., 2017).
2.5.1 Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

Monoklonalni gamapatic nejasného vyznamu (dale jen MGUS) je nejcastéjsi
bezptiznakovy premaligni stav. Kazdé diagnoze ,,mnohocetny myelom* piedchézi
MGUS (Sandecka et al., 2018). MGUS charakterizuje pfitomnost nizké, ale stabilni
hodnoty paraproteinu (< 30 g/L), ktera je detekovatelna v séru nebo v mo¢i pacienta. Déle
nachdzime velmi mirné zmnoZeni plazmocytl v kostni dieni (< 10 %). U pacientil

s MGUS nejsou piitomna organova poskozeni (Faber, 2012).
2.5.2  Asymptomaticky (doutnajici) myelom

Asymptomaticky myelom je znamy spiSe jako ,doutnajici“ myelom a vyznacuje
se pritomnosti monoklonalniho imunoglobulinu v séru a/nebo v moc¢i, dale vySSim
vyskytem plazmocytd v kostni dieni (> 10 %). Od mnoho¢etného myelomu ho odliSuje

nepiitomnost znamek organového a kostniho postizeni (Faber, 2012).
2.5.3 Mnohocetny myelom

Pro mnohocetny myelom je charakteristicka pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu
v séru a/nebo v moci. Klasickou elektroforézou ¢i imunofixaci lze nalézt kompletni
molekuly monoklondlniho imunoglobulinu. Asi ve 14 % muizeme nalézt lehké fetézce

imunoglobulinii pomoci vySetfeni volnych lehkych fetézci metodou Freelite (Szeligova
et al., 2017).
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2.5.4 Waldenstromova makroglobulinémie (lymfoplazmocytdrni lymfom)

Waldenstromova makroglobulinémie je klonalni a relativné vzacné onemocnéni. Mezi
typické ptiznaky se fadi infiltrace kostni dfen¢ lymfoplazmocytarnimi buiikami a zvySené
mnozstvi monoklonalniho imunoglobulinu typu IgM v periferni krvi. (Faber, Hajek,
2019). Stejné jako u doutnajiciho myelomu zde neni ptitomnost kostniho poskozeni

(Faber, 2012).
2.5.5 Plazmocelularni leukémie

Plazmocelularni leukémie se fadi mezi vysoce agresivni, av§ak vzacné onemocnéni, které
je charakterizovano zmnozenim plazmocyti v periferni krvi (> 20 % a zaroven
> 2 x 10%/L) (Kagirkova, Campr, 2007). Plazmocelularni leukémii délime na primérni,
objevujici se ,,de novo* a sekundarni, kterd se vyskytuje jako terminalni stadium
mnohocéetného myelomu. Jednd se o onemocnéni s agresivnim prubéhem a s velmi

kratkou dobou preziti (Jelinek, Plonkova, Hajek, 2013).
2.6 Symptomaticky mnohocetny myelom

MnohocCetny myelom (dale jen MM) je maligni proliferace B-lymfocyta,
resp. plazmocytt v kostni dfeni, které produkuji monoklondlni imunoglobulin nebo jeho
strukturalnich komponenty, tj. lehké fetézce k a/nebo A, které jsou prokazatelné v séru
nebo v moci (Faber, 2012).

2.6.1 Historie

K prvnimu popisu MM doslo v roce 1844, kdy byl publikovan piipad Sarah Newbury
(39 let), u které se pied smrti objevila silna bolest a slabost v oblasti zad. Po ¢ase doslo
k mnoho¢etnym spontannim zlomenindm humeru, femurt, radia a ulny. Po pitvé byla
prokazana destrukce sterna a femurl gelatindzni hmotou. Ta obsahovala ovalné bunky
S jasnym centrdlnim jadrem. ZndmnéjSim piipadem jsou zpradvy od Dr. Henry Bence
Jonese, ktery v roce 1845 ziskal vzorek moci londynského obchodnika T. A. McBeana.
V mo¢i byl nalezen specificky nalez. Mo¢ méla vysokou hustotu a kyselou reakci,
pti zahtati doslo k neprithlednosti, po pfidani HNO3 k precipitaci, po zahtati doslo v moc¢i
K rozpus$téni srazeniny, po ochlazeni opét k precipitaci. Jednalo se o Uplné€ prvni popis
proteinuric u MM. Od té doby je nalez M-proteinu v mo¢i oznaovan jako

Bence-Jonesova bilkovina (Spicka et al., 2005).
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V roce 1873 byl poprvé pouzit termin ,,mnohocetny myelom* panem von Rustizkym,

ktery popsal i vzhled myelomovych bunék (Adam et al., 1993).

Roku 1889 profesor Otto Kahler popsal zékladni piiznaky tohoto onemocnéni — kostni
a rendlni poskozeni, opakované infekce, anémii i krvacivé projevy (Adam et al., 1993).

Proto byl v minulosti mnoh¢etny myelom také nazyvan Kahlerova choroba.
2.6.2 Epidemiologie

MM je po non-Hodgkinskych lymfomech druhou nejcastéjsi hematoonkolologickou
malignitou. Celkem tvofi cca 1 % vSech malignit a aZz 15 % vSech hematologickych
onemocnéni. V kavkazské populaci je incidence 4 — 5 novych nemocnych na 100 000
obyvatel. Jedna se o nemoc piedevsim starSich lidi ve v€ku 75 — 79 let. Vzacné se MM

vyskytuje u mladych lidi ve véku od 20 — 40 let (Salek, 2008).
2.6.3 Etiologie

Pti¢inu vzniku MM nelze zcela urcit a stejné jako u vétSiny hematologickych onemocnéni
je prvotni pfi¢ina neznama. Na vysokém riziku vzniku onemocnéni se nejspise podileji

genetické vlivy, ale i vnéjsi faktory a vlivy ionizujiciho zatfeni (Pecka, 2006).
2.6.4 Klinické priznaky

Zakladni rysy MM:

> infiltrace kostni dfené plazmatickymi buiikami;

> produkce monoklonalniho imunoglobulinu (paraprotein, M-komponenta);
> kostni postizeni (Spicka, 2005).

Vzestup nadorové masy bungk nad 2 — 5 x 10* vede ke klinickym projeviim nemoci.
Ve vétsin€ pocatecnich fazi onemocnéni je rist nadorovych bun€k velmi nizky, tzn.,
7ze plné¢ symptomatické onemocnéni piedchdzi bezptiznakové obdobi, které trva

od nékolika mésict az po mnoho let (Spicka, 2005).

Ke stanoveni diagndzy vede vysSetfeni pro klinické obtize pacientli. Pokud pacienta tiZi
klinické problémy, nemoc jiz postihuje rizné organy a systémy — proto byvaji velmi Casto

symptomy MM variabilni (Spicka, 2005).
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Bolest kosti se fadi mezi jeden z hlavnich znaki myelomu. Pro toto onemocnéni
je typicka vlekla bolest zad ¢i hrudniku. Bolest kosti koncetin nebyva popisovana piilis
Casto. Bolest neni pfitomna v no¢nich hodinach, coz myelom odliSuje od metastatického
poskozeni kosti u solidnich nadord. V nékterych piipadech pacienti popisuji ndhlou
a prudkou bolest zpisobenou patologickou zlomeninou (zlomeniny zeber a dlouhych
kosti). Pro MM byva typické zmenSovani postavy. Pacienti mohou béhem nemoci ztratit
i nékolik centimetrd vysky z diivodu fraktur obratlti. Casté opakované infekce patii
k dalsim znaktim. Jedna se nejcastéji o bakterialni infekce. Slabost a tinava je zptisobena
anémii, zpasobenou infiltraci kostni dfené nddorovymi plazmocyty s naslednym Gtlumem
fyziologické krvetvorby. U méné nez 10 % pacientd jsou pfitomny projevy
hyperviskdézniho syndromu, kam patii poruchy vizu, poruchy védomi, bolesti hlavy

a kardialni insuficience (Spicka, 2005).

Vsechny vySe uvedené klinické ptiznaky se daji shrnout do akronyma CRAB, ktery
vyjadiuje:

> C — Calcium elevation (hyperkalcémie);

> R — Renal insufficiency (poSkozeni funkce ledvin);

> A — Anaemia (anémie/pancytopenie);

> B — Bone disease (myelomové kostni poSkozeni) (Faber, 2012).

2.6.5 Diagnosticka kritéria

V bézné diagnostické praxi mohou byt jesté nékde vyuzivana diagnostickd kritéria dle
Salmona a Durie (tab. 1). V soucasné dobé je platna aktualizace ptivodnich kritérii dle
IMWG.
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Tabulka 1 Diagnosticka kritéria dle Salmona a Durie

Velka kritéria Mala kritéria

Histologie tkan¢ — plazmocytom. 10 - 30 % plazmatickych bunék v KD.
Pocet plazmatickych bunék > 30 % | Koncentrace paraproteinu nizsi nez ve
v KD. velkych kritériich.

KO?Céntr,ace p%rigrojil.nu: Pokles fyziologickych imunoglobulini:

g vice nez 5o gt - 1gM pod 0,5 g/L;

A 08l | 1eAped10gL;

Mnozstvi fetézcti v moci vice nez - 164G pod 6.0 a/L

1 g/24 hodin. 9% pod 5. giL-.

Ptitomna osteolytickd loziska.

Jista diagn6za mnohocetny myelom = 1 velké + 1 mal¢€ kritérium nebo minimalné
3 mald kritéria.

Zdroj: Maisnar, Hajek, 2008 (Upraveno)
Kurceni presné diagnézy MM v souCasné dobé slouzi revidovand IMWG kritéria
(tab. 2). Diagn6za symptomatického ¢i rozvinutého MM vychazi z prikazu pfitomnosti
> 10 % monoklonalnich plazmatickych bunék v KD a pozitivity, tj pfitomnosti

> 1 organové dysfunkce (Séudla et al., 2017).

Tabulka 2 Revidovand IMWG (International Myeloma Working Group) kritéria

Musi byt splnéna obé niZe uvedena Kkritéria:
A) Klonalni plazmatické bunky > 10 % v KD nebo biopticky prukaz
kostniho/mimodienového plazmocytomu.
B) Pfitomnost > 1 z nasledujicich ptihod definujicich myelom:
a) Laboratorni znamky organového poskozeni:
* hyperkalcémie: S-Ca > 0,25 mmol/L nad horni normalni mez nebo > 2,75
mmol/L;
* renalni insuficience: clearence kreatininu < 40 mL/min nebo S-kreatinin >
177 umol/L;
+ anémie: Hb snizen o > 20 g/L nebo < 100 g/L;
« osteolytické 1éze: > 1 osteolytickych 1ézi zobrazené CT nebo PET/CT.
b) Pfitomnost > 60 % klonalnich plazmatickych bun¢k v KD.
) FLC-r > 100, dominantni FLC > 100 mg/L.
d) > 1 fokalnich 1ézi zjisténa pii MRI (> 5 mm).

Zdroj: Rajkumar, 2016 (Upraveno)

2.6.6 Klinicka stadia

Vyse zminéna diagnosticka kritéria dle Salmona a Durie z r. 1975 rozliSuji onemocnéni

na 3 stadia (tab. 3), ktera odrazeji klinické a laboratorni postizeni.
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Jako prognosticky faktor ma vyznam subklasifikace (A, B) dle hodnoty renalnich testt
(Maisnar, Hajek, 2008).

Tabulka 3 Klinicka stadia dle Salmona a Durie

Jsou splnény vSechny podminky uvedené nize:

+ Hb > 100 g/L;

- Ca < 3 mmol/L.
. Normalni kostni struktura/solitarni kostni loZisko.
Stadium L. IN7k4 koncentrace monoklondlniho imunoglobulinu:
a) M-1gG <50 g/L;
b) M-IgA < 30 g/L;
c¢) exkrece lehkych fetézcli v moci < 4 g/24 hodin.

Stadium II. |Nejsou splnény podminky uvedené u stadia 1. a III.

Je spInéna alespon jedna podminka z nize uvedenych:
+ Hb<85¢g/L;
+ Ca>3 mmol/L.
Pokrocilé postizeni skeletu s ostelolytickymi loZisky/zlomeninami.
Vysoké koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu:
a) M-1gG < 70g/L;
b) M-1gA <50 g/L;
¢) exkrece lehkych fetézch v moci 12 g/24 hodin.

Stadium III.

Zdroj: Maisnar, Hdjek, 2008 (Upraveno)

2.7 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika myelomu zahrnuje jak vysetieni hematologicka, tak biochemicka,

imunologicka, imunohistochemicka a geneticka (tab. 4).
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Tabulka 4 Laboratorni diagnostika mnohocetného myelomu

Laboratorni diagnostika mnohoc¢etného myelomu

Krevni obraz

Hematologické vySetieni Diferencidlni rozpocet leukocytt

Cytologické vySetteni kostni difené

Elektroforéza sérovych bilkovin

Imunofixace krevniho séra

Vysetieni volnych lehkych fetézcl v séru

Biochemické vySetieni Bence-Jonesova bilkovina v moci

Stanoveni vapenatych ionti

Renalni testy (urea, kreatinin, urikémie)

Stanoveni P2-mikroglobulinu

Stanoveni imunoglobulinti

Imunologické vySetieni - - ) -
Pritokova cytometrie plazmocytit KD a PK

G-pruhovani

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)
clg- FISH
MACS

Histologické vySetieni Imunohistochemické barveni KD

Genetické vySetieni

Zdroj: Viasmi

2.7.1 Hematologické vysetifeni
VySetieni krevniho obrazu

Krevni obraz (KO) patii mezi zakladni laboratorni vySetteni pro diagnostiku a sledovani
prubéhu 1é¢by fady hematologickych i nehematologickych onemocnéni. KO obsahuje
komplexni soubor parametrii, které spolu souvisi a neni mozné zadnou hodnotu
interpretovat bez navaznosti na ostatni parametry. Pii vySetieni KO je potieba znat
divody, pro¢ vySetfeni pozadovat. K ziskani co nejpfesn¢jSich udaji je tieba,
aby laboratof respektovala zisady vySetieni, zohlednovala vysledky pifedchozich
vySetieni a prtihlizela k dal§im souvisejicim informacim pacienta (1é¢ba, veék, pohlavi,
diagn6za). VySetteni KO provadime z nesrazlivé krve (zkumavka s fialovym vickem)
a jako protisrdzlivé Cinidlo se standardné vyuzivd KsEDTA, K:EDTA ¢i Na:EDTA.

Vysetfeni se v souc¢asné dobé provadi na plné automatickych nebo poloautomatickych
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hematologickych analyzatorech, které se lisi pouzivanymi technologiemi, ale i poctem

vydavanych parametrt. (Penka et al., 2011).

Na pocatku onemocnéni proliferuji klonalni plazmocyty pouze v kostni dieni. Cim vice
plazmocytii se nachdzi ve dieni, tim méné€ prostoru zbyva pro fyziologické krevni buiky
— mira nedostatku ostatnich krvinek odrazi aktivitu tohoto onemocnéni. Na pocatku klesa
pocet erytrocytli (anemie) (Adam, Maisnar, 2009). U MM mize byt normochromni,
normocytarni nebo makrocytarni anemie. Byva pritomna retikulocytopenie, coz
je znamka nedostatecnosti kostni dené. V prubéhu onemocnéni miize dojit k poklesu
leukocytti a pozdéji i trombocytt (pancytopenie). Snizeni poétu krvinek v krevnim ob&hu
vede k typickym klinickym pfiznakiim myelomu (Pecka, 2006).

Hodnoceni natéru periferni krve

Pro morfologické hodnoceni bun¢k je diilezity perfektné zhotoveny preparat, zalezi také
na spravném obarveni (Mikulenkova, 2021). Malou kapku periferni krve umistime
na podloZni sklo kousek od uzké hrany skla. Roztérové sklicko posouvdme pod urcitym
uhlem ke kapce krve, ktera se rozprostie po celé jeho délce. Nakonec rovnomérnym
a rychlym tahem po podloznim skle kapku krve rozetfeme. Hotové natéry musime nechat
dostateCn¢ zaschnout. Zaschlé preparaty nejcastéji fixujeme roztokem May-Giinwald,
poté se provede barveni roztokem Giemsa-Romanovski, nakonec natéry oplachujeme

vodou (Penka et al., 2011).

Diferencialni rozpocet leukocytli obvykle provadime pii zvétSeni 1000x a vybirame
si misto v natéru, ve kterém jsou builkky rovnomérné rozprostfeny a kde se erytrocyty
nepiekryvaji. Pod mikroskopem hodnotime 100 leukocytt, pii nékterych patologickych
stavech je zadouci hodnotit 200 a vice elementd. Zkoumani morfologickych zmén

provadime po shlédnuti celého natéru (Penka et al., 2011).

V krevnim natéru U MM obvykle nachazime penizkovaténi erytrocyti (,,rouleaux‘). Diky
pfitomnosti paraproteinu je patrné bazofilng zabarvené pozadi natéru. V nckterych

ptipadech nachazime i typické plazmatické buriky (Pecka, 2006).
Morfologické hodnoceni cytologie kostni di‘ené

Odbér aspiratu kostni diené pro cytologické hodnoceni provadi lékar specidlni punkéni

dutou jehlou z hrudni kosti (sternalni punkce) nebo zlopaty kosti kycelni
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(trepanobiopsie). Prvni porce aspirované diené, obsahujici ¢astice, 1ékaf neprodlené
nanese na podlozni sklo a laborant co nejrychleji provede roztér. Dle doporuceni
je zadouci provést alespont 6 natéri. Dle mnozstvi Castic a tukovych lozisek nechdme
natéry alespont 30 minut zaschnout pii laboratorni teploté. Nasledné provedeme barveni

dle May-Griinwalda a Giemsy Romanovského (Mikulenkova, 2016).

Pii hodnoceni myelogramu kostni diené zjiStujeme rozpocet jednotlivych bunék.
K hodnoceni natéru si vybirdme tu ¢ast, ve které jsou bunky rovnomérné zastoupeny.
U vstupniho vySettfeni se obecné doporucuje prohlédnou a spocitat 500 jadernych bunék.
U kostnich dfeni, které jsou kontrolni nebo hypocelularni stac¢i spocitat 250 — 300
jedernych bunék. Natér hodnotime meandrovitym pohybem objektivu od jednoho kraje
skla k druhému (Bulikova, Mikulenkova, 2017).

Vpiipadé MM se Vv kostni dfeni vyskytuje proménlivy pocet difizné
rozprosttenych plazmatickych bun€k s riznou mirou vyzravani a pestrou morfologii.
VétSina pacienti S MM ma v obdobi diagndzy v kostni dieni > 10 % plazmocytt.
V piipad€ bioptického zastizeni myelomového loZiska, mizeme v natéru objevit 1 vice
nez 90 % plazmocytd, které zcela vytésiuji elementy fyziologické krvetvorby. Je nutné
vyzdvihnout, ze kvili loZziskovému charakteru postizeni kostni dien¢ miize byt vysetieni

fale$né negativni (S¢udla, 2006).
2.7.2 Biochemické vysetieni
Stanoveni B2-mikroglobulinu

Plazmaticky B2-mikroglobulin (dale jen B2M) je vyslednym produktem lymfoidnich
a myeloidnich bunék. Tento protein se da vyuzit jako tumorovy marker, ktery odrazi
proliferaci bunck. Prochdzi zdravym glomerulem a v moc¢i jeho hladina roste
pti poSkozeni tubuldrnich bunék, hladina v séru stoupd pii poklesu glomerularni filtrace.
U nadorti odvozenych od lymfocytii nebo plazmatickych bunék nachazime v séru jeho
zvySenou koncentraci. B2M je pfimo tvofen nddorovymi buiitkami a je vhodny
ke sledovani pribéhu a tcinku lécby. Pacienti s MM, ktefi maji zvySenou koncentraci
B2M mivaji kratsi dobu preZziti nez pacienti s normalni hladinou této bilkoviny. B2M
je zdravym glomerulem aktivné filtrovan do mo¢i, odkud je relativné kompletné vstieban

burikami proximalniho tubulu (Racek, 2006).
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Stanoveni vapenatych ionti

MM je Castou ptiinou zvyseni vapenatych iontd v séru (hyperkalcémie), ale ne jedinou
normokalcemickém pribéhu maligniho onemocnéni, pak hyperkalcémie signalizuje
preménu do agresivnéj$i formy choroby a tim i Spatnou prognézu. Nékdy muiize byt
pritomna zmatenost, coz je jeden ze symptomi hyperkalcémie. U MM myelomové bunky
infiltruji skelet a indukuji jeho osteolyzu, a tim zvysuji hladinu vapniku v krvi (Adam
et al., 2018).

V soucasnosti se méti hladina vapniku na automatickych analyzatorech, které pracuji na
principu fotometrie, kdy rtuzné komplexotvorné latky (o-kresoftaleinkomplexon,
arsenazo III) a dalSi metalochromni indikatory, vytvati s vapnikem komplexy, které jsou

vhodné k fotometrickému stanoveni (Nezbeda, 2018).
Stanoveni hladiny mocoviny

Mocovina se na nasem ustavu stanovuje spektrofotometricky, kineticky nebo UV

enzymovou metodou na piistroji Roche ¢702 (Rajdl, 2022, online).

Mocovina (urea) jako kone¢ny metabolit dusiku z AMK, je tvofena v jatrech

a vylucovana ledvinami. Vysokou koncentraci v P/S pozorujeme u akutniho

¢i chronického selhani ledvin (Rajdl, 2022, online).
Stanoveni kreatininu

Stanoveni kreatininu v séru nebo v plazmé se provadi metodou spektrofotometrie

na pristroji Roche ¢702 (Rajdl, 2024, online).

Kreatinin vznikd z kreatinfosfatu a kreatinu ve svalech. Kreatinin jako nizkomulekuldrni
latka je volné filtrovana ledvinami — jeji sérova hladina je vyuZzivana k odhadu

glomerularni filtrace (Rajdl, 2024, online).
Stanoveni kyseliny mocové

Kyselina mocova je kone€nym produktem metabolismu purinli (NK). Hyperurikémii
(zvysena hladina kyseliny mo¢ové) nachazime pfi snizeném vylu€ovani (selhani ledvin),
pfi zvySeném odbourdvani NK (po plazmocytomu) a pii zvySeném piijmu purind.

Stanovuje se spektrofotometricky na piistroji Roche702 (Solcova, 2024, online).
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Elektroforéza bilkovin (ELFO)

Radi se mezi nejlepsi laboratorni screeningové metody k prikazu paraproteinu. Jedna
se o dostate¢né citlivou, rychlou a levnou metodu (Tichy, Maisnar, 2006). Elektroforéza
sérovych bilkovin vychdzi z jejich fyzikdIné-chemickych vlastnosti. Bilkoviny jsou latky
S charakterem amfolytti a pti pH 8 — 9 v elektrickém poli sméfuji k anodé. ELFO
se provadi na gelovych nosicich sestavenych z agar6zového gelu nebo z gelu acetylované
celulozy v alkalickém prostiedi. V laboratorni praxi se uplatiiuji multikapildrni
elektroforetické ptistroje. Vysledkem elektroforézy je rozdéleni bilkovin krevniho séra

na 5 — 6 frakci (obr. 3) (Beranek, Tichy, 2013).

V elektroforetickém obraze se paraprotein vyskytuje mezi gamaglobuliny az a-2
globuliny a mtize se projevit jako ostry M-gradient. V nékterych piipadech ma charakter
Siroké difuzni zony nebo miize splyvat se zonou betaglobulinti — tyto frakce jsou béznou
elektroforézou obtizné€ odhalitelné. Jsou-li ptitomny jen lehké fetézce kappa nebo lambda,

M-gradient nemusi byt ve vysledku elektroforézy ptitomen (Tichy, Maisnar, 2006).

Kvantitativni stanoveni hladiny paraproteinu se provadi denzitometrickou analyzou
elektroforézy v agar6zovém gelu. Nasleduje vypocet kvantity paraproteinu z hodnoty

celkové bilkoviny (Tichy, Maisnar, 2006).

Na ustavu klinické biochemie a hematologie ve FN Plzen se samotna elektroforéza

bilkovin provadi na poloautomatickém piistroji Hydrasys 2°%" od firmy Sebia (ptiloha 2)

i
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Obrizek 3 Elektroforeogram — fyziologicky nalez (Zdroj: Cermdkovad, 2014, upraveno)
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Imunofixace krevniho séra

Tipizace slozeni monoklonalniho paraproteinu (urceni tiidy tézkych a lehkych fetézct).
Imunofixace ma hlavni vyznam v diagnostice MM a ostatnich monoklonélnich gamapatii.
Toto vySetieni se provadi v séru, ale i v mo&i pro potvrzeni vyskytu VLR v mo¢i (Bence

Jonesova bilkovina) (Vostry, 2024, online).

V biochemické laboratoti UKBH se vysetfeni provadi na piistroji Hydrasys 25¢AN

od firmy Sebia.
Bence Jonesova bilkovina v mo¢i

Jako Bence Jonesova bilkovina je oznacovan paraprotein, ktery je tvofen lehkymi fetézci
monoklonalniho imunoglobulinu. Miuze zpusobit vazné poskozeni ledvin, jelikoz

krystaly tohoto proteinu se usazuji v ledvinnych tubulech (Vokurka et al., 2007).
Vysetieni volnych lehkych Fetézci v séru

U fady nemocnych byva metodou volby kvantitativni stanoveni volnych lehkych fetézct
imunoglobulini (FLC) v séru pti diagnostice monoklonalnich gamapatii. Jeden z prvnich
projevii byva patologicky pomér k/A v séru. Patologicky pomér muize nastat i pii
fyziologické hladin¢ koncentraci FLC. V ojedinélych piipadech nemusi byt pfi
imunofixaci séra patrny monoklonalni gradient, koncentrace FLC mize byt mirné
zvysena, ale je pfitomen patologicky pomér x/A. Jedna se o dysregulaci syntézy
imunoglobulinti, kterou je nutno sledovat, protoze mtze dojit ke spontanni upraveé nebo

K vyvoji monoklonalni gamapatie (Granatova et al. 2008).

Na ustavu klinické biochemie a hematologie FN Plzen se vysetieni volnych lehkych
fetézcl provadi metodou Freelite od firmy The Binding Site (souc¢ast Thermo Fisher)

na automatickém analyzatoru Optilite (pfiloha 3).
2.7.3 Imunologické vysetieni
Stanoveni imunoglobulint

Stanoveni imunoglobulint se nejcastéji provadi metodou nefelometrie nebo turbidimetrie

na automatickych analyzatorech.
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Pritokova cytometrie plazmocyti (FACS/FC) KD ev. PK

Priutokova cytometrie plazmocytt (Flow Cytometry, FC) se v dne$ni dobé fadi mezi
moderni metodu, kterd poskytuje pfesné informace o analyzovanych buikach. V ramci
monoklonalnich gamapatii a tedy i MM slouzi ke stanoveni po¢tu a fenotypu populaci
plazmatickych bun¢k. Informace o plazmatickych buiikédch jsou dulezité jak v dobé
stanoveni diagndzy, tak v obdobi progrese/relapsu onemocnéni a v neposledni fadé

i po prodélané 16¢bé (Rihova, 2013).

Vsechny plazmocyty exprimuji na svém povrchu znaky CD38 a CD138. Pro ujasnéni
typu bunék je potieba provést stanoveni dalSich znakt, aby mohly byt odliSeny normalni
plazmocyty od klonalnich plazmocytt (Rihova, 2013). Zdravé plazmatické buiky jsou
CD19+CD56- a zralé myelomové bunky naopak CD19-CD56+ (Kovarova, 2008).

Nejvétsi vyhodou FC je jednoznacné urceni typu plazmatickych bunék — zda jsou buiiky

normalni ¢i klonalni a velky prognosticky vyznam (Paiva et al., 2009).

Nékteré zahranicni studie ukazuji, Ze kvantifikace plazmatickych bunék KD pomoci
multiparametrické pratokové cytometrie v dobé diagnézy, pokytuje prognostické
informace. Piestoze pritokova cytometrie obecné poskytuje nizsi pocet plazmatickych
bunék oproti konvenéni morfologii, existuje mezi obéma metodami vyzmana pozitivni
korelace. Pocet plazmatickych bunék =ziskanych multiparametrickou pratokovou
cytometrii fadime mezi nezavisly prognosticky faktor pro celkové preziti pacienti. Tento
fakt zaClenuje imunofenotypizaci pratokovou cytometrii do rutinniho diagnostického

hodnoceni pacienti s MM (Paiva et al., 2009).
2.7.4 Genetické vySetieni
G-pruhovani

Mezi dulezity krok k vizualizaci a nasledné identifikaci chromozomi fadime barveni
chromozoml. Pomoci G-pruhovéani (G-banding) lze chromozomy rozdélit do skupin
a vzajemné odlisit. Metoda sestava z ptisobeni trypsinu a nasledného obarveni roztokem
Giemsa. Vysledkem jsou na chromozomu viditelné svétlé a tmavé pruhy. Kazdy
jednotlivy pruh ma ¢islo, kterym popisujeme strukturdlni zmény. K vyhodnoceni
vysledku vyuZivame pocitacovou techniku, kterd umoZiuje vizualizovat obarvené

chromozomy (Kocarek et al., 2010).
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G-pruhovani se fadi mezi zékladni techniky cytogenetick¢ho vySetteni u MM,
kdy vychozim materidlem je kratkodobé¢ kultivovana KD. Vzhledem k nizké infiltraci KD
a k loziskovému charakteru nemoci, fadime cytogenetickou diagnostiku k pomérné
slozitym vySetfenim. Pfi cytogenetické analyze se klonalni chromozové aberace vyskytuji

jen asi u 20 — 30 % pacientt s MM (Kuglik et al., 2006).
Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH vyuziva k detekci chromozovych zmén specifické DNA sondy a je schopna
vazby jednofetézcové DNA s komplementarnimi useky cilové DNA — ta je fixovana

na mikroskopickém preparatu (Kuglik et al., 2006).

V soucasnosti se vyuZzivaji DNA sondy znacené fluorescenénim barvivem, poté je moZné
preparaty pozorovat ve fluorescen¢nim mikroskopu. V dnes$ni dobé jsou k dispozici
Sirokéd spektra DNA sond, které jsou specialné ureny pro vysetfovani chromozovych

abnormalit u nemocnych s MM (Kuglik et al., 2006).

U pacienti s MM se k vys$§imu zachytu aberaci vyuziva selektivni imunofluorescen¢ni
znaceni malignich plazmocytii v KD pomoci monoklonalnich protilatek proti lambda
a kappa fetézcim imunoglobulini (clg-FISH), nebo se miize vyuzit molekuldrné
cytogenetické vysSetteni plazmocytii ziskanych magneticky aktivovanou separaci bunck

(MACS) (Kuglik et al., 2006).

NejcastéjSim genetickym nalezem u pacienti s MM jsou pouze pocetni odchylky
chromozomu (aneuploidie), které se vyskytuji u 2/3 pacientii. Mezi nejcastéjsi strukturni
piestavbu u MM je chromozova translokace, ktery zahrnuje lokus pro tézky fetézec

imunoglobulinu na 14. chromozomu (Kuglik et al., 2006).
2.71.5 Histologické vySetieni

Histologické vySetfeni kostni diené poskytuje fadu informaci. Imunohistochemické
barveni nam umoziiuje dobie identifikovat plazmocyty a stanovit kvantitativng,
event. semikvantitativné jejich pocet. Dale nam umozZiuje stanovit podle exprese kappa
a lambda fetézcu klonalitu plazmatickych bunék. Histolog mize posoudit maligni
infiltraci podle distribuce plazmatickych bunck ve struktute kostni diené. Histologické
vySetteni velmi dobfe odliSuje reaktivni plazmocytézu s polyklondlnim zmnoZenim

plazmatickych bunék od klonalni proliferace. (Adam et al., 2008).
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2.8  Ostatni vySetiovaci metody

Diagnostika mimo laboratof sestdva ze zobrazovacich metod, kam fadime RTG, Low
dose CT skeletu, PET/CT a MR skeletu. Zobrazovaci metody vyuzivame ke znazornéni
pripadnych osteolytickych lozisek v kostni tkani. Jednotlivé metody a jejich vyznamy

v diagnostice MM jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

Zobrazovaci metody zUstavaji stale nejrozsitenéjSim zpisobem uréeni miry poskozeni
skeletu jak v ramci diagnostiky MM, tak pro stanoveni klinického stadia a hodnoceni

vyvoje tohoto onemocnéni (Badovsky, S¢udla, 2004).
2.8.1 RTG snimky skeletu

Pti podezieni na MM je nejprve snimkovana bolestiva oblast. Pokud vznikne podezieni,
ze by obtize pacienta mohly souviset s MM je zadouci indikovat zobrazeni MR metodou

nebo CT (Adam et al., 2008).

V soucasné dobé se screeningové snimky skeletu jiz nepouZivaji, byly zcela nahrazeny

zobrazovacimi metodami, které jsou uvedeny nize.
2.8.2 Zobrazeni skeletu metodou MR

Magnetickou rezonanci (dale jen MR) fadime mezi zobrazovaci metodu stanovujici ¢asny
rozsah onemocnéni. Na MR je mozno odlisit patologickou infiltraci KD od fyziologické

KD dfive, nez vznikne vaznéjsi poSkozeni kostni struktury (Adam et al., 2008).

Pti vySetfeni MR jsme schopni rozlisit tfi typy poSkozeni KD myelomem. Prvni
a nejCastéjsi nalez nazyvame fokalni typ, kdy jsou pfitomny loziskové 1éze. Druhy typ
je difuzni, kdy je KD kompletné¢ nahrazena myelomovou tkani — tento typ byva méné
Casty. Poslednim typem je pestry obraz infiltrace diené¢ podminény ptitomnosti

mnohoé&etnych nadorovych lozisek, tzv. nehomogenni pestry typ (Badovsky, Séudla,

2004).

K nevyhoddm MR néleZi celkové mald specifita. NeumoZiuje odliSeni myelomového

poskozeni od ostatnich infiltrativnich procesti jiné etiologie. (Bacovsky, S¢udla, 2004).
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2.8.3 Klasické CT skeletu

Klasické vySetfeni pomoci vypocetni tomografie (dale jen CT) je citlivéj$i nez
snimkovani skeletu za pouziti RTG. Tato zobrazovaci technika piesné zobrazuje
mineralizaci kosti a je tak schopna detekovat i mala osteolyticka loziska. Pti bolestivosti
kosti, které¢ nejsou na RTG snimcich dostate¢n¢ piehledné (lopatky, zebra, hrudni kost),

je vhodné vyuzit CT (Szeligova et al., 2017).
2.8.4 Low dose CT skeletu

Celotélové CT s nizkou davkou (WBLD-CT) se tadi mezi metody s difizni izemni
dostupnosti, rychlym ¢asem pofizeni snimkti, nizkou radiacni zatezi a nizkymi naklady.
Celotélové CT vySetteni s nizkou davkou se provadi bez ptipravy a bez kontrastni latky.
WBLD-CT slouzi k lep§imu posouzeni kostniho poskozeni u pacientd s monoklonalni
plazmocelularni chorobou a v identifikaci osteolytickych 1€ézi, které odiivodnuji 1écbu
u jinak asymptomatickych pacientd. Tato metoda je rovnéz uzite¢nd pro hodnoceni
komplikaci onemocnéni (naptf. patologické zlomeniny) a pro hodnoceni odpovédi na

1é¢bu (Pierro, Posa et al., 2021).
2.8.5 PET/CT

PET/CT neboli pozitronova emisni tomografie kombinovana s vypocetni tomografii
se fadi mezi metody dulezité k diagnostice, staging, posouzeni progndzy a k hodnoceni
lécebné odpoveédi u pacienti s MM. Hybridni vykon PET/CT umoziiuje posoudit
pritomnost metabolicky aktivnich patologickych loZisek myelomu, charakter a rozsah
postizeni. Pfi posouzeni odpovédi na 1é¢bu dokaze sledovat zmény metabolické aktivity
v Case. Postupem casu vySetieni PET/CT prokazal dobrou citlivost v detekci
paramedularnich a extramedularnich 1ézi. K nevyhodé metody patii relativné nizsi

senzitivita u difizniho poSkozeni patefe a panve (Havel et al., 2023).

Vystup vySetieni by mél obsahovat posouzeni pfitomnosti patologickych a metabolicky
aktivnich lozisek, uvedeni poctu lozisek a jejich distribuce ve skeletu ¢i mimo skelet.
K dal$im informacim vystupujicim z vySetfeni, se fadi popis lytickych lozisek

a ptipadnych fraktur (Havel et al., 2023).
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2.9 Lécha

Prognéza MM, jako druhého nejcastéjsiho hematoonkologického onemocnéni, se diky
cilené a efektivni 16cbé za poslednich 20 let vyrazné zlepsila. U nové diagnostikovaného
myelomu mtize volba vhodného Ié¢ebného rezimu zésadné ovlivnit pacientovu progndézu
na dalsi 1éta. Navzory pomérné vysoké ucinnosti rezimi vyuzivanych v 1é¢bé MM vsak

vétsina nemocnych relabuje a je tieba v 16¢b& pokracovat (Stork, 2020).

Nové cilend 1écba vyrazné zlepsila celkovu prognoézu u pacientti s diagnostikovanym
myelomem de novo, ale i pfi relapsu choroby. Cilena 1écba zahrnuje inhibitory

proteasomu, moonoklonalni protilatky a imunomodulaéni Iéky (Stork, 2020).

K dosazeni co nejlepsich vysledkl lécby MM je zapotiebi nejhlubsi odpovéd’ na 1éc¢bu.
K tomuto ucelu jsou k dispozici intenzivni 1é¢ebné protokoly, v idedlnim piipadé
nasledované autologni transplantaci KD. U nové diagnostikovaného myelomu zlepsuje

1é¢ebné moznosti tzv. udrZovaci 1é¢ba a monoklonalni protilatky (Stork, 2020).

Nejvhodnéj$im cilem 1€cby je dosazeni a udrzeni negativity minimalni residualni nemoci

v KD a to u viech nemocnych (Stork, 2020).
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3 Cile prace a vyzkumné otazky
Cile prace

Cil ¢. 1: Prehledné shrnout laboratorni vySetfovaci metody pouzivané, v souc¢asné dobe¢,

k diagnostice MM jako 2. nejcastéjsiho hematoonkologického onemocnéni.

Cil ¢. 2: Zmapovat diagnosticky postup pii prvozachytu MM na ptikladu jednoho

konkrétniho pacienta.
Cil ¢é. 3: Poukazat na variabilitu tohoto onemocnéni formou tii kazuistik.

Cil &. 4: Vyuziti dat z vlastniho pracovisté UKBH FN Plzeii (laboratof + hematologicka

ambulance).
Vyzkumné otazky

Vyzkumna otazka €. 1: Jaké je zastoupeni jednotlivych M-proteinu pri diagnoze MM
za uvedené obdobi (r. 2023)?

Vyzkumna otazka €. 2: Jaké je zastoupeni MM dle pohlavi a véku v nasem souboru dat?

Vyzkumna otdzka ¢. 3: Kolik % nemocnych s MGUS spadaji do nizce rizikové skupiny

S dobrou prognozou za uvedené obdobi (r. 2023)?

Vyzkumné otazka ¢&. 4: Kolik % nemocnych s MM md vyssi exces VLR S pomérné nizkou

hladinou M-proteinu za uvedené obdobi (r 2023)?
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4 Metodika

4.1 Metodika vyzkumného Setieni

K dosazeni vysledki vyzkumu, ve kterém byly vyuzity data jednotlivych vySetieni
Z pracovisté, byl pouzit vyzkum technikou retrospektivni analyzy dokumenti z LIS FN
Plzen. Pozadovana data byla nasledné exportovana do MS Excel, kde se pomoci filtrti

filtrovaly jednotlivé informace o vysledcich laboratorniho vySetieni.

K sepsani jednotlivych kazuistik a kompletni diagnostiky pacienta byl vyuzit kvalitativni
vyzkum technikou analyzy dokumentt z KIS a LIS FN Plzen.

Dalsim nastrojem, ktery byl pouzit k dosaZeni cila této prace, byl KIS M4 a LIS Fons
Open Lims od firmy STAPRO s. r. 0. V téchto informacnich systémech byly hledany
vysledky klinickych a laboratornich vySetteni u 4 pacientii, u kterych byla popisovana

celkova diagnostika a prab&h nemoci.

Na vyzkumu se podilela i ostatni pracovisté nemocnice, ktera poskytla néktera dulezita
data k sepsani kompletni diagnostiky pacienta (HOO, ULG). Pisemné nebo telefonicky
byl osloven I¢kat piislusného oddéleni, ktery poskytl pozadované informace na zakladé

piiloZzeného povoleni sbéru informaci ve FN Plzen (Ptiloha 1).
4.2  Charakteristika vyzkumného souboru

Vyzkumny soubor byl tvoien pfedevSim pacienty FN Plzen. Jednalo se o pacienty
Z raznych oddé€leni s diagnozou MM, MGUS 1 jinych onemocnéni, u kterych bylo
pozadovéno laboratorni vysetteni ELFO, hladiny M-proteinu, imunofixace a VLR v séru.
Celkem se jednalo o vice nez 40 000 vysetfeni, které zahrnovaly jak pozitivni,

tak 1 negativni nalezy. Vyzkumné Setfeni probihalo za jedno dané obdobi — r. 2023.
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5 Prakticka ¢ast

5.1 Diagnosticky postup pii prvozachytu MM u konkrétniho pacienta
5.1.1 Prvni ndavstéva hematologické ambulance UKBH FN Plzeii

Muz, rok narozeni 1971:
Prvni hematologické vySetieni 23. 1. 2024.

Anamnéza:

Pacient trpi ICHS po IM z ¢ervna roku 2019, ma implantovany dva stenty do koronarnich
tepen. Dale je u pacienta pfitomna arterialni hypertenze, dyslipidémie a DM 2. typu.

Nekuiak, bez abusu alkoholu v anamnéze.
Subjektivni hodnoceni:

Pacient udava silné bolesti v kiizi, zejména vpravo, iradiace smérem nahoru. Problémy

S mocenim a se stolici nema.
Objektivni hodnoceni:

Pacient méti 175 cm a vazi 71,5 kg. Pohmatem nebyla zjisténa periferni adenomegalie

ani hepatosplenomegalie. Dolni konéetiny jsou bez otoki.
Resumé:

V prosinci roku 2023 zjisténa vyssi hladina M-proteinu (29 g/L), lehkd normocytarni
anémie s hemoglobinem 118 g/L. Bolesti zad trvajici cca 6 mésict, piitomné no¢ni poceni
a ubytek na véaze kolem 10 kg od 11/2023. V zachycenych lopatach kosti kycelnich

a sakru jsou pfitomny rozsahlejsi osteolytické zmény.

V hematologické ambulanci byla provedena sterndlni punkce. KD byla posldna
na specialni vySetfeni, které zahrnuje cytologii, cytogenetiku a molekularni genetiku.
Z vysledkli provedenych vySetfeni = suspektni mnohocetny myelom IgG lambda -

diagn6za C900.

Pacient byl nasledné objedndn do ambulance HOO FN Plzeni na 30. 1. 2024.
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5.1.2  Vstupni laboratorni vySetieni

Byla indikovana nasledujici laboratorni vySetfeni:

* krevni obraz + diferencidlni rozpocet leukocytt;

* hemokoagulace (APTT, PT, TT, Fbg);

« biochemické metody + specialni biochemické metody (ELFO, VLR, B2M);

» mo¢ chemicky + morfologie; Bence- Jonesova bilkovina v moci;

* humoralni imunita (IgG, IgA, IgM).

Tabulka 5 Vstupni vySetreni

Metoda Hodnota | Referenéni meze | Jednotka
B-Hb 110 135-175 g/L
P/S-Vapnik 2,31 2,2-26 mmol/L
P/S-Albumin 32,1 37-52 g/L
P/S-B2M 5,67 08-24 mg/L
S-M-protein 27,9 - g/L
S-VLR lambda 813,2 5,7-26,3 mg/L
S-Pomér VLR 49,28 - -
S-1gG 34,60 7-16 g/L
S-1gA 0,32 0,7-4 g/L
S-IgM 0,26 04-23 g/L

Zdroj: Viasmi

Je prfitomna anémie, zvySeny B2M, coz je tumorovy marker ukazujici zvySenou

proliferaci lymfoidnich bunék. Dle vySetfeni humordlni imunity byla zjiSténa

imunoparéza.

5.1.3 Cytologie kostni diené

V hematologické laboratoii UKBH bylo provedeno cytologické hodnoceni odebrané KD

(myelogram) s nasledujicim vysledkem (tab. 6).
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Tabulka 6 Myelogram KD

Populace Hodnota] Referen¢ni meze | Jednotka
BM-Granulopoéza 0,392 0,500 - 0,700 1
BM-Lymfopoéza 0,376 1
a) BM-Lymfocyty 0,136 0,050 - 0,200 1
b) BM-Plazmatické bb. 0,240 0,000 - 0,030 1
BM-Monocytopéza 0,016 0,000 - 0,030 1
BM-Erytropoéza 0,216 0,150 - 0,380 1

Zdroj: Viastni

plazmatické

Obrazek 4 Plazmatické buriky nalezené v natéru KD 1~ Obrazek 5 Plazmatické buniky nalezené v natéru KD 2
(Zdroj: Vlastni) (Zdroj Vlastni)

5.1.4 Pratokova cytometrie (Flowcytometrické vySetieni)

Na hematoonkologickém oddéleni bylo provedeno vySetfeni aspiratu KD pratokovym
cytometrem Cytoflex XL/Navios. VySetieni se provadi identifikaci plazmocyti
sekvencnim gatingem pomoci kombinace antigent CD38, CD138, CD45 a scatter
vlastnosti plazmatickych bunck. Déle se stanovuje exprese antigend na atypickych nebo

atypickych a normalnich plazmocytech.
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Tabulka 7 FC pocet lymfocytit

Lymfocyty
Vysetieni Hodnota | Jednotka
Lymfocyty 11 %
CD19 4 %
Kappa/lambda
na CD19 1,140 '

Zdroj: Viastni

Tabulka 8 FC Pocet plazmatickych bunék

Plazmocyty celkem z leukocytii
VySetieni Hodnota Jednotka
Plazmocyty celkem 24,000 %
Polyklondlni plazmocyty 1,0 %
Klonalni plazmocyty 99,0 %
CD138+/38+/19-
Imunofenotyp /56+/81-/27- -
/117+/lambda

Zdroj: Viastni

Zavér flowcytometrického vySetieni:

Flowcytometrické vySetfeni prokazalo ptitomnost plazmatickych bunék s aberantnim
imunofenotypem a lambda excesem. Nalez tedy odpovida diagn6ze mnohocetny myelom.

Flowcytometricky nalez je zobrazen v ptiloze 4.
5.1.5 Cytogenetické vySetieni + nadorovy karyotyp
VySetieni karyotypu:

G-pruhovanim byly nalezeny dvé mitdzy s patologickym hyperdiploidnim karyotypem,
které odpovidaji nalezu ve FISH vySetfeni. DalSich 20 mit6z mélo normalni muzsky

karyotyp.

34



trisomie chr. 5

e Sane " A

19

20 21 22 Y

38 a8 A& Ba ¥

1 2 3 4 X
trisomie chr. 9

ba a4 s Wi ix S

6 7 8 10 11 12
tetrasomie chr. 15

YT an ad AN a9

13 14 16 17 18

Obrazek 6 Vysledek G-pruhovani (Zdroj: Viastni)

VySetieni FISH:

Clg FISH byla ve 100 % hodnocenych imunoznacenych plazmocytech prokazana

trisomie chromozomu 5 a 9. V 60 % plazmocyti byla nalezena trisomie chromozomu 15

a ve 40 % plazmocytl tetrasomie chromozomu 15 (obr. 6). Ve 20 % hodnocenych

imunoznacenych plazmatickych bunék byla pozorovéana delece genu CDKN2C (1p32).

Cytogeneticky nalez hyperploidniho patologického klonu ma dobrou prognoézu

onemocnéni, kterou by ovSem mohla zhorSovat delece 1p32 v malém procentudlnim

zastoupeni i patologicky nalez v G-pruhovani.

5.1.6 Bioptické vySetieni KD

V krevnim koagulu byly nalezeny fragmenty kostni diené¢ solidn€ intersticidlné

infiltrované CD138+ plazmocyty s restrikci lambda lehkého tetézce imunoglobulinu,

predstavujici az 80 % zaslaného objemu kostni diené.
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5.1.7 Elektroforetické vysetieni + imunofixace séra

Vysetieni ELFO bilkovin krevniho séra bylo provedeno na pfistroji Hydrasys 25¢AN

s vysledkem (obr. 7), nasledovanym denzitometrickym vyhodnocenim (obr. 8).
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Vysetienim bylo zjisténo vysoké zastoupeni proteinii v gama oblasti zméteného

elektroforeogramu.

Po ELFO krevnich bilkovin byla provedena imunofixace krevniho séra za ucelem

odhalent, které VLR jsou V séru p¥itomny.

Vysledkem vySetfeni bylo, Zze je v séru zastoupen M-protein IgG typu lambda
(obr. 9).

M-

M-protein IgG VLR lambda

-
=P A N «

Obrazek 9 Imunofixace séra (Zdroj: Vlastni)

5.1.8 PET/CT trupu

V celém zachyceném skeletu od baze lebni po proximalni femury jsou mnohocetna
osteolyticka loziska, nejvétsi koncentrace v axialnim skeletu, nejvétsi loziska piitomna

V panvi — V levé lopaté kosti ky¢elni dosahuje 1éze velikosti az 54 mm (obr. 12 a 13).
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Obrazek 10 CT patere (Zdroj: Viastni)

osteolytickd loziska

Obrazek 13 PET panve (Zdroj: Vlastni)
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Zavér PET/CT vySetieni:

Mnohocetna osteolytickd loziska s mirné zvySenou metabolickou aktivitou Vv celém

zachyceném skeletu s nejveétsi koncentraci v axidlni oblasti — nalez odpovida

mnohocetnému myelomu.

5.1.9 Vyvoj laboratorniho ndlezu po zahdjeni lécby

U tohoto pacienta byla indikovana okamzita 1écba (daratumumab + bortezomib).

Kontrolni nabéry 27. 2. a 26. 3. 2024 v HOO ambulanci + vstupni hodnoty pii diagnostice.

Tabulka 9 Kontrolni nabéry

Metoda 22%2%1 222231 22%2?:1 Referen¢ni meze | Jednotka

B-Hb 110 116 125 135-175 g/L
P/S-Vapnik 2,31 2,34 2,25 2,2—-26 mmol/L
P/S-Albumin 32,1 40,5 41,5 37-52 g/L
P/S-B2M 5,67 2,65 3,26 08-24 mg/L
S-M-protein 27,9 11,2 | 0,3+2,0 - g/L
S-VLR lambda 813,2 53,4 14,0 5,7 — 26,3 mg/L
S-Pomér VLR 49,28 3,10 1,82 - -
S-1gG 34,60 17,40 5,01 7-16 g/L
S-1gA 0,32 0,32 <0,24 0,7-4 g/L
S-IgM 0,26 0,45 0,27 04-23 g/L

Zdroj: Viasmi

Elektroforetické vySetieni s denzitometrickym vyhodnocenim ze dne 27. 2. 2024:

| R PP acaFAT A A e Fas ey

Obrazek 14 Denzitometrické vyhodnoceni ELFO, 27.2. 2024 (Zdroj: Vliastni)
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Elektroforetické vysetieni s denzitometrickym vyhodnocenim ze dne 26. 3. 2024:

[ [ i |

gama oblast velmi nizka,
biklonalni 2,0+0,3 g/L

W[ e e o [oi) (][22 82 e[ @) (elzEBEE) ~ ~

Obrazek 15 Denzitometrické vyhodnoceni ELFO, 26.3. 2024 (Zdroj: Viastni)

5.1.10 Zaveér

Diagnostika MM byla u tohoto pacienta rychld a nekomplikovana, vzhledem k typickym
nalezim ve vysledcich vSech laboratornich i zobrazovacich metod. Byl sledovan také

pokles M-proteinu a VLR po 2 mésicich 16¢by, ktera se zda byt velmi Gisp&sna.
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5.2 Priklady variability MM formou kazuistik
5.2.1 Kazuistika 1

Zena, rok narozeni 1944:

Od roku 2001 sledovana hematologem pro MGUS. V dobé provozachytu M-proteinu
jibylo 57 let.

Laboratorni nalez: monoklonalni M-protein IgA kappa = 10 g/L, bez ptiznaki CRAB
Sledovana 15 let bez progrese laboratorniho nalezu, bez klinickych potiZi.
7/2016 — progrese

Laboratorni nalez: hladina M-proteinu vzrostla na 23 g/L, cytologické vysetfeni KD
prokazalo 30 % plazmocytli, cytogeneticky nalez ukazal zmnozeni 1g21, monosomie
chromozomu 13 a translokace t(4;14) ma Spatnou progndézu onemocnéni, FACS vySetteni
prokazalo pfitomnost plazmocytii s aberantnim imunofenotypem (20 % z leukocyti).

Magneticka rezonance skeletu v r. 2016 neukazala zadné patologické zmény.
Zavér: progrese MGUS do asymptomatického myelomu (SMM).
Pacientka byla s tito zavérem piedana do péce hematoonkologického oddéleni FN Plzen.

5/2017 — dalsi progrese
Laboratorni ndlez: anémie, hladina M-proteinu IgA > 32 g/L.

Zavér: po roce progrese do symptomatického myelomu, indikovano zahajeni 1écby.
6/2017 — zahajena onkologicka 1é¢ba, V jejim prubéhu 2x dalsi progrese onemocnéni
2/2020 — jiz 3. progrese MM

Navzdory pokracovani dalsim cyklem 1é¢by, pacientka zemiela na progresi myelomu

7/2020.
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Tabulka 10 Laboratorni vysetreni, kazuistika 1

11/2005| 712016 | 52017 | 12/2019 | 5/2020 Refrf]f:;‘;é“i Jendotka

B-Hb 130 | 118 | 106 | 119 | 114 | 120_160 | gL
P/S-B2M 144 | 264 | 365 | 266 | 419 | 09-3 | mglL
SM-protein | 43 | 236 | 321 | 16 | 133 i m
S-VLR kappa | 89 13,6 23,5 24,2 36,6 | 3,3-19,4 | mg/L
S-Pomér VLR - 2,83 6,18 1,53 5,08 |0,26—-1,65 -
S-19G i 201 | 203 | 776 | 510 | 7-16 m
S-1gA - | 2580 | 4530 | 100 | 1460 | 0,7-4 m
S-1gM i 015 | 017 | 088 | 028 | 04-23 | gL

Zdroj: Viastni
Zavér:
V tomto piipad¢ se jedna o mnoho let pozvolna probihajici MGUS s progresi do SMM
az po 15-t1 letech sledovani. Do symptomatického myelomu onemocnéni progredovalo
po 16-ti letech od prvniho zachytu pfitomnosti paraproteinu. Celkové pieziti nemocné

¢inilo 19 let od diagn6zy MGUS a 4 roky od progrese do symptomatického MM.

Pacientka zemiela v 75 letech v dobé hematoonkologické 1é¢by pro tfeti progresi hemoci.
5.2.2 Kazuistika 2

Muz, rok narozeni 1957:

Dosud bez zavaznych onemocnéni. 3/2023 udava silné zhorSujici se bolesti zad
(cca mésic trvajici). V ELFO prokazan M-protein, béhem nékolika dni od jeho prukazu

probéhlo 1. hematologické vySetieni.

Laboratorni vysetreni: anémie (Hb 121 g/L), znamky akutniho selhani ledvin (mocovina
11,8 mmol/L, kreatinin 461 umol/L), vysoky B2M 29,45 mg/L, zvySeny vapnik 3,82
mmol/L, hladina M-proteinu pomérné nizka 13,6 g/L, extrémné vysoka hodnota VLR
lambda 22 779 mg/L + vysoka hodnota poméru K/L 1 301,66.

Provedeno low-dose CT skeletu, které prokdzalo mnohocetné osteolytické postizeni

zejména osového skeletu a panve.

Splnéna diagnosticka kritéria symptomatického mnohocetného myelomu ,,CRAB*.
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Cytologické vysetreni: hypercelularni KD s dominujici infiltraci atypickymi plazmocyty,
které tvoti 40 % bunécnosti — cytologicky nalez odpovida infiltraci KD mnohocetnym

myelomem v misté aspirace.

Flowcytometrické vysetreni KD: vySetieni prokazuje pfitomnost plazmatickych bunék
S aberantnim imunofenotypem a lambda excesem — nélez odpovida MM. Dale byla

detekovana ptitomnost cirkulujicich plazmocytt, které tvofi cca 157 bunék/mikroltr.
Cytogenetickeé vysetreni: delece 1p, duplikace 19, monosomie chromozomu 13.

Dle laboratornich vySetfeni a provedeni CT skeletu byl diagnostikovan symptomaticky
MM, komplikovany akutnim rendlnim selhanim a hyperkalcémii. Na zakladé vysledkt

provedenych vySetfeni byla u pacienta okamzité zahdjena onkologicka 1écba.

7/2023 — dle regrese laboratorniho nalezu dosazeno pii 1é¢bé parcidlni remise

onemocnéni
11/2023 — kontrolni low-dose CT vySetieni skeletu

Osteolytické postizeni skeletu oproti minulému vySetieni neprogreduje, naopak dochazi

ke sklerotickému ohrani¢ovani piivodnich lozisek a k regresi pfi pozitivni reakci na 1é¢bu.

Posledni navstéva ambulance HOO 2/2024: Pacient se citi dobfe, na bolesti nebere Zadné

1éky, pokracuje v 1é¢bé. Toho ¢asu velmi dobra parcialni remise onemocnéni (VGPR).

Tabulka 11 Laboratorni vySetieni, kazuistika 2

32023 | 32023 | 212004 | Referenéni |0 0tky
meze

B-Hb - 121 140 135 - 175 g/L
P/S-Mo¢ovina - 11,8 4,2 3-8 mmol/L
P/S-Kreatinin - 461 108 60 — 100 umol/L
P/S-Vipnik - 3,82 2,40 2,2-26 mmol/L
P/S-B2M - 29,45 2,06 09-3 mg/L
S-M-protein 13,3 13,6 - - g/L
S-VLR lambda | 10926,0 | 22779,0 <0,7 5,7 —26,3 mg/L
S-Pomér VLR | 1150,11 | 1301,66 2,33 - -
S-19G - 20,90 3,56 7-16 g/L
S-1gA - 0,34 <0,24 0,7-4 g/L
S-1gM - <0,19 <0,18 04-23 g/L

Zdroj: Viastni
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Zavér:

V tomto ptipadé se jedna o rozvinuty a rychle progredujici MM jiz v dobé prvozachytu
M-proteinu. Tento piipad potvrzuje vyznamny pfinos biochemického laboratorniho
vySetfeni VLR pro diagnostiku MM. Jednd se o MM s pomérné nizkou hladinou
M-proteinu pod 15g/L, ale s extrémnim excesem VLR typu lambda a vysokym pomérem
L/K.

5.2.3 Kazuistika 3
Zena, rok narozeni 1983:

Prvozachyt M-proteinu v séru 8/2022 pti hematologickém vySetieni pro anemii jiné

etiologie.

Laboratorni vysetieni: hladina M-proteinu typu IgG kappa 6,8 g/L, bez excesu VLR.
Uzavieno jako MGUS. IMWG riziko — nizsi stiedni riziko MM.

9/2022 — PETI/CT vySetteni neukazalo postizeni skeletu myelomem

7/2023 — hladina M-proteinu lehce vzrostla, ale je stale nizka

Laboratorni vySetreni: hladina M-proteinu 11,3 g/L.

MGUS, IMWG riziko — trva niz$i stfedni riziko MM.

12/2023 — zjistén prudky narast M-proteinu s podezienim na progresi MGUS do MM
Laboratorni vysetieni: hladina M-proteinu 47,4 g/L, pomér VLR 69,21.

Cytologické vySetieni KD: plazmatické bunky pocetné pievazuji normu (cca 14 %).
Ve vétsing ptipadil tvoii atypické polymortni formy, misty i obrovské s nékolika jadry.

Infiltrace KD atypickymi plazmocyty (nad 10 %), kterd odpovidd MM.

Flowcytometrické vysetieni: vySetfeni prokazuje ptitomnost plazmatickych bunck

s aberantnim imunofenotypem a kappa excesem — nalez odpovida MM.

PET/CT trupu: Nalez odpovida MM. Nejvétsi postizeni zjisténo v kalvé, v os illium
a Vv pravé poloving os sacrum. Dale pfitomny vycecetna loziska ve skeletu véetné sterna.
Ve srovnani s ptedchozim PET/CT a CT je nalez osteolytickych loZisek zcela novy, nebyl

ptitomen, byt’ jen v incipientni fazi, ani pfi zpétném hodnoceni pfedchozich snimkd,.
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Cytogenetické vysetreni: Clg FISH byla prokdzana ve 100 % imunoznacenych

plazmocytii monosomie chromozomu 13 a nadpocetnd kopie genu CKSI1B (1g21).

Cytogeneticky nélez klondlniho vyvoje se zmnozenim 1q21 oproti minulému nalezu

signalizuje neptiznivou prognézu onemocnéni.

Pacientka byla pfedana do péce hematoonkologti k zahajeni 1é¢by MM ve studii.

Tabulka 12 Laboratorni vysetieni, kazuistika 3

8/2022 7/2023 | 12/2023 ] Referen¢ni meze | Jednotka

B-Hb 81 52 78 120 — 160 g/L
P/S-B2M - 2,64 3,77 08-24 mg/L
S-M-protein 6,8 11,3 47,3 - g/L
S-VLR kappa 45,1 76,2 332,2 3,3-19,4 mg/L
S-Pomér VLR 4,42 10,03 69,21 0,26 — 1,65 -
S-1gG 15,40 17,70 63,90 7-16 g/L
S-1gA 1,10 0,40 <0,26 0,7-4 g/L
S-1gM 0,72 0,29 <0,19 04-23 g/L

Zdroj: Viasmi

Zavér:

U této nemocné se jednd o piiklad prudké progrese monoklonalni gamapatie do MM

béhem 1,5 roku od prvozachytu M-proteinu v séru. Jde o kazuistiku mladé pacientky

S nepfiznivou progndzou onemocnéni.
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5.3 Vyzkumné Setieni

5.3.1 Celkovy pocet vySetieni nite uvedenych metod v laboratoii UKBH

Tabulka 13 Pocet vysetreni uvedenych metod ve FN Plzen

Vysetieni
Pohlavi | Imunofixace| M-protein | ELFO| VLR kappa | VLR lambda L/K | B-J
Zeny 2779 1497 5275 2745 2646 526 | 2043
Muzi 2924 1572 4592 2991 2916 569 | 2251
Zdroj: Viastni
6000
5275
5000 4592
4000
=
g 2991
2 2000 27792924 - 2916 2912
g 2646 2639
S 2251
N 2043
2000
1497 1972
1000
526 569
0
© NN ) & > & SN
N S R
& ¥ S &
& < NN
Vysetieni

zeny - muzi

Obrazek 16 Graf zastoupeni jednotlivych vySetieni ve FN Plzen (Zdroj: Vlastni)
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5.3.2 Zastoupeni diagnozy MGUS a MM v hodnoceném souboru

Tabulka 14 Pocet pacientii s MGUS a MM za r. 2023

MGUS MM
Zastoupeni 671 296
Zdroj: Viastni
296; 31%

MGUS
MM

671; 69%

Obrazek 17 Graf zatsoupeni MGUS a MM (Zdroj: Vlastni)

47



5.3.3 Odpovéd’ na vyzkumnou otazku ¢. 1

Jaké je zastoupeni jednotlivych M-proteinit u diagnozy MM za uvedené obdobi (r. 2023)?

Tabulka 15 Zastoupeni jednotlivych M-proteinii

Zdroj: Viastni

Obrazek 18 Graf zastoupeni jednotlivych M-proteinii (Zdroj: Viastni)

= 1gG
= IgM
= 1gA
~1gD
= |IgE
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5.3.4 Odpovéd’ na vyzkumnou otazku ¢. 2

Jaké je zastoupeni MM dle pohlavi a veéku Vv nasem souboru dat?

a) Zastoupeni MM dle pohlavi

Tabulka 16 Zastoupeni MM dle pohlavi

MM

muzi

zeny

83

74

Zdroj: Viastni

Obrazek 19 Graf zastoupeni MM dle pohlavi
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Zastoupeni
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83

74

muzi zeny
Pohlavi

Obrazek 19 Graf zastoupeni MM dle pohlavi (Zdroj: Vlastni)
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b) zastoupeni jednotlivych M-proteint dle pohlavi

Tabulka 17 Zastoupeni jednotlivych M-proteinii dle pohlavi

Typ imunoglobulinu

Pohlavi 19G IgM IgA IgD

IgE

Muzi 61 11 11 0

Zeny 57 10 6 1

Zdroj: Viastni
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Obrazek 20 Graf zastoupeni jednotlivych M-proteinii dle pohlavi (Zdroj: Viastni)

IgE
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C) Zastoupeni MM dle véku

Tabulka 18 Zastoupeni MM dle veku

Vék Mnohocetny myelom
do 50 let 8
od 50 let do 60 let 15
od 60 let do 70 let 37
od 70 let do 80 let 72
od 80 let do 90 let 24
od 90 let 1

Zdroj: Viastni
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let let

Vék

Obrazek 21 Graf zastoupeni MM dle véku (Zdroj: Vlastni)
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5.3.5 Odpovéd’ na vyzkumnou otdazku ¢. 3

Kolik % nemocnych s MGUS spadd do nizce rizikové skupiny s dobrou prognozou
za uvedené obdobi (r. 2023)?

Nizké riziko rozvoje MM:
* M-protein: < 15 g/L;

+ imunofixace: 1gG (x / 4);
« pomér VLR x/A: < 1,65.

Tabulka 19 Zastoupeni MGUS s vysokym, stiednim a nizkym rizikem

MGUS
671

Vysoké riziko
206

Stiredni riziko
303

Nizké riziko
162
MuZi Zeny
65 97
Zdroj: Viasmi

162; 24%

206; 31%

Nizké riziko
Stfedni riziko

Vysoké riziko

303; 45%

Obrazek 22 Graf zastoupeni MGUS s vysokym, stiednim a nizkym rizikem (Zdroj: Viastni)
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Obrazek 23 Graf zastoupeni MGUS s nizkym rizikem dle pohlavi (Zdroj:

Vlastni)

- muzi

© zeny
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5.3.6  Odpovéd’ na vyzkumnou otazku ¢ 4

Kolik % nemocnych s MM ma vyssi exces VLR s pomérné nizkou hladinou M-proteinu
za uvedené obdobi (r. 2023)?

Kritéria:

* pomér VLR k/A: : > 100;

* pomér VLR Mk: > 100;

* M-protein: <15g/L.

Tabulka 20 Zastoupeni MM s vyssim excesem VLR a nizkou hladinou M-proteinu

k/A >100; | A/x > 100;
MM M-protein | M-protein | Celkem
<15g/L <15¢g/L
296 17 9 26
Zdroj: Viastni
26; 9%
270; 91%

Obrazek 24 Graf zastoupeni MM s vyssim excesem VLR (Zdroj: Vlastni)

MM bez excesu VLR
MM s vyssim excesem VLR
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6 Diskuze k vyzkumnym otazkam

Celkové za rok 2023 bylo ve FN v Plzni na UKBH provedeno 40 877 laboratornich
vySetfeni nutnych k diagnostice  MGUS a MM. Nejvice vySetieni zaujima
elektroforetické stanoveni plazmatickych bilkovin krevniho séra (9 867) nasledované
imunofixaci séra (5 703) a déle stanovenim VLR kappa (5 736) a VLR lambda (5 562)

vV séru.

V mnou vybraném souboru dat se nachazelo 671 pacientl s diagn6zou MGUS (D472)
a 296 pacienti s diagné6zou MM (C900). Na zdklad¢ téchto dat byly definovany

vyzkumné otazky a jejich zodpovézeni.

Vyzkumna otazka €. 1: Jaké je zastoupeni jednotlivych M-proteinu pri diagnoze MM
za uvedené obdobi (r. 2023)? Ze souboru laboratornich dat vysledki ELFO séra,
imunofixace séra a moéi a VLR z laboratoii UKBH FN Plzeii za rok 2023 bylo zjisténo,
ze pro diagnozu MM (C900) bylo vySetieno 296 pacientt. Z tohoto souboru ma 157
pacientti (53 %) v séru pritomny jeden monoklondlni imunoglobulin a 139 pacient (47 %)
mélo v séru dva monoklonalni imunoglobuliny (biklondlni M-protein). Zhodnoceni
ukazalo, Ze nejvice pacientli mélo v séru pritomny M-protein ve tiidé IgG (118). Druhym
nejcastéjSim byl M-protein ve tiidé [gM (21), dale ve tfid¢ IgA a nejméné byl v roce 2023
detekovany M-protein IgD (1). M-protein ve tfidé IgE nebyl v roce 2023 prokazan
v zadném z vySetfovanych vzorku. (tab. 15, obr. 18). Toto rozlozeni M-proteint

je v souladu s literarnimi udaji.

Vyzkumna otazka €. 2: Jaké je zastoupeni MM dle pohlavi a veku v nasem souboru dat?
Ze souboru dat byli vybrani pouze pacienti s MM, kteti mé¢li v séru pfitomny pouze jeden
monoklonalni imunoglobulin (157). Jednalo se o 83 muzi (53 %) a 74 Zen (47 %).
Dale byli pacienti rozlozeni dle veku. 8 pacienti (5 %) bylo ve véku do 50 let 15 pacientti
(10 %) ve v€ku od 50 do 60 let, 37 pacientii (23 %) ve véku od 60 do 70 let, 72 pacientii
(46 %) ve v€ku od 70 do 80 let a 24 pacientii (15 %) ve veku od 80 let do 90 let. Ve veku
nad 90 let byl 1 pacient (1 %). Nejcastéji je myelom ptitomny u lidi ve véku od 70 — 80
let (tab. 18, obr. 21). Vékové rozloZeni naseho souboru odpovida udajim v literatuie.
Castéji je MM piftomny u muzii nez u Zen, nejéastéjsi vékovou skupinou u MM je vék
od 70 do 80 let. Nejmlad$imu nemocnému v naSem souboru bylo 23 let a nejstarsimu

pacientovi bylo 91 let. Na prikladu velmi mladého pacienta s MM je vidét,
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7e se onemocnéni posouva k ¢im dat vice mladsi populaci. To miize mit fadu divodi

(geneticka predispozice, zivotni styl, ucinky zatreni).

Vyzkumna otazka €. 3: Kolik % nemocnych s MGUS spada do nizce rizikové skupiny
S dobrou prognozou za uvedené obdobi (r. 2023)? Ve vyzkumném souboru dat bylo
ptitomno 671 pacienti s MGUS. V této otazce byly zaroven definovana kritéria nizkého
rizika rozvoje MM (M-protein < 15 g/L; imunofixace: M-protein ve tiid¢ IgG (« / 1);
pomér VLR k / A < 1,65). Vysoké riziko rozvoje MM mélo 206 pacientti (31 %). Stfedni
riziko MM mélo 303 pacientti (45 %). Nizké riziko mélo 162 pacientl (24 %). Pacienti
S nizkym rizikem byli dale rozdéleni dle pohlavi. Nizké riziko ma 65 (40 %) muzi
a 97 zen (60 %). Z vyzkumu vyplyva, Ze 31 % pacientii ma vyssi riziko pfechodu MGUS
do MM a 24 % pacientll ma nizké riziko pfechodu MGUS do MM (tab. 19, obr. 22).
Pacienti s vyssim rizikem pfechodu MGUS do MM musi byt pravidelnéji kontrolovani,

aby se vc€as zachytil ptipadny nahly pfechod do symptomatického myelomu.

Vyzkumna otazka &. 4: Kolik % nemocnych s MM ma vyssi exces VLR s pomérné nizkou
hladinou M proteinu za uvedené obdobi (r. 2023)? V této otazce byla definovana
nasledujici kritéria (pomér VLR x /A > 100; pomér VLR A/ k > 100; M-protein < 15 g/L).
Ze souboru dat pacientd s MM (296) mélo 17 pacientti vysoky pomér VLR x / 1 a9
pacientt vysoky pomér VLR A / k. Celkem mélo pomér VLR nad 100 26 pacienti
(9 %). Zbylych 270 pacientii (91 %) m&lo bezvyznamny nebo mensi exces VLR (tab. 20,
obr. 24). Tato vyzkumna otazka potvrzuje dulezitost biochemického laboratorniho
vySetieni volnych lehkych fetézci v séru, jinak by nemocni s nizkou hladinou

kompletniho M-proteinu mohli uniknout pozornosti pii ¢asném zachytu myelomu.
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7 Zavér

Prvnim splnénym cilem bakalafské prace snazvem ,Laboratorni diagnostika
mnohocetného myelomu® bylo piehledn¢ shrnout laboratorni vySetfovaci metody,
pouzivané v soucasné dob¢, k diagnostice MM jako 2. nejcastéjsiho

hematoonkologického onemocnéni.

V teoretické Casti prace jsem vypracoval uceleny piehled laboratornich vySetfovacich
metod nutnych k diagnostice myelomu. Detailné jsem popsal biochemické laboratorni
metody, kam tfadime elektroforézu bilkovin krevniho séra, imunofixaci krevniho séra
a moci, stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru, stanoveni vépenatych iontti, hladiny
mocoviny, kreatininu a v neposledni fad¢ laboratorni stanoveni B2-mikroglobulinu jako
nadorového markeru myelomu a dalSich lymfoproliferaci. Popsal jsem také
hematologické laboratorni metody k diagnostice MM, kam ftadime prfedevSim
cytologické vySetfeni KD, dale stanoveni krevniho obrazu spole¢né s diferencidlnim
rozpoCtem leukocytli. Imunologicka diagnostika zahrnuje stanoveni hladin
imunoglobulinti a pratokovou cytometrii plazmatickych bunék. K dal§im dtlezitym

laboratornim vySetienim patii také histologické a genetické vySetfeni kostni diené.

Ke splnéni druhého cile, tedy zmapovani vstupnich diagnostickych vySetteni u MM, jsem
vybral konkrétniho nemocného z ambulantni ¢asti naseho pracovisté. U pacienta jsem
podrobné popsal jednotlivé vysledky laboratornich vySetfeni, vysvétlil jejich vyznam
a zavérecné zhodnoceni vysledkl. Vysledky jsou zdokumentovany i ve formé
obrazovych piiloh. Nakonec jsem piidal i vysledky ELFO bilkovin a hodnoty dalSich

laboratornich vySetieni po 2 mésicich 1€cby, ktera se v tomto piipadé zda velmi uspesna.

Pro splnéni tfetiho cile je variabilita MM prezentovdna na 3 nemocnych. Jedna
se o odlisné laboratorni nalezy pti ivodnich vySettenichi v prubehu sledovani. Prvni
pacientkou byla Zena, kterd byla 15 let sledovana pro MGUS. Az po této dlouhé dobé
onemocnéni progredovalo nejdiive do asymptomatického a po roce do symptomatikého
myelomu. Naopak u druhé zeny se jednalo o prudkou progresi MGUS do myelomu
b&hem 1,5roku. U této pacientky byla detekovana genetickd abnormalita, kterd urcuje
Spatnou progndézu nemoci. U prezentovaného muze, se jiz pfi prvozachytu M-proteinu
jednalo o rychle progredujici MM, kdy hladina kompletniho M-proteinu byla pomérné
nevyznamna a sama o sob¢ by nebudila podezieni na toto onemocnéni. Nasledné zjisténa

extrémni elevace volnych lehkych fetezct v séru i mo¢i jiz jasn€ svéd¢ila pro MM, jako
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pti¢inu bolesti skeletu a selhavani ledvin. Zejména tato posledni kazuistika a také 9 %
zastoupeni nemocnych s velkym klonalnim excesem VLR pfi nizké hlading kompletniho
M-proteinu v séru Vvnami sledovaném souboru vysledkii za rok 2023, ukazuje
na dilezitou tlohu stanoveni VLR pii ¢asné diagnostice myelomu. Bez vé&asného
vySetieni ELFO a VLR neni MM diagnostikovan véas a Gasto je toto onemocnéni
rozpoznano az v pokrocCilém stadiu, spojeném se zavaznym poskozenim skeletu
(patologické zlomeniny obratll, zeber, dlouhych kosti) nebo pfi selhani ledvin vlivem

paraproteinu.

Pro splnéni &tvrtého vyzkumného cile jsem vyuzil data z vlastniho pracovisté UKBH FN
Plzen (laboratotf + hematologickd ambulance) a stanovil 4 vyzkumné otazky. Vysledky

jsem podrobné popsal ve vyse uvedené diskuzi (kapitola 6).

Casny zachyt M-proteinu v ELFO a excesu VLR v séru miize odhalit MM jesté pied
rozvojem zavazného postizeni skeletu &i ledvin. Casnou diagnézou a zahajenim 16¢by

je pak mozno zlepsit kvalitu Zivota a celkovou progndzu téchto nemocnych.

Tato prace by mohla slouzit jako studijni material pro zdravotni laboranty a analytiky
biochemickych i hematologickych laboratoti, dale jako souhrnny piehled laboratornich
metod, které vedou ke spravné diagnoze MM. Vzhledem k tomu, ze MM je druhym
nejCastéj$im hematoonkologickym onemocnénim, setkdvaji se stouto diagnozou

v kazdodenni praxi.
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Pfiloha 1: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

FAKULTNi NEMOCNICE PLZEN

Uluar nameslka pro vnéjsi vztahy a spolupraci s LF
JBony

AL NENOCHGE PLIE 0 anasonte, el 57 401 113, 377 16311

Véazeny pan

Jakub Cerny, DiS

Student oboru Laboratorni diagnostika
Zdravotné socialni fakulta

Jihodeska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupraci s LF Fakultni
nemocnice Plzen udéluji souhlas se ziskavanim / zpracovanim anonymizovanych informaci o
laboratornich metodach / analyzach / vysledcich téchto metod, véetné jejich statistického zpracovani,
pouzivanych na pracovisti Ustavu klinické biochemie a hematologie (UKBH) FN Plzeri. Tento souhlas
je vydavan, pfi splnéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalarské prace
s nazvem ,Laboratorn/i diagnostika mnohocetného myelomu*,

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzen:

. Vrchni zdravotni laborant UKBH souhlasi s Vasim $etfenim.
. Vase Setfeni osobné povedete.
. Vas$e Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni

bude provedeno za dodrZeni vS8ech legislativhich norem, zejména s ohledem na
platnost zdkona €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

0 Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Va$i bakalaiské praci,
musi byt zcela anonymizovany.

[ Sbér informaci budete provadét pod odbornym vedenim opravnéného zdravotnického
pracovnika, kterym je pani Laviékova Alena, MUDTr., vedouci lékarka UKBH FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizaénimu
celku FN Plzeri zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkti Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikd s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnanct. Spoluprace zaméstnancu
FN Plzen na VaSem Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéchu pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrovad
ManaZzerka pro vzdélavani nelékart
Utvar ndméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupréci s LF

Fakultni nemocnice Plzeri

Edvarda Benes$e 1128/13, 301 00 Plzeri
Tel: 377 401 663

E-mail: chabrovas@fnplzen.cz

9.8.2023
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Piiloha 2: Anakyzator Hydrasys 25¢AN

Obrazek 25 Analyzdtor Hydrasys 25°AN (Zdroj: Vlastni)
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Ptiloha 3: Analyzator Optilite

Obrazek 26 Analyzator Optilite (Zdroj: Vlastni)
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Ptiloha 4: Flowcytometrické vySetfeni, diagnosticky postup pii prvozichytu MM

u konkrétniho pacienta
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10 Pouzité zkratky

B-J

B2M
clg-FISH
cm

CT

DM

DNA
ELFO
FACS/FC
FLC

FN Plzen

g/L
Hb
HNO3

HOO

Bence-Jonesova bilkovina

B2-mikroglobulin

Selektivné imunofluorescencni znaceni pomoci protilatky
Centimetr

Vypocetni tomografie

Diabetes mellitus

Deoxyribonukleova kyselina

Elektroforéza sérovych bilkovin

Pritokova cytometrie

Volné lehké fetézce (Free Light Chains)

Fakultni nemocnice Plzen

Gram
Gram na litr
Hemoglobin

Kyselina dusi¢na
Hematoonkologické odd¢leni
Imunoglobulin typu A
Imunoglobulin typu D
Imunoglobulin typu E
Imunoglobulin typu G

Imunoglobulin typu M
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ICHS

IMWG
K/L
K:EDTA
KsEDTA
KD

kg

KIS

KO

L/K

LIS
M-IgA
M-IgG
M4
MACS
MG
mg/L
MGUS
mL/min
MM

mmol/L

Ischemicka choroba srde¢ni

Infarkt myokardu

International Myeloma Working Group
Pomér volnych lehkych fetézci kappa/lambda
Didraselna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové
Tridraselna sul kyseliny ethylendiamintetraoctove
Kostni dien

Kilogram

Klinicky informacni systém

Krevni obraz

Pomér volnych lehkych fetézcii lambda/kappa
Laboratorni informacni systém

Monoklonélni imunoglobulin typu A
Monoklonélni imunoglobulin typu G
Klinicky informacni systém Medicalc4
Magneticky aktivovana separace bunék
Monoklonalni gamapatie

Miligram na litr

Monoklonélni gamapatie nejasného vyznamu
Mililitr za minutu

Mnohocetny myelom

Milimol na litr
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MRI/MR
Na:EDTA
NK
PET/CT
PK

RTG

S-Ca
SMM

UKBH

P/S
BM
ULG
VGPR

VLR

umol/L

Magneticka resonance

Disodn4 siil kyseliny ethylendiamintetraoctové

Nukleové kyseliny

Pozitronova emisni tomografie kombi. s vypocetni tomografii
Periferni krev

Rentgenové vySetieni

Sérovy-

Hladina véapniku v séru

Asymptomaticky myelom (doutnajici)

Ustav klinické biochemie a hematologie

PInd krev (blood)

Plazma/sérum

Kostni difen (Bone marrow)

Ustav lékatské genetiky

Velmi dobra Castecna odezva (Very Good Partial Response)
Volné lehké fetézce

Mikromol na litr
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