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Komplexni diferencidlni diagnostika monoklonalnich gamapatii

Abstrakt

Monoklondlni gamapatie jsou projevem heterogenni skupiny onemocnéni
vyznacujici se pfitomnosti monoklonalniho paraproteinu v séru ¢i moci pacienta. Jsou
projevem proliferace jediného klonu plazmatickych nebo lymfoplazmoidnich bunégk,
ktery produkuje homogenni imunoglobulin anebo jeho tplné nebo nedplné strukturni
komponenty, nejcastéji lehké fetézce. Proliferace klonu téchto bun€k ma maligni nebo
potencionalné maligni charakter, proto je jeho pfesna diagnostika velmi dilezita.

Cilem této prace je detekce monoklondlniho paraproteinu v pacientském séru
kvantitativné, pfipadné v moci kvalitativné u skupiny hematologickych pacientl
vysetfovanych na Odd¢leni klinické biochemie Nemocnice Pisek a.s. elektroforetickou
analytickou metodou (ELFO) a jeho néslednd specifikace imunofixacni analytickou
metodou (IFE). Pro komplexnégj$i informaci je u nékterych pacienti provedena
kvantifikace volnych lehkych fetézcti (VLR) kappa a lambda ze séra imunoanalytickou
metodou. Dale jsou kvantitativné stanoveny imunoglobuliny v séru, hodnoty albuminu
a celkové bilkoviny, které mohou v piipadé nalezu monoklonalni komponenty piispét
k presnéjsi diagnostice (Maisnar a Tichy, 2012; Engli§ a Granatova, 2006).

Podle stanovené hypotézy usuzuji, Ze pacienti, u kterych budou namétfeny
patologické hodnoty VLR a jejich poméru, coz svéd¢i pro diagnézu monoklonélni
gamapatie, budou mit také pozitivni ndlez monoklondlniho imunoglobulinu na ELFO,
ktery bude nasledné specifikovan metodou IFE a diagnéza monoklondlni gamapatie
tak bude potvrzena.

Z celkového poctu 123 pacientl byly u 32 pacientll nalezeny patologické hodnoty
VLR a jejich poméru. U 17 z nich byla zachycena monoklonalni komponenta
na elektroforéze a imunofixaci (pfipadné jen imunofixaci) a nasledné potvrzena
monoklonalni gamapatie. U 15 pacient k potvrzeni monoklondlni gamapatie nedoslo.

Mnou stanovend hypotéza se tedy potvrdila ve vice nez 50% ptipadt.
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Monoklondlni gamapatie; monoklondlni paraprotein; elektroforéza a imunofixace;

volné lehké fetézce; imunoglobuliny; plazmatické a lymfoplazmoidni buiiky.



Complex differential diagnostics of monoklonal gammopathy

Abstract

Monoclonal gammopathy is a manifestation of the form of heterogenic group
of illnesses characterized by the presence of the monoclonal paraprotein in the serum
orin urine. This is the expression of proliferation of the only clone of plasma
or lymphoplasmoid cells, which produces homonegeous immunoglobulin or its
complete or incomplete structural components, most commonly light chains. The clone
proliferation of those cells has a malign or potencionally malign charakter, therefore
it is very important to be accurate by the diagnosis.

The aim of the thesisis a quantitative detection of the monoclonal paraprotein
in patients serum, eventually a qualitative detection in urine in group of hematological
pacients examined at the Department of clinical biochemistry in Hospital Pisek a.s.
with electrophoretic analytical method (ELFO) and its subsequent specification
by immunofixation electrophoresis (IFE). The quantification of free light chains (VLR),
kappa and lambda, from the serum is made on some patients for more complex
information, and it is made by immunoanalytic method. Futhermore immunoglobulins
as well as values of albumin and values of total protein are quantitatively established
in the serum, and these values can contribute to more precise diagnosis in case
of finding of monoclonal components (Maisnar a Tichy s. 9-11., 2012; Engli§ a
Granatova, 2006; Adam et al., 2014).

From the stated hypothesis I conclude, that the patients with pathological values
VLR and their ratios, which lead to diagnosis of the monoclonal gammopathy,
will also have positive finding of monoclonal immunoglobulin on ELFO. The finding
will be afterwards specified by IFE method and so the diagnosis of monoclonal
gammopathy will be confirmed.

From the total number of 123 patients, pathological values VLR and their ratios
were found on 32 of them. Monoclonal components on electrophoresis
and immunofixation (alternatively only on immunofixation) were detected
on 17 patients, afterwards monoclonal gammopathy was confirmed. Monoclonal
gammopathy was not confirmed on 15 patients. So my hypothesis was confirmed

on more than 50% of cases.
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Uvod

Vyskyt monoklonalniho paraproteinu v séru nebo v moci je vzdy zavaznym
nalezem, protoze diagnostikuje Sirokou Skalu onemocnéni. Od subletdlnich, casto
i celozivotné stabilizovanych onemocnéni, pies klinicky nepfili§ ndpadnd, dlouhodobéji
probihajici nadorovd onemocnéni v rizné intenzité, az po znacné nediferencované,
progredujici a generalizované naddorové onemocnéni. Vyzaduje tedy podrobné Setfeni
a specifikaci. Touto problematikou se zabyvda Mezindrodni pracovni skupina IMWG -
The Internationale Myeloma Working Group). Klasifikace monoklonalnich gamapatii,
kterou se budu vice zabyvat v kapitole 3., proSla v poslednich letech zménami
nazvoslovi. Zaroven doSlo k zavedeni novych lécebnych postuplti tak, aby byly
vzajemn¢ srovnatelné vysledky 1é¢by dosazené v klinické praxi.

V klinickych laboratofich se neustdle rozSifuje nabidka a také kvalita
poskytovanych metod pro diagnostiku a monitorovani monoklondlnich gamapatii. Jsou
to jednak metody zdkladni - elektroforéza proteinli séra a imunofixacni elektroforéza.
Dale pak metody doplitujici diagnostiku - stanoveni volnych lehkych (popt. tézkych)
fetézcu.

Elektroforéza je analyticka metoda, slouzici k separaci nabitych ¢astic (bilkoviny,
ionty) podle jejich pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Rozd¢leni ¢astic je
zéavislé na velikosti molekuly, velikosti naboje, pH prostiedi, iontové sile pufru,
vlastnostech nosice a konformaci molekuly.

Imunofixacni elektroforéza je zalozend na vizualizaci specifickych proteinil
pomoci antisér tvorbou komplexi antigen - protilitka. Vazba antisér navazuje
na separaci proteinti elektroforézou.

Imunoanalytickda metoda stanoveni volnych lehkych Fetézci je zalozena
na principu imunoturbidimetrie. Po interakci specifického antiséra a vzorku se vytvafi
srazenina. M¢Efi se intenzita svételného toku po priichodu absorbujicim a rozptylujicim
prostfedim.

Cilem této prace je odhaleni monoklondlniho paraproteinu v séru nebo v moci
a jeho nasledna specifikace, kterd je nutna pro presnéjsi diagnostiku. Pro komplexné;jsi
diagnostiku jsou také vySetfeny volné lehké fetézce kappa a lambda, imunoglobuliny
v séru, albumin a celkova bilkovina (Bowen, 2000; Vavrova, 2004; Engli§ a Granatova,

2006; Maisnar a Héjek, 2008; Maisnar a Tichy, 2012; Ptibalova informace: Souprava
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Freelite, 2014; Ptibalova informace: Acid violet..., 2016; Piibalova informace: Postup

elektroforézy..., 2016).

1 Teoreticka cast

1.1 B lymfocyty

Vzhledem ke své funkci v imunitnich pochodech se lymfocytarni fada na rozdil
od myeloidni vyviji mnohem komplikovanéji. Lymfocyty jsou hlavnimi buiitkami nasi
humorélni a celularni imunity. Ob€ fady - nelymfoidni (myeloidn{) i lymfoidni - se
diferencuji ze spolecné multi(toti)-potentni kmenové bunky. Z lymfoidni kmenové
bunky se diferencuji T a B lymfocyty v primarnich lymfatickych organech (kostni dfen,
thymus).

Vyvoj B lymfocyti (Tab. 2) probihd u lidi v kostni dfeni a dokoncuje se po setkdni
s antigenem za Ucasti antigen prezentujicich bun¢k v zarode¢ném centru sekundéarnich
lymfoidnich organt (uzliny, slezina, Payerovy plaky), kde dochazi k somatické mutaci
v oblasti genu pro tézké fetézce imunoglobulini (IgVH). V piipad€, ze je mutace
uspéSnd, vede k hyperafinni vazbé receptoru a antigenu. B lymfocyt se poté vyviji
v plazmatickou buiikku (plazmocyt), produkujici protilatky nebo bunku pamétovou,
které nesou somatickou mutaci v oblasti IgVH. Pokud je mutace neuspéSna
a hyperafinni vazba se nevytvoii, hyne B lymfocyt indukei apoptézy. Vyvoj mize byt
také dokoncen bez spoluucasti antigen prezentujicich bunék mimo zarodecné centrum
a takto vzniklé pamétové a plazmatické buiiky danou mutaci v IgVH nenesou. Rada
nadorovych onemocnéni je spojend s nenahodnymi translokacemi. Translokace
B lymfoproliferaci postihuji velmi €asto 14. chromozom, coZ je oblast gent pro tézké
fetézce. U mnohocetného myelomu se vyskytuji v 75% piipadi zmény postihujici lokus
14g32. Kli¢ové molekularni genetické a biologické mechanismy vyvoje
monoklondlnich gamapatii ale nejsou zcela objasnéné. Za fyziologickych podminek je
tvorba imunoglobulini humoralni odpovédi organismu zdvisld na antigenni stimulaci.
Zména polyklonalni tvorby na monoklonalni je vysledkem somatické mutace genl
vlivem epigenetickych faktor zevniho prostfedi. Tato zména se uskuteciuje na trovni
pre-B lymfocytl ve stadiu, kdy dochézi k pfeskupeni genti pro tézké a lehké fetézce.

Tvorba paraproteinu je proto klondlni proces rizné etiologie. Pfi¢inou onemocnéni tedy
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mohou byt genetické predispozice, chronické infekce, vliv zivotniho prostiedi,
autoimunitni onemocnéni a jiné (Sandecka et al., 2009; Ceska et al., 2010; Penka et al.,

2011).

Tabulka 2. Vyvoj B-lymfocytu po plazmatickou buiku

Nedélici se burika, vytvarejici

imunoglobulin, ktery exprimuje na svém B-lymfocyt

povrchu

Stava se pamétovou bunkou, tvori
B-lymfoblast
imunoglobulin a exportuje jej na povrch

Proliferujici  bunka, vyviji se v
‘ Plazmoblast
plazmatickou bunku

Je bunka jiz neproliferujici s typickou ‘
' . Plazmaticka burika
vlastnosti - sekreci imunoglobulint

(Adam, 1999)

1.1.1 Aktivace genii pro imunoglobuliny v B prekurzorech:

Jednotlivé klony B lymfocytl poskytuji Siroky repertoar imunoglobulint. Kazda
protilatka, jez je t€émito klony produkovéana je namifena proti ur¢itému antigenu nebo
antigenni determinanté.

Rozeznavame 5 tfid imunoglobulint: IgM, IgG, IgD, IgE a IgA. Tyto protilatky
maji velmi specifickou (hyper)variabilni ¢ast, kédovanou variabilnimi tseky gent
vykazujicich (hyper)mutace. Nejprve se v ¢asném stadiu vyvoje B lymfocytu prestavuje
gen pro tézké fetézce p (mi) a nasledné gen pro lehké fetézce K (kappa) a A (lambda).
Posléze se aktivuji geny pro tézké fetézce 6 (delta), a (alfa), € (epsilon) a y (gama). Jako
prvni tedy vznikaji v cytoplazmé B bunék imunoglobuliny IgM (jsou exprimovény
na cytoplazmatickou membrdnu jako receptory pro antigen) a poté molekuly IgD.
Produkce jednotlivych imunoglobulintl je zavisla na aktivaci ptislusného genu pro tézké

fetézce (Penka et al., 2011).
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1.1.2 Antigenné specificky receptor B lymfocytii (BCR, B cell receptor)

Receptor B lymfocytl je tvofen dvéma €astmi a to povrchovym imunoglobulinem
rozpoznavajicim antigen a asociovanymi signalizanimi molekulami. Rozebereme-li
povrchovy imunoglobulin, dostaneme dva lehké a dva tézké fetézce. Tézké H tetézce
jsou transmembranové proteiny a jsou v membrané zakotveny tsekem 20 hydrofobnich
aminokyselin v C-termindlni ¢asti. Povrchové imunoglobuliny jsou nejcastéji tfidy IgM
a IgD. Struktura povrchového imunoglobulinu je stejnd jako struktura rozpustnych
(sekretovanych) imunoglobulin. BCR komplex je konsolidovéan s transmembranovymi
proteiny Iga (CD79a) a IgB (CD79B). Tyto proteiny byvaji nekovalentné spojeny
s cytoplazmatickymi protein-tyrosin kindzami (PTK) skupiny Src, coz jsou fosforylujici
enzymy asociujici fosfatovou skupinu z ATP na proteiny nékterych tyrosinovych
zbytk.

Pfi souasném navazani antigenu na dvé nebo vice molekul BCR se ,,ptekiizi‘
(ptiblizi) asociované protein-kindzy a spusti vzdjemnou fosforylaci, tim se stdvaji
aktivnéjsi. Dale fosforyluji dalsi cytoplazmatické proteiny a spousti signalizacni
kaskady. Spusténim slozitych signaliza¢nich kaskdd mulze dochazet k piepisu
(transkripci) né&kterych genli, bunéénému déleni, diferenciaci B lymfocytu
na plazmatickou bunku a sekreci znacného mnozstvi protilatek
(rozpustnych imunoglobulintl). Podpoteni a vyrazné zesileni spusténé kaskady mize byt
vyvolano spolupraci BCR s komplementovym povrchovym receptorem CR2 (CD21),
ktery vaze degradacni produkt C3dg, ktery se nachazi na povrchu B bunék (Penka et al.,
2011).

1.2  Imunita

Imunita (imunitni odpovéd’) je schopnost organismu rozeznat a zniCit cizorodé
latky (mikroorganismy, parazity, buniky), které se do né&j dostaly. Je to jisty druh obrany.
Rozezndvdme dva druhy imunitni odpovédi - specifickou imunitu a nespecifickou
imunitu. Ob¢ tyto odpovédi maji dva zplisoby plsobeni, a to humordlni imunitni
odpovédi (produkei protilatek plazmatickych bunék nebo komplementového systému)
a celularni imunitni odpovédi (T lymfocyty, které napadaji buiiky s cizim elementem
na svém povrchu, fagocytujici builky). Nespecifickd imunitni odpovéd’ neni namifena

na konkrétni antigen, ale je to geneticky podminénda vlastnost organismu. Spada sem
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fagocytdza a komplementovy systém. Specifickd imunitni odpovéd’ je proti tomu cilené
mifend proti antigenu nebo jeji determinanté. Je uskutecnovana aktivovanymi
B lymfocyty, které¢ produkuji protilatky, a T lymfocyty v celularni imunité (Ledvina et
al., 2004; Otova a Mihalova, 2012; Hoftejsi et al., 2013).

1.2.1 Specifickd imunita a imunoglobuliny

Nase humoralni imunitni odpovéd’ je sledem mnoha na sebe navazujicich reakci,
kde maji velkou roli protildtky - imunoglobuliny. Je to druh specifické imunity.
Imunoglobuliny jsou bilkovinné makromolekuly produkované plazmatickymi bunikami
(kone¢né stadium vyvoje B lymfocytl), reagujicimi na antigen. Vyskytuji se v krevnim
séru, kde jsou soucasti globulinovych frakci, ale 1 v tkdnich. Nejvétsi zastoupeni maji
v y-globulinové frakci. VSechny obsahuji sacharidy (jsou to glykoproteiny) a fadime je
do péti tfid podle jejich struktury a imunitni specifity. Jejich biologicky polocas je 2-23
dni (Ledvina et al., 2004).

1.2.2  Jednotlivé tiidy imunoglobulini

Hlavni tfidy imunoglobulint jsou IgG, IgA, IgM, IgD a IgE. N&které se dale déli
na podtiidy.

IgD

Imunoglobulin IgD tvofi spolu s monomernim IgM antigenné specificky receptor
BCR na bunééném povrchu B lymfocyti. Uvoliluje histamin z mastocytt a bazofili.
Jeho afinita k antigenu je slaba. Po vazb& na antigen se ucastni rozvoje senné rymy

a alergického astmatu.

IgM

Je to pentamerni molekula (n€kdy 1 hexamerni). Jednotlivé monomery jsou spojené
do kruhu cystinovymi miistky a jednim J fetézcem. Molekulovd hmotnost je ptiblizné
900 kDa. IgM ma 10 vazebnych mist pro antigen. Spolu s monomernim IgD se nachézi
na povrchu B bun¢k. Po setkani s antigenem se IgM protilatky tvoii nejrychleji, teprve
poté nasleduji IgG, IgA, IgE. VUci bakteriim a viriim jsou vysoce ucinné. IgM startuje

klasickou drdhu komplementu a véze komplementovy protein C1 (Klasickd drédha
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komplementu viz dale Hoftejsi et al., 2013).

IgG

Vyskytuje se jako monomer a ma ctyfi podtiidy (IgG; - 1gGs). V plazmé ma
nejvetsi zastoupeni. Jako jediny je schopen prochédzet placentou, proto je vyznamny
pro novorozence, jelikoz je v prvnich tydnech zivota obrannym mechanismem
(antibakterialnim faktorem), ktery podporuje fagocytézu, plisobi protivirové a proti
toxinim. Ve vazbé na Cl komplement (sérovy protein, slozka komplementu
nespecifické imunity) a Fc receptory (vazou Fc ¢asti imunoglobulinovych molekul) se
jednotlivé podtiidy ¢astecné 1isi. Protilatky tohoto izotopu se vazi také na protein A

stafylokokovych kmentii.

IgA

Tento imunoglobulin ma dvoji zastoupeni - slizni¢ni a sérové. Ve velkém mnozstvi
se nachdzi na slizni¢nich povrsich jako ochrana ptfed mikroorganismy. Plsobi jako
opsonin (reaguje s bakteriemi a déld je nachylnéjSi pro fagocyty) a neaktivuje
komplement. Mé kratky polocas, proto je jeho produkce v organizmu nejvyssi. Mame

dvé podtiidy: IgA; ze slizni¢nich plazmocytl a IgA,, ktery je syntetizovan kostni dfeni.

IgE

Imunoglobulin IgE se v séru zdravych lidi nachdzi ve velmi malych koncentracich.
Vyskytuje se ve slezing, tonzilach, GIT a mukdéznich membranéch plic. Jeho zvySeni
apeluje na alergické reakce nebo parazitarni onemocnéni. Receptory pro IgE maji
vysokou afinitu a nalézame je na povrchu bazofilt a Zirnych bunék. V jejich membrané
dochézi po vazbé alergenniho nebo parazitarniho antigenu k degranulaci a vyplaveni

biologicky aktivnich mediator (Ledvina et al., 2004; Hoftejsi et al., 2013).

1.2.3 Struktura imunoglobulinii

Makromolekula imunoglobulinu ma tvar pismena ypsilon. Jsou tvofeny dvéma
lehkymi (L) a dvéma tézkymi (H) polypeptidovymi fetézci. (Obr. 1). TéZké fetézce jsou
spojen¢ disulfidickymi (cystinovymi) mustky a ke kazdému z nich je cystinovym

muistkem pfipojen jeden lehky fetézec. Retézce se lisi poétem aminokyselin a relativni
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molekulovou hmotnosti. Cystinové miistky se nachazeji i uvnitt fetézce. Jelikoz jsou
imunoglobuliny glykoproteiny, jsou na tézkych fetézcich navazany také sacharidy N-
iO- glykosidickou vazbou. Retézce se stadeji do globuli a vytvaieji tzv.
imunoglobulinové domény. Lehké fetézce jsou tvoieny dvéma imunoglobulinovymi
doménami, tézké fetézce maji rizné pocty domén, nejcastéji pét.

Lehké tetézce se skladaji z variabilni (V1) a konstantni (C) domény. Vyskytuji se
dva typy lehkych fetézctl, a to K (kappa) a A (lambda). Lisi se v konstantni domén¢.
Na jedné molekule imunoglobulinu jsou pfitomny oba lehké fetézce pouze jednoho
typu, bud’ kappa, nebo lambda.

Tézké tfetézce jsou tvoreny z jedné domény variabilni (Vy) a ze tii az ¢tyt domén
konstantnich (Cy ; - 4). Charakteristiky jednotlivych téZkych fetézch pak urcuji tiidy
imunoglobulint (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE), je znamo 5 druhl téZkych fetézct, které
jsou oznaceny pismeny y (gama), a (alfa), u (mi), o (delta), € (epsilon). Kromé téchto
zakladnich typt se vyskytuji podtypy, napt. u fetézcl y a a , které vykazuji drobné
odlis$nosti ve struktufe t&zkého fetézce. V ramci tiidy IgG se tak rozliSuji Ctyfi a ve t¥idé
IgA dvé podttidy. Jednotlivé druhy téZzkych fetézch se 1isi velikosti i svym sloZenim.
Konstantni oblast, kterd je tvofend konstantnimi doménami, je stejna pro vSechny
protilatky téze tfidy (Fc fragment). Variabilni oblast se lisi podle klonu B-lymfocytd,
kterym je produkovéna.

Variabilni domény tézkych i lehkych fetézcl obsahuji tzv. N-konec. V této oblasti
jsou unikétni sekvence aminokyselin, které odpovidaji za vazbu konkrétniho antigenu
(vazebné misto). Tato mista se nazyvaji jako hypervariabilni. Odpovédnost
za prostorové uspotfadani molekuly imunoglobulinu maji zejména ¢asti téZkého fetézce,
které tvoifi pantovou oblast. V této oblasti 1ze molekulu imunoglobulinu proteolyticky
roz§tépit na 2 fragmenty Fab (variabilni doména lehkého a t&€zkého fetézce, a Cast
tézkého tetézce) a fragment Fc (zbyvajici Casti tézkych fetézch spojenych disulfidickym
mustkem). Fragment Fc je ¢ast imunoglobulinu, kterd antigen nevaze, ale je schopna

vazat se na Fc receptory (Ferencik, c2011; Ledvina et al., 2004; Hotejsi et al., 2013).
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Obrazek 1 Struktura imunoglobulinu (Masopust, 2012)

1.3 Interakce antigenu a protildtky

Imunoglobuliny rozezndvaji antigen pomoci specifickych vazebnych mist. Vazba
mezi antigenem a imunoglobulinem je nekovalentni, uplatiiuji se slabé vazebné
interakce - sily hydrofobni, iontové a van der Waalsovy sily, a vodikové mustky.
Ke struktufe epitopu na antigenu je vazebné misto protilatky vzdy do urcité miry
komplementarni. Afinitu k antigenu ur€uje rovnovazna asociacni konstanta K.. Je to
pomér rychlostnich konstant vzniku a zaniku komplexu, jelikoz je tato vazba
reverzibilni.

Konstanta pro komplex antigenu a protildtky byva v rozmezi 10%-102 Vo1 a jeit
pfevracenou hodnotou je disociacni konstanta Kg4. Afinita k protilatce je tim vétsi, ¢im je
vysSi konstanta K,. S afinitou jednoduché interakce konkrétniho vazebného mista
a poCtem zaroven se uplatiujicich vazebnych mist vzrista avidita, coz je sila interakce
polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem. Vazbou antigen-protilatka vznikaji
imunokomplexy, jejich velikost a slozeni je z&vislé na mnoZstvi antigenu a protilatek

a také na izotypech imunoglobulini (Hotejsi et al., 2013).
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1.3.1 Imunoglobuliny polyklondlni

Jsou protilatky namifené proti vétSimu mnozstvi epitopti a jsou polyspecifické.

Produkuji je B-lymfocyty (Hoftejsi et al., 2013).

1.3.2 Imunoglobuliny monoklondlni

\Y ptipadé¢, ze dojde k zvratu plazmatické buiky
ve zhoubnou (viz kapitola 1.), vytvafi tato buinika své identické kopie, které produkuji
v nadbytku monoklonélni imunoglobulin. Ten se dostdva do krve, poptipadé€ i do moce.

Monoklonédlni imunoglobuliny jsou imunoglobuliny monospecifické namifené
proti konkrétni antigenni determinanté, protoze pochazi pravé zjedné mutaci
pozménéné plazmatické bunky. In vitro se pfipravuji metodou fize B-lymfocyti
amyelomovych bunék pomoci polyethylenglykolu. Tim dochazi k takzvané
imortalizaci, jelikoz B-lymfocyty maji kratkou Zivotnost. Vysledkem této fuze je
bun&&ny hybridom produkujici konkrétni monoklonalni protilatku (Lab Test Online®“%,

2010; Ferencik, c2011; Hotejsi et al., 2013).

1.4 Monoklondlni gamapatie

Monoklonélni gamapatie je heterogenni skupina onemocnéni, kterd se vyznacuje
produkci  monoklondlniho  imunoglobulinu  (M-komponenty, = M-gradientu).
Charakteristickd je proliferace klonu diferencovanych B lymfocytl, které zacnou
produkovat homogenni protein (monoklondlni imunoglobulin). Monoklonélni
imunoglobuliny jsou tvofeny kompletni molekulou imunoglobulinu s t€Zkym fetézcem
jedné tfidy a podtfidy a jednim antigennim typem lehkych fetézcl nebo mohou byt
tvofeny jen fragmenty imunoglobulinovych molekul. VétSinou jsou to imunoglobuliny
z volnych lehkych fetézcl, vzacnéji pak z monoklondlnich téZkych fetézci alfa, gama
nebo mi.

Monoklondlni gamapatie mohou byt maligniho anebo benigniho charakteru, ale je
velmi tézké tuto hranici rozliSit. Proto musi byt pacienti s hranicnimi hodnotami
pfed uzavienim diagnézy dlouhodobé sledovani. Pro diagné6zu monoklonalnich
gamapatii je klicové stanoveni pfitomnosti monoklondlnitho imunoglobulinu
(tzv. paraproteinu) v séru nebo moci. (Viz dédle kapitola 4.3 - laboratorni prikaz

monoklonélnich imunoglobulinti). Dal$im zdsadnim vySetfenim je stanoveni rozsahu
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postizeni kostni diené. K diagnostice monoklondlnich gamapatii se také stale vice
vyuziva stanoveni volnych lehkych fetézct (FLC; Free Light Chains) v séru a roste také
vyznam imunofenotypiza¢niho, cytogenetického a celogenomového vysetfeni, které
dovedou odhalit chromozomové translokace bézné¢ udavané pro mnohocetny myelom.
Ceska myelomova skupina zalozila registr monoklonalnich gamapatii (RMG), ktery byl
poprvé predstaven v dubnu roku 2007. Tento projekt byl vytvofen pro monitoring dat
nemocnych s monoklondlnimi gamapatiemi z regionu stfedni a vychodni Evropy
s cilem sledovani jejich incidence, vyuziti a efektu 1écby, vyskytu nezddoucich piihod
a toxicity v podminkéach bézné klinické praxe. RMG mél roku 2016 jiz 22 center. Z toho
18 v CR a 4 v SR. Celkovy vyskyt onemocnéni k 9.10. 2016 je 5273 MM (mnohodetny
myelom) a 2737 MGUS (monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu). Z toho v CR
4508 MM, 2526 MGUS a v SR 765 MM, 211 MGUS (Maisnar et al., 2011; Maisnar
a Tichy, 2012; Solcova, 2014; Maisnar, 2006; Leukaemia Foundation Australia, ©
2017).

1.4.1 Doporuceny vySetiovaci postup u prokazané monoklondlni gamapatie

U prokdzané monoklondlni gamapatie provadime tato vySetteni:

1. Krevni obraz + diferencialni rozpocet bun€k + retikulocyty. Dale sedimentace
erytrocytl a viskozita séra.

2. Koagula¢ni vySetfeni - krvécivost, APTT (activated partial thromboplastintime,
aktivovany cCasteCny tromboplastinovy ¢as), Quick (Quickiiv test neboli
tromboplastinovy cas), retrakce koagula (pfi sniZené retrakci koagula a normalni
hodnoté trombocytil je tieba provést funkéni vySetieni trombocyt).

3. Biochemické vySetfeni séra jako je: urea, kreatinin, kyselina mocova, sodik,
draslik, chloridy, vépnik, fosfor, bilirubin, alkalickd fosfatdza a jeji kostni frakce,
aspartditaminotransferdza, alaninaminotransferdza, laktitdehydrogendza, celkova
bilkovina, albumin, C-reaktivni protein, glukéza, elektroforéza bilkovin séra, stanoveni
volnych lehkych fetézctl, stanoveni izotopu tézkych a lehkych fetézch a hladina beta2-
mikroglobulinu.

4. Imunofixacni elektroforézu séra a moci a kvantitativni stanoveni jednotlivych

tfid imunoglobulini.
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5. VySetieni glomerularni filtrace (pfi znamkéach chronické rendlni insuficience je
zvazovana biopsie ledvin).

6. Vysetieni kostni diené - nejvhodnéjsi je pro prvni zachyt provést odbér kostni
dfené¢ (trepanobiopsii). Touto metodou lze ziskat vétSi mnozZstvi informaci, jelikoz
umoznuje jak cytologické, tak i imunohistochemické vysetieni, které¢ dokdze zachytit
vice plazmatickych bunék. Az 30% pacientd byvd cytologickym vySetienim
podhodnoceno oproti imunohistochemickému. Pro dal§i vySetfeni jiz staci sternalni
punkce.

7. Prikaz kostniho postizeni - provadime bézné rentgenové vySetfeni osového
skeletu, lebky, dlouhych kosti a Zeber. Déle vySetfeni markerd kostni formace

aresorbce (hladina osteokalcinu v séru a Deoxy-Pyridinolinu v moc¢i). V piipadé, ze je

RTG nalez normalni a je zachyceno zvySeni kostniho metabolismu, provddime
magnetickou rezonanci patefe. V piipadé¢ prikazu pouze tzv. “akcelerované”

osteopordzy je vhodné provést denzitometrické vysetfeni kosti, které nam umozni
posouzeni v Case.
8. V piipadé¢ vyrazné anémie stanovujeme hladinu erytropoetinu v séru

(Maisnar, 2000; Fabian a Moulis, 2006; Blazova, 2012; Dreslerovéa, 2017).

Tabulka 2.Rozdéleni monoklonalnich gamapatii

MGUS

Benigni monoklonalni gamapatie (IgG, IgA, IgD, IgM a vzéacné i volné lehké

fetézce)

Asociované s naddory z bun¢k neprodukujicich M-Ig

Biklondln{ a triklondlni gamapatie

Idiopatickd Bence Jonesova proteinurie

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

Asymptomaticky mnohocetny myelom

Symptomaticky mnohocetny myelom

Plazmocelularni leukemie

Nesekrecni mnohocetny myelom

Plazmocytom (solitdrni kostni nebo extramedulérni)
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Waldenstromova makroglobulinémie

Onemocnéni z tézkych fetézcu (y, a nebo p)

Jiné maligni lymfoproliferativni onemocnéni (lymfomy nebo B-CLL)

Syndrom POEMS (Polyneuropatie, Organomegalie, Endokrynopatie, Monoklonalni

imunoglobulin, kozni ,,Skin” zmény

Primérni AL amyloidéza

(Maisnar a Tichy, 2012)

Nejcastéji se setkdvame s monoklonalnimi gamapatiemi z malignich pficin
(mnohocetny myelom, AL amyloid6zou a Waldenstromovou makroglobulinémif)
a s monoklonalnimi gamapatiemi nejasného vyznamu (MGUS) (Maisnar a Tichy,

2012).

1.4.2 Monoklondlni gamapatie 7 malignich pricin

Monoklondlni gamapatii z malignich pfi¢in, kde je pfitomen monoklonalni
imunoglobulin  je  nejCastéji  mnohoCetny myelom a  Waldenstromova
makroglobulinemie (lymfoplazmocitdrni lymfom), u ostatnich B-lymfoproliferativnich
onemocnéni se vyskytuje jen v mensSim procentu. Primdrni AL amyloidézu potvrzuje
a zpusobuje piitomnost lehkych fetézcli. Do malignich monoklonéalnich gamapatii patii

také nemoci z tézkych fetézci (Adam, 1999).

1.4.3 Mnohocetny myelom

Prvnim zdznamem o mnohocetném myelomu byla Bence-Jonesova bilkovina, kterd
byla objevena jiZ v polovin€ 19.stoleti. Byl to vliibec prvni objeveny nadorovy marker.
Toto maligni onemocnéni je zplsobené mutaci B-lymfocytu ve folikulu lymfatické
tkadn¢, ktery nekontrolované proliferuje a diferencuje se v plazmablastickou buiiku.
Plazmablastické buiiky jsou jest¢ schopny proliferace 1 migrace. Zrald myelomova
burika je terminalnim stadiem a k proliferaci jiz nesméiuje (Adam, 1999).

Myelomové bunky na rozdil od ostatnich nepodléhaji programované bunécné
smrti, takze jsou prakticky nesmrtelné. Vyvojova fada myelomovych bunck se

od fyziologické 1i§1 nekontrolovatelnou proliferaci plazmocytii a plazmablasti.
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K pfeméné na myelomovou buiiku dochazi jiz v kostni dieni (Obr. 2)(Adam, 1999).

Obrazek 2. Vyvoj myelomového klonu (Adam,1999).

a) prvotni onkogenni zména

b) usidleni jiZ zadané, ale maligni bunky v kostni dieni

c) expanze plazmoblastl a jejich interakce se stromatem kostni diené

d) diferenciace na plazmatickou bunku

e) recirkulace plazmablasti mezi periferni krvi a kostni dieni s proliferaci ve dieni

f) pozdni onkogenni zména na bunky proliferujici nezavisle na stromatu kostni
diené

g) extravazace a na dfeni nezavisla proliferace

Buniky stromatu kostni dfené totiz vytvafeji vhodné mikroprostfedi a produkuji
cytokiny, které je stimuluji. Dal§i mutacni zmény jsou jiZ na kostni dfeni nezavislé.
Dochézi u nich k riznym chromozomovym zménam a dal§im mutacim, které davaji
buiice autonomni rust.

Incidence mnoho¢etného myelomu v Ceské republice se odhaduje podle Maisnara
a Tichého (2012) na 4-6 ptipadd/100.000 obyvatel. Mnohocetny myelom tvoii 1%
vsech a 10% hematologickych malignit. V evropskych zemich je v zebficku

hematologickych malignit na tfetim misté. Celosvétové je zaznamenan pomaly nardst
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jeho vyskytu a také castéj$i vyskyt u nemocnych mladsich vékovych skupin. V dobé
stanoveni diagnézy se median véku pohybuje mezi 60-65 lety. Velmi zajimavy je
dvojnasobny vyskyt mnohoc¢etného myelomu u afroameri¢anti. V 1€cb¢ mnohocetného
myelomu, pocinaje s pouzitim autolognich transplantaci kmenovych bun¢k a vznikem
dalsich novych procedur, jako imunomodula¢nich 1é¢iv (IMiDS) a inhibitori proteaz
(PI), dochazi k prodlouzeni doby pieziti pacientli. Pacientiim je nabizena velmi kvalitni
péce a v ramci vyzkumu jsou k dispozici i 1écebné moznosti, které teprve prochdzeji
klinickym testovanim. U aktivniho, nového onemocnéni se diky novym Iécebnym
nastrojum dostavaji pacienti do kompletni remise a jejich délka zivota je prodlouzena
o déle nez 15 let (Adam, 1999; Ion, Medical Tribune, 2011; Maisnar a Tichy, 2012;
Cabrera, 2014; Kazandjian, 2016; Oldtichova, 2016).

1.4.3.1 Klinické priznaky mnohocetného myelomu

Bunky, jez jsou produkovany z jednoho klonu B-lymfocytu, maji schopnost tvofit
monoklonélni imunoglobulin. VétSinou to byva kompletni molekula imunoglobulinu.
Muze se vSak jednat pouze o lehké fetézce. Zcela mimofadné je tvofen jen J-fetézcem

imunoglobulinti nebo jde o nesekre¢ni variantu (Adam, 1999).

1.4.3.1.1 Priznaky vyvolané monoklondlnim imunoglobulinem

Monoklonélni imunoglobuliny vytvaii cetné a rozmanité patologické projevy.
Né&které z nich Ize spatfit Castji, jiné jsou vyslovené vzacné a obtiZzné rozpoznatelné.
Vzicnou komplikaci mlZe byt naptiiklad duSnost vznikld akumulaci paraproteinu
v alveolach. Nejcast€jsi z nich jsou: motoricka a senzitivni polyneuropatie zpiisobena
monoklondlnim imunoglobulinem, myelomova nefropatie a porucha srazeni krve

(Adam, 1999).
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1.4.3.1.2 Priznaky zpitsobené cytokiny myelomovych bunék

1. Bolesti kosti: Osteolytické kostni zmény a patologické fraktury jsou typickym
pfiznakem mnohocetného myelomu. Kostni remodelace je jednou ze zndmek
ptitomnosti maligniho procesu.

2. Infekce: Infekce a horecky jsou zplsobené poruchou imunity, neschopnosti
tvorby polyklonalnich imunoglobulinti, a tim 1 odpovédi po antigenni stimulaci. Tato
komplikace se fesi nitroziln€ podavanymi gamaglobuliny.

3. Celkovd slabost: Celkova slabost, duSnost a nevykonnost jsou pfiznaky anémie

(Adam, 1999).

1.4.4 Waldenstromova makroglobulinémie

Choroba byla popséana poprvé roku 1944 J. Waldenstomem. Je zplsobena maligni
proliferaci plazmocytoidnich lymfocytli a vyznacuje se pfitomnosti monoklondlniho
IgM imunoglobulinu. Koncentrace tohoto izotopu je 30 g/l a vice. Koncentrace
ostatnich imunoglobulini nemusi byt snizena, na rozdil od mnohocetného myelomu.
V myelogramu  nalézame  zvySeny  pocet lymfocytd  alymfoplazmocytd.
V histologickém preparétu je nalezen lymfoplazmocytarni lymfom. Klinickymi projevy,
které jsou zpiisobené piitomnosti monoklonalniho paraproteinu jsou hyperviskozita,
krvaceni, kryoglobulinémie, polyneuropatie, poptfipadé¢ i anémie zplsobena infiltraci

kostni dfen¢ (Adam,1999).

1.4.5 AL-amyloidoza

Je choroba z lehkych fetézcli imunoglobulinli spadajici do monoklonalnich
gamapatii. Vyznacuje se depozici fibril tvoticich amyloid (amorfni bilkovinny material,
majici strukturu B skladaného listu). Je zndmo asi 30 amyloidogennich proteint.
AL amyloid6za se muze vyskytovat v korelaci s mnohocetnym myelomem,
Waldenstromovou chorobou anebo samostatné. Je to velmi vzidcné onemocnéni
vyskytujici se u 5-12 pacientl na milion obyvatel za rok. U pacienti dochazi
k zavaznému posSkozeni tkani a organti, podnicené¢ amyloidovym depozitem. Postizeny
mohou byt ledviny, nervova tkan, stieva, srdce nebo cévy. Tato poSkozeni mohou vést

az k umrti pacienta. Typickymi pfiznaky jsou periorbitalni hematomy, zpiisobené
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zvysSenou fragilitou cév vlivem amyloidu. Dalsi pfiznaky jsou velmi rozmanité, jelikoz
muze dojit k poskozeni kterékoliv casti tkané. Doporucuje se tedy histologické

vySetfeni s barvenim na amyloid (Adam, 1999).

1.5 Monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu MGUS (Monoklonal

gammopathy of undetermined significance)

U pacientll, u kterych se nachdzi monoklondlni imunoglobulin v séru nebo v moci
anevykazuji znamky mnohocetného myelomu, primarni AL-amyloidézy
nebo podobnych chorob, mluvime o monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu.
MGUS je prekanceroza, kterd se vyznacuje pozvolnou proliferaci plazmatickych bunék.
Riziko progrese MGUS do MM je kazdoro¢né 0,5-1%. Kritéria pro MGUS uvadim
v tabulce €. 3 (Adam, 1999; Sandecka et al., 2009; Sigurdardottir et al., 2015).

Tabulka €. 3 Nova diagnosticka kritéria monoklonalni gamapatie nejasného
vyznamu MGUS dle IMWG z roku 2003

Koncentrace M-Ig v séru < 30 g/l

Pocet klonélnich plazmatickych bun¢k v kostni dfeni < 10% a nizky stupent
infiltrace pfi histologickém vySetteni

Nejsou znamky jiného B-lymfoproliferativniho onemocnéni

Bez znamek dysfunkce ¢i konecného poskozeni organti nebo tkani (vcetné
kostniho postiZeni, amyloid6zy ¢i neuropatie)

( Maisnar a Tichy, 2012)

1.6 Klinické projevy monoklondlni gamapatie

1.6.1 PosSkozeni ledvin pFi monoklondlnich gamapatiich

U monoklonalnich gamapatii je produkovan monoklondlni paraprotein, ktery mlize
zpiisobit postizeni ledvin. Jak zavazné toto poskozeni bude, o tom rozhoduje né€kolik
aspekti. Je to hlavné charakter imunoglobulinu, jeho nefrotické vlastnosti a jeho
kvantita, ktera je odrazem masy myelomovych bunék. Poskozeni ledvin je v kazdém

ptipadé velmi zavaznou komplikaci (Adam, 1999).
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1.6.2 Hyperviskozni syndrom

Jde o zZivot ohrozujici stav zptisobeny vysokou hodnotou sérovych imunoglobulinti
nebo vysokou hodnotou krevnich elementt. Viskozita je ovliviiovana Sesti hlavnimi
slozkami, kterymi je tvofena (hematokritem, fyzikdlnimi vlastnostmi erytrocytu,
koncentraci leukocytt, fyzikdlnimi vlastnostmi leukocytl, agregaci erytrocyta
a viskozitou plazmy). Tyto slozky se mohou navzajem ovliviiovat a zména koncentrace
plazmatickych bilkovin se mulze projevit zménou agregace erytrocyti i zmeénou
viskozity plazmy. Normdlni hodnoty viskozity séra jsou v rozmezi 1,4-1,9 cP
(centipoise) a piiznaky se vyskytuji nad 4cP. Nejcastéjsi vyskyt hyperviskézniho
syndromu je u Waldenstromovy makroglobulinémie, méné se vyskytuje u nemocnych
s IgA a IgG mnohocetnym myelomem. Viskozita neni zavislad pouze na koncentraci
monoklondlniho imunoglobulinu, ale 1 na jeho vlastnostech (schopnost agregace,

kryoprecipitace) (Adam, 1999; Maisnar a Tichy, 2012).

1.6.3 Kryoglobulinémie

Kryoproteiny jsou proteiny séra precipitujici pfi teplotach nizSich nez 37°C.
Pti zahtati se opét rozpousteji. Poprveé si jich vSimli v roce 1933 Wintrobe a Buell
unemocného s mnohocetnym myelomem. Rozeznavame dva typy - kryoglobuliny
a kryofibrinogeny. Kryofibrinogeny precipituji jen v plazmé a kryoglobuliny precipituji
v séru 1 v plazmé¢, a navic jsou tvoieny komplexem fibrinogen-fibrin. Kryoglobuliny se
déli na tfi typy. Typ I je tvofen jen monoklondlnim imunoglobulinem, vyjime¢né se
jedna jen o jeho lehké fetézce. Typ Il obsahuje smés monoklonalniho a polyklonalniho
imunoglobulinu a typ III se skladd ze smési polyklondlnich imunoglobulini.
Kryoglobulinémie zpisobuje mechanickou obstrukci malych cév v disledku
intravaskularni precipitace. Vysledkem je Raynaudlv syndrom a imunokomplexova
vaskulitida s koZnimi projevy, periferni polyneuropatii a poskozenim ledvin. Typ I byva
spojeny s lymfoproliferativnimi onemocnénimi (mnohocetny myelom, Waldenstromova
makroglobulinémie). Typ II a III jsou zase asociovany s onemocnénimi, které stimuluji
imunitni systém (chronické hepatopatie, revmatoidni artritida, systémovy lupus
erythematodes). Ze symptomi se objevuje arthralgie, Raynaudiiv syndrom a purpura

(Maisnar a Tichy, 2012).
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1.6.4 AL amyloidoza

Jak jiz bylo zminéno, AL amyloid6za se miize asociovat s mnohocetnym
myelomem 1 s monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu. Monoklondlni
imunoglobulin miZeme prokdzat v séru asi u 40% a v moci ptiblizné u 75% nemocnych
s touto chorobou. Typické klinické piiznaky jsou renalni poskozeni a postizeni srdce
amyloidem, projevujici se jako restriktivni kardiomyopatie, arytmie, ortostatickd
hypotenze & systolicka dysfunkce levé komory. Casté byva i postizeni nadledvin,
jaternich funkci, organtt GIT a neuropatie. S umrtim jsou nejvice spojena srde¢ni
selhani a krvacivé stavy s vysokymi koagula¢nimi nélezy (Adam, 1999; Maisnar a

Tichy, 2012).

2 Metodika a hypotézy

2.1 Cilprdce

Cilem mé prace bylo detekovat monoklondlni paraprotein v pacientském séru
kvantitativné, poptfipadé v moci kvalitativné u skupiny hematologickych pacient
vySetiovanych na Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pisek, a.s. elektroforetickou
analytickou metodou. Dale specifikace tohoto paraproteinu imunofixa¢ni analytickou
metodou. Pro komplexnéjsi diagnostiku byly kvantitativné v séru stanoveny volné lehké
fetézce kappa a lambda imunoanalytickou metodou a také kvantitativné stanoveny
jednotlivé imunoglobuliny (IgA, IgM a IgG), albumin a celkova bilkovina v séru.

V praci jsem popsala jednotlivé metody stanoveni provadéné na naSem odd¢leni
v Nemocnici Pisek, a.s. a uvedla postup zpracovani vySetfovanych vzorkl. Na zavér

jsem provedla vyhodnoceni vzorku a jejich vzajemnou korelaci .

2.2 Hypotézy

Ptedpokladam, Ze hodnoty VLR a jejich poméru koreluji s ndlezem na imunofixaci
a elektroforéze. Domnivam se tedy, Ze pacienti s patologickymi hodnotami VLR
a jejich poméru budou mit na IFE a elektroforéze nalez monoklonalni komponenty.

Do souboru byli zafazeny vzorky sér a mo¢i hematologickych pacientd, které byly
dodany na Odd¢leni klinick¢é biochemie Nemocnice Pisek a.s. s indikaci Iékaie

na vySetieni elektroforézy, imunofixace nebo VLR v obdobi od 1.1. 2016 do 30.4.2016.
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2.3 Laboratorni pritkaz monoklondlnich gamapatii

Monoklondlni paraprotein M-Ig md identickou primérni strukturu a sklddd se
z intaktni imunoglobulinové molekuly nebo jen z lehkych fetézcl, vzacnéji jen
z té€zkych fetézcii. Tézké tetézce patii do imunoglobulinovych tiid G, A, M, D nebo E
a lehké fetézce se vyskytuji ve dvou antigennich typech - kappa nebo lambda.

Laboratorni priikkaz a typizace paraproteinu vyzaduje velice citlivé metody
stanoveni. Analyza séra a moce je dozajista nutna u vSech podezieni na MG. Pfitomnost
M-Ig muze signalizovat jiz vysoka koncentrace celkové bilkoviny (CB) v séru pacienta.
Hodnoty nad 90 g/l CB nebo vysoka sedimentace vyzaduji podrobnéjsi analyzu.
Nicméné u pocinajicich MGUS, mnohocetného myelomu i myelomi IgD a nemoci
z lehkych a tézkych imunoglobulinovych fetézct muize byt celkova bilkovina v normé.

Pro prikaz monoklonédlnich gamapatii se odebira srazliva krev rdno na lacno.
Nedoporucuje se odbér plazmy, jelikoz fibrinogen vytvafi faleSnou pozitivitu M-
gradientu mezi beta a gama globuliny. Sérum uchovavame v lednici pii 4-8°C (i n€kolik
dni). V pripadé¢ del$siho uchovavani (tydny), mrazime sérum pii -20°C. MocC se
doporucuje odebirat 24hod. a konzervovat azidem sodnym. Na naSem odd¢leni
doporucujeme prvni ranni mo¢, kde by méla byt koncentrace bilkoviny nejvyssi.
Bilkovinu v moc¢i stanovujeme kvantitativné a nasledné mo¢ zahust'ujeme tak, aby byla
koncentrace bilkoviny optimalné 1 az 2 g/l. Hlavnimi metodami pro stanoveni MG jsou
metody elektroforetické a imunochemické (Tab. 4). Pomocné metody, které mohou
podpofit nebo zpochybnit diagnostiku monoklondlni gamapatie u pacienta uvadim
v tabulce €. 4. Metody, které jsem pouZivala pro svou praci, uvadim v kapitolach 4.3.1-

4.3.6 (Tichy, 1997; Zima, 2002; Maisnar a Tichy, 2012).
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Tabulka €. 4. Zékladni laboratorni metody k pritkazu monoklonéalnich gamapatii

Metoda

Pouziti

Elektroforéza bilkovin séra

(agar6zovy gel nebo kapilarni elfo)

Screening, diagndza, sledovani

Imunofixace bilkovin séra

Uréeni typu M-Ig, sledovéni

zbytkového onemocnéni u MM

Urcéeni koncentrace monoklonalnich

Ig (denzitometrie, absorbance v UV u CE)

Diagnéza a sledovdni, monitorovani

terapie

Urceni koncentrace polyklondlnich Ig

Diagnéza a sledovani

(turbidimetrie, nefelometrie)

Volné lehké fetézce v séru Diagnéza a sledovani nesekrecniho

myelomu, AL amyloidézy, MGUS

a nemoci z tézkych fetézci

Viskozita séra Hyperviskézni syndrom

Beta,-mikroglobulin a albumin Stazovaci systém, prognoza

Elektroforéza bilkovin moce Screening, diagndza, sledovéani

Imunofixace bilkovin moce Urceni typu M-Ig

Volné lehké fetézce v moci Diagnéza a sledovani nesekrecniho

myelomu, AL amyloidézy, MGUS

a nemoci z lehkych fetézct

(Maisnar a Tichy, 2012).

2.3.1 Stanoveni albuminu
Albumin zaujimd 55-65% celkovych plazmatickych proteinti. Je zdrojem
endogennich aminokyselin, udrzuje onkoticky tlak a transportuje a skladuje Siroké
spektrum ligandd. Albumin vaZe rtizné slozky, které tak ¢ini rozpustnymi. Je to napf.
bilirubin, mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a vapnik. Je také schopen vézat ionty
toxickych tézkych kovi a rozlicné farmaceutické slouceniny, proto maji jeho nizké
koncentrace v krvi vliv na farmakokinetiku. Hyperalbuminémie ma s vyjimkou ptipadi
dehydratace jen maly vyznam. Hypoalbuminémie se vyskytuje u mnoha nemoci a miize
byt zptsobena raznymi faktory jako je napf. pokles syntézy zplsobeny snizenym
pfisunem proteinii nebo onemocnéni jater, zvySeny katabolismus pti poSkozeni tkani,

akutni zancty, nadory, akutni stavy, polyklondlni (chronicky zanét) a monoklondlni

gamapatie, ztraty do tfetiho prostoru (otok, ascites), zvétSeni distribu¢niho prostoru

29




(sepse, Sok), hyperhydratace, analbuminémie (vzacny vrozeny defekt syntézy,
kdy koncentrace dosahuje maximaln¢ 10% normalu a kompenzacné se zvysuje tvorba
jinych proteinll), malabsorpce aminokyselin (Crohnova choroba), proteinurie
v souvislosti s nefrotickym syndromem a ztrity bilkovin stolici (neoplastické choroby)

(Kvasnicova, 2002; Ptibalova informace: ALB2, 2015).

2.3.2 Princip kvantitativniho stanoveni albuminu v séru na systémech

Roche/Hitachi cobas c.

Albumin mé& pii pH 4,1 povahu kationtu, ktery je schopen vazat se
na bromkrezolovou zelen (BCG) a vytvafet modrozeleny komplex. Intenzita
modrozelené barvy je pfimo Umérnad koncentraci albuminu ve vzorku a méii se

fotometricky (Pfibalova informace: ALB2, 2015).

2.4 Stanoveni celkové bilkoviny

V plazm¢ miizeme stanovit stovky proteinti, které se 1iSi koncentraci, velikosti
molekuly a svou funkci. Proteiny jsou kvantitativné nejzastoupenéjsi latkou v krvi
(v koncentraci 60-80 g/I). Jsou syntetizovany piedevs§im v jatrech, dale v plazmatickych
bunkach, lymfatickych uzlinach, slinivce a kostni dfeni. Hodnota celkové bilkoviny je
snizena u ztrat krve, nefrotického syndromu, syndromu zadrzovani soli, kwashiorkor
(akutni deficit proteinu) a pii tézkych zanétech. ZvysSena byva u zavazné dehydratace
a pfi onemocnéni mnohoCetnym  myelomem  nebo Waldenstromovou
makroglobulinemii. Zmény hodnot vSak muizou byt zplsobeny zménou v jedné
proteinové frakci, pti€emz nedochazi k pohybu hodnot celkové bilkoviny.

Na nasem oddéleni stanovujeme celkovou bilkovinu, neboli TP (total protein)
fotometrickym stanovenim na analyzatoru Cobas 6000 firmy Roche s.r.o.(Pfibalova

informace: TP2, 2015).
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2.4.1 Princip kvantitativniho stanoveni celkové bilkoviny v séru na systémech

Roche/Hitachi cobas c.

Principem testu je vznik purpurové zbarveného biuretového komplexu po reakci
dvojmocné médi v alkalickém prostiedi s peptidickymi vazbami proteini. Intenzita
tohoto zabarveni se méii fotometricky, a je piimo umérnd koncentraci proteinu.

(Ptibalova informace: TP2, 2015)

2.5 Elektroforéza bilkovin séra a moce

Elektroforéza patfi k nejlepSim screeningovym metodam pro prikaz
monoklondlnitho imunoglobulinu. Je rychld, levnd, dostupnd a citlivd. Poskytuje Siroké
spektrum nélezti (elektroforetickych typi), napt. chronicky nebo akutni zanét,
nefroticky  syndrom,  hypergamaglobulinémie = monoklondlni,  polyklondlni,
oligoklonalni, deficit Ig (pfi hypogamaglobulinémii i prikaz bisalbuminémie), atd.
Soucasna elektroforéza je schopna zachytit M-gradienty kolem 0,5 g/1.

Elektroforéza je analytickou metodou separace latek (iontl) v roztoku za ucasti
elektrického proudu. Je to mechanicky pfenos hmoty na pfedem ohranicené zony.
Elektroforéza ma vice typi a provadi se na riznych druzich nosi¢t. Na Odd¢leni
klinické biochemie v Nemocnici Pisek a.s. provadime zénovou elektroforézu firmy
Interlab, ktera probihd na agar6zovém gelu v alkalickém pufru (pH 8,9). Vysledkem je
6 prouzkl: albumin a 5 globulinti: alfal (al), alfa2 (02), betal (1), beta2 (2) a gamma
(v). Kazdy z prouzkia obsahuje mnozstvi rtiznych proteinli. Vyjimkou je prouzek
albuminu. (Tab. 5). VySetfeni poskytuje hodnotnou diagnostickou pomitcku, protoze
umoziuje zobrazeni vétSiny proteini ve fyziologickém i patologickém procesu.
Elektroforéza mocovych proteinli umozituje urcit renalni poskozeni, které odpovida
kvalitativnimu slozeni a pozici prouzkl v paternu. Srovnani pozic prouzkil v paternu,
jak sérovém tak mocovém, ktery je piilozen k analyze jako reference, umoznuje
identifikaci proteinurii jak glomerularnich, tubulérnich i smiSenych a také proteinurii,
které jsou zpusobeny Bence-Jonesovou bilkovinou (Maisnar a Tichy, 2012; Ptibalova

informace: Interlab. Postup elektroforézy...,2016).
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Tabulka €. 5 Slozeni jednotlivych z6n elektroforézy

+Anoda -Katoda
Albumin as-globulin a,-globulin B-globulin B-y-globulin y-globulin
Albumin as-antitrypsin ax-makroglobulin B-lipoprotein Fibrinogen IgG
as-lipoprotein az-lipoprotein Transferin IgA
aq-kysely glykoprotein Haptoglobin Plasminogen lgM
(orozomukoid) Ceruloplasmin Komplement IgD
Erytropoietin Hemopexin Igk

Prothrombin
Cholinesteraza

Maisnar a Tichy, 2012

2.5.1 Princip elektroforézy bilkovin séra a moce firmy Interlab

Elektroforéza separuje v elektrickém poli sérové proteiny nebo proteiny
koncentrované moci dle jejich mobility. Kazdd molekula ma pozitivné a negativné
nabité skupiny, které urcuji jeji celkovy ndboj. Ten pak urcuje charakteristiku
elektroforetické migrace kazdého typu proteinu v uréitém pH. Separace probiha
v alkalickém prostiedi zonovou elektroforézou na agarézovych deskach. Po dokoncéeni
elektroforetické separace je agar6zovad deska denaturovdna, obarvena barvivem Acid
blue pro detekci proteind, odbarvena a poté usuSena. Jednotlivé paterny jsou pak
skenovany a denzitometrické vysledky zobrazeny soucasn¢ s grafem (Piibalova

informace: Interlab. Postup elektroforézy...,2016).

2.5.2 Pracovni postup elektroforézy bilkovin séra firmy Interlab

1) Séra pacientli se pfipravi podle pracovniho listu. Zpracovavaji se alikvoty sér
v mikrozkumavkach (eppendorf). Pfed zahajenim analyzy se zkontroluje, zda je u vSech
vzorkd zméfend celkova bilkovina v séru a dale ptfipadna hemolyza (nevadi do hodnoty
sérového indexu 100, ktery se méfi na analyzatoru Cobas 6000). Minimalni mnozstvi
séra potfebné pro provedeni analyzy je alespont 150 ul. Mikrozkumavky se vzorkem se
vkladaji do zkumavek, které slouzi jako nosi¢ a umoznuji zéroven nacteni vzorkl

v or

do analyzatoru pomoci c¢arového kodu, ktery se na né nalepi. Pfipravené
a zkontrolované vzorky se vlozi do stojanku, celkem je mozné provést analyzu
13 vzorkd.

2) Ptiprava analyzatoru: Zkontroluji se reagencie a roztoky - destilovand voda,
odbarvovaci roztok, promyvaci roztok a barva STAIN SOLUTION. Do obdélnikového

drzaku (Obr. 3) se vlozi jednorazova plastova desticka na vzorky. Do krajnich pozic
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migraéni komory se vlozi dvé houbicky (Obr. 4). Ptipravi se gel - vynda se z krabicky,

osusi se filtraénim papirem a umisti do drzaku gelu ¢.1 (Obr. 5). Zapne se analyzator.

] Obrazek & 3
vkladani  obdélnikového
drzédku s jednorazovou
destickou na vzorky do

analyzdtoru Interlab G26

(Pracovni postup I-OKB-
05, 2013).

Obr. 3 (Foto: autorka)

Obrazek ¢. 4 migracni
komora s  houbickami

napusténymi pufrem

Obr. 4 (Foto: autorka)
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Obrazek ¢. 5 gelova

plotna v drzéku €. 1.

Obr. 5 (Foto: autorka)

3) Priprava programu a zadani pacienti: V pocitaci se otevie program ELFOLAB
anasledné¢ analyzator INTERLAB G 26. Otevie se databaze, zvoli se nova databaze
a béh 1, vybere se metoda ,,SEROVE PROTEINY 6-13"". Poté se ptipoji komunikace
softwaru a analyzatoru. Nab&hne nova obrazovka, kde se zvoli program PIPETOVANI.
Zkontroluje se ¢islo drzaku v analyzatoru s Cislem drzéku v PC a potvrdi se pipetovani.
Objevi se nova obrazovka pro nacéteni ¢arovych kédu vzorkll. Zasune se stojanek se
vzorky a zkontroluje naéteni viech zkumavek. Spusti se START NANASENI. Zvoli se
SOUBOR IMPORT - IMPORT DAT - IMPORT. Provede se kontrola téchto dat
(datum, jména, rodna cisla) a také hodnoty celkové bilkoviny séra. Vyplni se a ulozi
aktudlni datum v ID gelu.

4) Vlastni analyza: Vlastni analyza trvd 35 minut. Na obrazovce je moZné sledovat
jednotlivé faze a jejich dobu trvani.

5) Konec analyzy: Po provedeni analyzy se vysledky zobrazi v programu —
graficky i ¢iseln¢ (jednotlivé frakce vyjadiené v gramech a v procentech). Z analyzatoru
se vyjme drzak s gelem a provede se jeho kontrola. Gel se oznac¢i v dolni ¢asti datem
zpracovani a parafou obsluhy, kterd analyzu provedla. Poté se v programu provede
dikladnd kontrola vysledkii kazdého vzorku, zda je rozdéleni frakei Uplné, zda se
nevyskytuji abnormality. V piipad€ nalezu monoklonalni frakce (piku) vytiskne obsluha
vysledek s vyznaenim kvantity a piedd k vyhodnoceni a interpretaci (viz ddle).
Po kontrole vysledki obsluhou analyzitoru je mozné vysledky pokynem EXPORT

DAT ptenést do laboratorniho informac¢niho systému (LIS). Analyza s namé&fenymi daty
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se ulozi do softwaru (vyplni se datum), po provedeni udrzbovych krokl spojenych

s ukon¢enim préce se analyzator vypne (Pracovni postup I-OKB-05, 2013).

2.5.3 Interpretace vysledki elektroforézy bilkovin séra firmy Interlab

Gel s rozdélenymi frakcemi (albumin, alfal, alfa2, betal, beta2 a gama) se nejprve
zkontroluje vizualné. V piipadé monoklondlni frakce je na gelu viditelny, jasné
ohraniceny ostry pruh (Obr. 6), nebo mlize splyvat se zonou beta-globulinti (to zejména
paraproteiny ve tiidé IgA) (Obr. 9) nebo mulze mit charakter $irSi difuzni zony.
Monoklondlni Ig 1ze nalézt mezi gama- az alfa-globuliny.

Pfi denzitometrickém vyhodnoceni elektroforeogramu ziskame relativni procenta
zastoupeni jednotlivych frakei bilkovin (véetné M-Ig) a spolu s hodnotami celkové
bilkoviny séra ur¢ime i koncentraci jednotlivych frakei (i M-Ig) v g/l. Tyto vysledky se
prendseji do softwaru v PC, kde navic miizeme pozorovat grafické znazornéni
jednotlivych bilkovinnych frakci a monoklonalni komponenty (pokud je pfitomna).
(Obr. 7,8, 9).

Po prohlédnuti vSech pacientl se exportuji vysledky do LIS. V ptipad€ patologie se
vklada k vysledkiim komentatr - popis ndlezu a ptipadné se doporuci dalsi vySetfeni
pro lepsi diagnostiku a specifikaci (imunofixace, kvantitativni stanoveni volnych
lehkych fetézch). Nakonec se vysledky potvrzuji a odesilaji se na oddé¢leni (Maisnar

a Tichy, 2012; Interlab: Postup elektroforézy..., 2016).

35



Obrazek €. 6 gelova
plotna s hotovymi vysledky
elektroforézy. Analyzétor
separoval 13 vzork (13
pacientt). 1 sloupec = 1
pacient. V kazdém sloupci
vidime jednotlivé zastoupeni
bilkovin - 6 frakci: albumin a 5
globulint - alfal, alfa2, betal,
beta2 a gama. U prvniho

vzorku (pozice 1 zleva) ndlez
Obr. 6 (Foto: Autorka) monoklondlni frakce v oblasti

gamaglobulint.

Obrazek ¢. 7 graf jednotlivych
frakei (pikt) elektroforézy - zleva -
albumin, alfal, alfa2, betal, beta2
a gama s monoklondlni frakci v oblasti

gamaglobulinti.

Obr. 7 (Foto: Autorka)
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Obrazek ¢. 8 graf jednotlivych
frakci  elektroforézy s normélnim
rozlozenim imunoglobulinii. Zleva -
albumin, alfal, alfa2, betal, beta2

a gama.

Obr. 8 (Foto: Autorka)

Obrazek ¢. 9 graf jednotlivych
frakci elektroforézy s monoklondlni
frakci v oblasti beta2 globulind. Zleva -
albumin, alfal, alfa2, betal, beta2

a gama.

Obr. 9 (Foto: Autorka)

2.6 Imunofixace séra a moce

Imunofixacni elektroforetickd technika byla pouZita jiz v roce 1969 Alperem
a Johnsonem k detekci genetickych polymorfismil ceruloplasminu a charakterizaci
produktt konverze C3 sloZky komplementu. V roce 1976 byla imunofixace v laboratofi
pfedstavena pro studium a identifikaci polyklonalnich a monoklondlnich gamapatii.

Vzorky pacientli s abnormalnimi vysledky - nadbytecnymi prouzky od Alfal
az po Gama zo6nu elektroforézy sérovych a mocovych proteintl - je nezbytné nutné dale
vysetfit. Imunofixa¢ni technika slouZi k potvrzeni téchto proteinil a specifikaci jejich
biochemické identity - uréeni imunoglobulinové tiidy M-Ig a urceni antigenniho typu
lehkych ftetézei Ig. Pouziva se také jako screening napf. pii podezieni
na AL amyloidozu, kdy byva elektroforéza negativni z dlivodu nizké kvantity M-Ig.

Monoklonélni prouzek se vyznafuje pfitomnosti jediného typu imunoglobulinu.
Ptitomnost prouzki jinych proteind, neZ imunoglobulind, nemize byt definovana jako

monoklonalni.
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Imunofixace je kombinaci -elektroforetické separace proteinlt a naslednou
imunoprecipitaci s vyuzitim specifickych antisér. Jeji citlivost je asi 50krat vyssi
nez elektroforéza a detekuje koncentrace M-Ig kolem 0,2 g/l, v mo¢i kolem 0,04 g/1.
Umoznuje rychlou interpretaci a rychlé vysledky. V zahusténém vzorku moci Ize 1épe
detekovat paraprotein typu lehkych fetézcii (Bence-Jones protein). Vysledky mohou byt
ovlivnény stavem rendlnich funkci, které jsou u monoklondlnich gamapatii casto
alterovany. Metoda je vyuzivdna primarné k detekci monoklonalnich gamapatii, dale
pak k amplifikaci genetickych studif, k vyzkumu & forenzni medicing (Spicka et al.,

2008; Solcova, 2014; Ptibalova informace: Interlab. Acid violet...,2016).

2.6.1 Princip imunofixace séra a moce firmy Interlab

Princip imunofixaéni elektroforézy je vizualizace specifickych proteinti tvorbou
komplexti antigen-protildtka, kterd navazuje na jejich elektroforetickou separaci.
Pacientské vzorky jsou aplikovdny na agarézovy gel do specifickych stop a hlavni
skupiny proteint jsou elektroforézou separovany v alkalickém pH. Po ukonceni migrace
je oSetfena jedna stopa vSech proteinti fixacnim roztokem, ktera slouZzi jako referencni
patern. Ostatni stopy jsou imunofixovany antiséry, které maji rozdilné vazebné specifity
k doménam riznych lidskych imunoglobulinti: téZké fetézce IgG, IgA, IgM a lehké
feté¢zce kappa a lambda. Interakce antigenu (imunoglobulin ve vzorku) a protilatky
antiséra vede k tvorbé nerozpustného komplexu, ktery se v ptipad¢, Ze je vhodny pomér
protilatek k antigeniim, vysrazi jako prouzek. Rychlost precipitace zavisi na teploté,
iontové sile roztoku a pH. Po imunofixaci se agar6zové desticky denaturuji a promyji se
od pfebyte¢nych rozpustnych protein. Imunofixované (vysrazené) proteiny se barvi
a nadbytek barviva se odstrani odbarvovacim krokem. Gel je poté usuSen.

Pozice obarvenych imunofixa¢nich prouzkii se porovnavaji s prouzky referen¢niho
elektroforetického paternu na proteiny a tim se ur¢i biochemickd identita proteini.
U monoklonalnich gamapatii se po vysraZeni vytvoii obvykle pfesné definované, ostré
a oddé¢lené vysrazené prouzky. U polyklonalnich gamapatii se na rozdil od MG vytvori
po vysrazeni difuzni vysrazené prouzky (Piibalovad informace: Interlab. Acid violet,

2016).

38



2.6.2 Interpretace vysledkii imunofixace séra a moce firmy Interlab

Pro potvrzeni nebo vylouceni pfitomnosti monoklonalniho Ig v elektroforeogramu
by méla nasledovat imunofixacni elektroforéza. Je nezbytnd pro identifikaci
imunoglobulinové tfidy a urceni antigenniho typu fetézct Ig. Metodou imunofixace 1ze
také stanovit M-protein, ktery nelze pii elektroforéze detekovat z divodu jeho nizké
koncentrace. Slouzi tedy i jako screening napfi. u podezieni na AL amyloidézu. Dalsi
indikaci také muze byt negativni rutinni elektroforéza u pacienti sléCenym MM
(potvrzeni kompletni remise) (Maisnar et al., 2012).

Vysledky imunofixace hodnoti na naSem oddéleni vysokoSkolsky vzdélany
pracovnik, se kterym jsem vysledky konzultovala.

Ptikladam vybrané obrazky s vysledky 4 pacientd. Na obrazcich miizeme vidét
vysledky elektroforézy, doSetfeni imunofixace séra a pfipadné¢ imunofixace

moce.(Obr. 10 - 18)

Pacient s poradovym c¢islem 113.

Obrazek ¢. 10 vysledek
elektroforézy - monoklondlni
frakce v oblasti gamaglobulinti
- paraprotein 9,24% (6,3 g/l)

na pozici 1.

Obr.10 (Foto: autorka)
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Obrazek €. 11 imunofixacni elfo moce -
kvantitativni proteinurie 0,157 g/I. Albuminurie
10,6 mg/l. Mo¢ zahusténa na koncentraci celkové
bilkoviny 0,808 g/l. Na imunofixacni elektroforéze
mocovych proteinti ptitomen albumin,
gamaglobuliny a lehké+volné lehké fetézce kappa.

Monoklonalni frakce nenalezena.

Obr.11 (Foto: autorka)

Obrazek €. 12 imunofixacni elektroforézy séra
- na imunofixacni elektroforéze sérovych proteini
zjiSténa monoklondlni frakce v oblasti IgM
alehkych fetézci kappa. Dle elfo séra je

koncentrace paraproteinu 6,3 g/1.

Obr.12 (Foto: autorka)

Pacient s poradovym ¢islem 93.

Obrazek €. 13 vysledek
elektroforézy - silnd
monoklondlni frakce v oblasti
gamaglobulini - paraprotein

18,1% (15,5 g/1) na pozici 10.

Obr. 13 (Foto: autorka)
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Obrazek ¢. 14 vysledek imunofixacni
elektroforézy moce - kvantitativni proteinurie
0,130 g/l. Albuminurie 24,1 mg/l. Mo¢ zahuSténa
na koncentraci celkové bilkoviny 0,791 g/l
Na imunofixac¢ni elektroforéze mocovych proteinti

pritomen albumin, alfa- i beta-globuliny, lehké

Obr. 14 (Foto: autorka) a volné lehké fetézce kappa a silna monoklonalni

frakce v oblasti gamaglobulint a lehkych+volnych

lehkych fetézcli lambda (Bence-Jonesova bilkovina), jeji koncentrace je pftiblizné
0,1 g/l.

Obrazek ¢. 15 vysledek imunofixacni elektroforézy

séra - na imunofixacni elektroforéze sérovych proteint

zjisténa monoklonalni frakce v oblasti IgG a lehkych

fetézcl lambda. Dle elfo séra je koncentrace paraproteinu

15,5 g/l

Obr. 15 (Foto: autorka)

Pacient s poradovym cislem 107.

Obrazek ¢. 16 vysledek imunofixacni
elektroforézy séra - na imunofixacni elektroforéze
sérovych proteini pfitomno standardni rozloZeni
imunoglobulinii a lehkych fetézcli, monoklonalni

frakce nenalezena.

Obr. 16 (Foto: autorka)
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Pacient s poradovym ¢islem 92

Obrazek ¢islo 17  vysledek
elektroforézy - na elektroforeogramu
sérovych protemu (pozice 6) neni
monoklonalni frakce wviditelna, avSak
nislednd imunofixace bilkovin séra
prokdzala vyskyt monoklondlni frakce
v oblasti beta2 globulind. Dle doporuceni

se paraprotein kvantifikuje jako celad

Obr. 17 (Foto: autorka) beta2 frakce, tzn. 4,5% (2,7 g/1), realné je
vSak hodnota nizsi.

Obrazek ¢ 18 vysledek imunofixacni
elektroforézy - na imunofixacni elektroforéze
sérovych proteinit zjiSténa monoklondlni frakce
v oblasti IgA a lehkych fetézcl kappa. Dle elfo séra

je koncentrace paraproteinu 2,7 g/l.

Obr. 18 (Foto: autorka)

2.7  Kvantitativni stanoveni volnych lehkych Fetézcit v séru na systémech Roche

cobas® ¢

Imunoglobuliny se skladaji ze dvou identickych tézkych fetézct (a, J, v, € nebo ),
které urcuji tfidu imunoglobulinu, a ze dvou identickych lehkych fetézci (k nebo A).
Dva tézké tetézce jsou kovalentné spojeny v tzv. pantové (hinge) oblasti a kazdy
z lehkych fetézct je kovalentné vazany na tézky fetézec.

U zdravych lidi se v séru vyskytuji vétSinou lehké fetézce vazané pravé na tézké
fetézce, ale mohou se vyskytovat i nizké hladiny volnych fetézct (free light chains,
FLC). To je dusledkem nadprodukce a sekrece FLC plazmatickymi builkami.
Molekulova hmotnost obou lehkych fetézct je 22,5 kDa. Sérové volné lehké tetézce
kappa se vyskytuji jako monomery a volné lehké tfetézce lambda se vyskytuji jako

kovalentné spojeny dimer s molekulovou hmotnosti 45 kDa. Proto maji odliSnou
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rychlost glomeruldrni filtrace a rozdilny pomér v séru u volnych lehkych fetézet k-
FLC/A-FLC (0,625) a u vazanych lehkych fetézct (2,0). Tento test je mnohem citlivéjsi
nez metody SPE (serum protein electrophoresis) a IFE. Jeho zavedeni bylo prilomem
v diagnostice a 1é¢bé MG, piedevsim pak pro diagnozu MM. Pacienti s abnormalné
vysokym pomérem volnych lehkych fetézcl mivaji agresivnéjsi progresi a nepiiznivou
prognozu.

Zvysené hodnoty monoklonalnich FLC v séru jsou spojeny s maligni proliferaci
plazmatickych bunék, AL amyloidézou a chorobou, kterd je spojena s tvorbou depozit
lehkych ftetézcl. ZvySené hodnoty polyklondlnich FLC mohou byt asociovany
s autoimunitnimi chorobami, jako je napf. systémovy lupus erythematodes (SLE).

(Ptibalova informace: Souprava Freelite..., 2014; Wang et al., 2016; Milani et al., 2016)

2.7.1 Princip kvantitativniho stanoveni volnych lehkych ietézcii v séru na systémech

Roche cobas® ¢

Metoda je zaloZzena na turbidimetrickém stanoveni koncentrace rozpustného
antigenu s testovanym vzorkem, ktery obsahuje ptisluSnou protilatku v reakéni nddobce
nebo kyveté. Kyvetou prochdzi svételny paprsek, ktery je rozptylen v disledku
vytvateni nerozpustnych imunokomplexli. Rozptyl svétla je monitorovan méfenim
sniZeni intenzity dopadajiciho svételného paprsku. Protilatka v kyveté je v nadbytku,
proto mnozstvi vzniklych imunokomplexil je imérné koncentraci antigenu.

Nejprve se provede méfeni fady kalibratori o zndmych koncentracich antigenu,
které jsou nezbytné pro konstrukci kalibracni kiivky, kdy je vynaSen méfeny rozptyl
svétla oproti koncentraci antigenu. Neznamé koncentrace vzorkd se odecitaji
z kalibracni kiivky.

Citlivost turbidimetrickych stanoveni se miize zvySit pouZitim tzv. ¢asticového
zesileni, kde principem je navazani protildtky na ¢astice o vhodné velikosti. To zvySuje
relativni signal rozptylu svétla pfi reakci antigenu s protilatkou. (Ptibalova informace:

Souprava Freelite..., 2014)
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2.7.2 Interpretace vysledki kvantitativniho stanoveni volnych lehkych Fetézcii v séru

na systémech Roche cobas® c

Po ukonceni analyzy se vysledky importuji do LIS, kde jsou kontrolovany,
potvrzovany a nasledné odesilany vysokoskolsky vzdélanym pracovnikem, se kterym
jsem vysledky konzultovala.

Vysledky volnych fetézcti kappa, lambda a jejich pomér se hodnoti podle
fyziologického rozmezi hodnot, které nalezneme v (Tab. 6). Hodnoty VLR a poméru
odecitame dle tabulky dodané od vyrobce The Binding Site Group Ltd - interpretace

méieni koncentrace volnych lehkych fetézch v séru (Tab. 5).
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Tabulka ¢. 5 Interpretace méfeni koncentrace volnych lehkych fetézct v séru.

Kappa Lambda Pomér /A Interpretace
normdln{ normaln{ normaln{ normalni sérum
normaln{ suprese BM bez MG
nizké vysoké _
monoklondlni gamapatie
nizké
nizké
normaln{ normdlni sérum
normaln{
nizké
vysoké nizké monoklondlni gamapatie
vysoké
nizké
normalni normalni sérum
vysoké _
normaln{ normaln{ monoklondlni gamapatie
nizké
normalni plg nebo renalni poskozeni
vysoké :
nizké monoklondlni gamapatie
nizké vysoké monoklondlni gamapatie
vysoké monoklondlni gamapatie
normalni
normaln{
vysoké plg nebo renalni poskozeni
normaln{
vysoké vysoké
MG s rendlnim poSkozenim
nizké

MG = monoklondlni gamapatie

BM = kostni dfen

plg = polyklondlni imunoglobulin
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Tabulka €. 6 Rozmezi normélnich hodnot pro stanoveni Freelite

Dospéli, Primérna Median Rozsah 95.
normalni sérum koncentrace koncentrace percentilu
Volné kappa 8,36 (mg/1) 7,30 (mg/1) 3,30-19,40
(mg/l)
Volné lambda 13,43 (mg/l) 12,40 (mg/1) 5,71-26,30
(mg/)
Pomeér* Primér Median Rozmezi
kappa/lambda 0,63 0,60 0,26-1,65

(Pribalova informace: Freelite ™, 201 1)

2.8 Kvantitativni stanoveni jednotlivych imunoglobulini

281 1IgA

ZvySené hladiny polyklondlniho IgA mohou provazet chronické infekce,
autoimunitni poruchy (revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes),
chronicka jaterni onemocnéni, Wiscott-Aldrichliv syndrom a sarkoid6zy. Monoklonalni
IgA naristé v ptipad¢ IgA myelomu.

Snizené hladiny IgA mohou byt zpiisobeny gastroenteropatiemi se ztratami
proteinti nebo ztratami kizi (popaleniny). Dale pfi snizené syntéze IgA u kongenitdlnich
imunodeficitnich poruch, jakou je agamaglobulinemie Brutonova typu. Snizené hodnoty
se mohou také vyskytovat jako opozdény zacatek syntézy IgA u déti ve srovnani

s dospélymi. (Ptibalova informace: IGA-2, 2015).

2.8.2 IgG

Zvysena hodnota polyklondlnich IgG v séru se vyskytuje u systémového lupusu
erythematodes, infek¢nich chorob, cystické fibrozy a chronického onemocnéni jater.
Monoklonélni IgG nartsta pti [gG-myelomu.

Snizena syntéza IgG se vyskytuje pii deficitech jednotlivych podttid IgG, jako je

agamaglobulinemie Brutonova typu, u ziskanych kongenitdlnich imunodeficitnich
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poruch. SniZzené hodnoty IgG v séru je mozné pozorovat pii jejich ztratach (enteropatie,
nefroticky syndrom, popaleniny), dale pii zvySeném metabolismu (Wiskott-Aldrichtiv
syndrom, pfitomnost protildtek proti imunoglobulinim, myotonicka dystrofie).

(Ptibalova informace: IGG-2, 2015).

2.8.3 IgM

Zvysené koncentrace polyklondlniho IgM se vyskytuji u parazitické, virové
nebo bakteridlni infekce, revmatoidni artritidy, onemocnéni jater, cystické fibrézy,
lupénky a heroinové toxikémie. Monoklondlni IgM je zvySeny u Waldenstromovy
makroglobulinémie.

Snizené  hladiny mohou byt zpisobeny zvySenou  ztrdtou IgM
(popdleniny, enteropatie =~ se  ztritou  proteinll), snizenou  syntézou IgM
(kongenitdlni a ziskané formy imunodeficience), opozdény zacatek syntézy IgM
z diivodu nizsich koncentraci IgM u déti ve srovnani s dospélymi. (Ptibalova informace:

IGM-2, 2015).

2.8.4 Princip testu IgA, IgG a IgM na systémech cobas 501/502

Principem testu je imunoturbidimetrické stanoveni. Protilatky proti IgA reaguji
s antigenem ve vzorku. Vysledkem je aglutinace, vznik komplexu antigen/protilatka
ajeho turbidimetrické méfeni. Urychleni reakce a dosaZeni jejiho koncového bodu
dosdahneme ptidanim PEG (polyethylenglykol). Ten také zvySuje citlivost metody
a snizuje nebezpeci faleSn¢ negativnich vysledkl pfi nadbytku antigenu. (Ptibalova

informace: IGA-2, IgM-2, 1gG-2, 2015).
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3 Vysledky

Celkem bylo vysSetfeno na Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pisek a.s.
odledna 2016 do dubna 2016 123 vzorkii na pfitomnost monoklondlniho
imunoglobulinu. Fyziologickych bylo 65 vzorkli. 8 bylo s ndlezem polyklondlniho
zmnozeni imunoglobulini. Vzorkli s nalezem paraproteinu v séru, v moci
nebo s patologickymi hodnotami VLR a jejich poméru bylo celkem 50. Z této skupiny
meli 3 pacienti fyziologické vysledky VLR a ndlezy na ELFO a IFE. Pacientt, ktefi
méli patologické hodnoty VLR a jejich poméru a byli bez ndlezu paraproteinu na ELFO
a IFE bylo celkem 15. Pacientd, ktefi byli zatazeni do kategorie jiny rozpor, jelikoz méli
ndlez monoklondlni komponenty pouze v moc¢i nebo jim nékterd z metod nebyla viibec
indikovana Iékafem, bylo celkem 32. Ze souboru téchto 32, bylo 17 pacientt, kteti méli
nalez paraproteinu na ELFO, IFE i patologické hodnoty VLR ajejich poméru.
U 2 pacienti byla nalezena Bence-Jonesova bilkovina (volné lehké fetézce) na IFE
vmoci, sérum bylo fyziologické a VLR nebylo indikovano lékafem. U dalSich
13 pacientli nebylo vySetfeni VLR vibec indikovano lékafem a proto nelze posoudit
korelaci jejich vysledki s nalezy na ELFO a IFE. Hodnoty jednotlivych vySetfeni uvadi
tabulka ¢. 7 a diagnostické ndlezy tabulka €. 8 (viz pfiloha). Vzorky byly rozdéleny
do ctyt kategorii a ctvrtd kategorie dale do osmi podkategorii. Jednotlivé kategorie

patologickych nalezl s poctem pacientl uvadi tabulka €. 9.
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Tabulka 9. Jednotlivé kategorie patologickych nélezl s poctem pacientii

Kategorie Popis kategorie Pocet
1 negativni ELFO, negativni IFE/pozitivni VLR 15
2 pozitivni ELFO, pozitivni IFE/negativni VLR 3
3 jina polyklonalni zmnoZeni imunoglobulini 8
4 jiné rozpory ve vysledcich 33

4.1 pozitivni ELFO, pozitivni IFE/VLR nevysetieno 9
4.2 pozitivni mo¢/negativni sérum 2
4.3 pozitivni ELFO, pozitivni IFE, pozitivni VLR/mo¢ nevysetfena 11
4.4 negativni ELFO, pozitivni IFE, pozitivni VLR 1
4.5 negativni ELFO, pozitivni IFE/VLR nevysetfeno 1
4.6 pozitivni ELFO, pozitivni IFE, pozitivni VLR/negativni mo¢ 2
4.7 vse pozitivni 3
4.8 pozitivni ELFO, pozitivni IFE, pozitivni mo¢/VLR nevysetfeno 3
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4 Diskuse

Monoklondlni gamapatie je stale aktudlnéj$i téma. Diagnostika 1 terapie
onemocnéni s ni spojenych ma neustdvajici progres. Jeji v€asny zachyt je velmi
dualezity pro zahajeni 1€cby a pro delsi preziti pacienta (Tichy, 2012).

Tato porucha se vyskytuje u 3,2% osob ve véku > 50 let. ZvySeni pouze jednoho
typu volného lehkého fetézce imunoglobulinu (k nebo A) je zjisténo u 0,7-0,8% osob
starSich 50 let. VétSina osob s ndlezem monoklonalniho imunoglobulinu splituje kritéria
tzv. monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). Toto onemocnéni vSak neni
pro svého nositele zdvazné jen zvySenym rizikem transformace v MM nebo jinou
vaznou hematologickou chorobu, ale i toxicitou monoklondlni komponenty. Ta miize
poskozovat organismus svou autoprotilatkovou aktivitou, svymi depozity v organech
(napt. poskozeni ledvin), vazbou na uréité antigeny (napi. nemoc chladovych
aglutininil), anebo svymi fyzikdlnimi vlastnostmi (napf. kryoglobulinémie). Pokud je
pacientovi diagnostikovdna MGUS je doporuceno sledovani, jehoz cilem je vc€asné
podchyceni nejen transformace do symptomatického MM nebo jiného zavazného
maligniho onemocnéni, ale i zamezeni vzniku téchto komplikaci. Premaligni klon
plazmocyti v kostni dfeni také zplisobuje jeji zmény a ty maji pfimé dopady
na postizené osoby. U osob s MGUS je Casty vyskyt osteopordzy a oproti ostatni
populaci také zvysené riziko fraktur kosti. Dale je u postizenych s MGUS zaznamenano
vetsi riziko bakteridlnich infekei a tromboembolickych komplikaci oproti stejné staré
populaci bez MGUS (Adam et al., 2014).
elektroforéza sérovych proteinli, imunofixacni elektroforéza bilkovin séra a moce,
imunoturbidimetrie a imunonefelometrie (Sumna et al., 2006)

Celkem bylo vySetfeno na Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pisek a.s.
odledna 2016 do dubna 2016 123 wvzorklh na pfitomnost monoklonalniho
imunoglobulinu. Fyziologickych bylo 65 vzorkli. 8 bylo s nalezem polyklonalniho
zmnozeni imunoglobulini. VzorkG s nalezem paraproteinu v séru, v moci nebo
s patologickymi hodnotami VLR a jejich poméru bylo celkem 50. Z této skupiny méli
3 pacienti fyziologické vysledky VLR a nélezy na ELFO a IFE. Pacienti, kteti m¢li
patologické hodnoty VLR a jejich poméru a byli bez ndlezu paraproteinu na ELFO
a IFE bylo celkem 15. Pacientt, kteti byli zafazeni do kategorie jiny rozpor, jelikoz méli

ndlez monoklonalni komponenty pouze v mo¢i nebo jim néktera z metod nebyla viibec
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indikovéna Iékatem, bylo celkem 32. Ze souboru téchto 32, bylo 17 pacientt, kteti méli
nalez paraproteinu na ELFO, IFE i patologické hodnoty VLR ajejich poméru.
U 2 pacientli byla nalezena Bence-Jonesova bilkovina (volné lehké fetézce) na IFE
v moc¢i, sérum bylo fyziologické a VLR nebylo vysetieno. U dalSich 13 pacientii nebylo
vySetieni VLR vibec indikovano lékafem a proto nelze posoudit korelaci jejich
vysledkt s nalezy na ELFO a IFE.

V souboru pacientll jsem si v§imala pfedevS§im korelace VLR a jejich poméru
k ndlezu na ELFO a IFE. V literatufe jsem si nasla udaje o hodnoceni kategorii
vysledkll stanoveni hodnot VLR a jejich poméru a i podle mych vysledkil usuzuji
(viz stanovend hypotéza), ze abnormdlni hodnoty poméru /A a jejich zvysené
koncentrace spiSe podporuji diagndzu monoklondlni gamapatie (a pfedpokladala bych
pozitivni nalez monoklonélni komponenty i na ELFO a IFE). Abnormalni hodnoty
poméru /A a jejich zvySené koncentrace tedy vyzaduji podrobngjsi Setfeni
(pokud diagnéza neni piesné urcena), jelikoz hraniéné zvysSené hodnoty VLR se mohou
vyskytovat napi. také pii poSkozeni ledvinovych funkci. V kazdém ptipadé bych
doporucila, pokud jsou zvySené koncentrace k a A a hodnoty jejich poméru (k/A) jsou
abnormadlni, provést také ptislusné testy renalni funkce.

I kdyz se v mém souboru vyskytli pacienti s nefrologickou diagnézou (chronické
onemocnéni ledvin), v 99% ptipadl se jednalo o pacienty s diagn6zou hematologickou.
Ti jsou pro své onemocnéni nadale sledovani a vySetfovani v hematologické poradné.
Dile jsem zjistila, ze pacientim, ktefi maji ndlez monoklondlniho imunoglobulinu
na ELFO, IFE a zaroven patologické hodnoty VLR a jejich poméru, bylo ve vétSiné

ptipadl diagnostikovdno onemocnéni monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu.
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5 Zavér

Zaveérem mohu fici, ze vSechny tfi metody k prikazu, kvantifikaci a specifikaci
monoklonélnich imunoglobulinti, i metody podporujici diagnostiku monoklondlnich
gamapatii (stanoveni CB, albuminu a jednotlivych imunoglobulin) jsem si fadné
vyzkousela. Ziskala jsem zkuSenosti o zpracovani vzorku, piipravé a manipulaci
s analyzdtorem v praxi. Sezndmila jsem se se vSemi fazemi laboratorniho procesu
(preanalyticka, analytickd 1 postanalyticka faze) od pfijmu a kontroly Zzadanky
a dodaného materidlu, zapisu pozadavkt do LIS, pfipravu pracovniho listu a pomicek
pro provedeni analyzy, ddle zpracovani vzorkl a ukonceni analyzy. Po celou dobu jsem
dodrzovala pracovni postupy a zasady spravné laboratorni praxe pii manipulaci se
vzorky, jejich zpracovani i uchovéani po analyze. Po ukonceni analytické faze jsem
ziskané vysledky vyhodnocovala a konzultovala s odbornymi pracovniky (Iékaii a VS
analytiky) Oddé¢leni klinické biochemie Nemocnice Pisek a.s.

Komplexni diferencidlni diagnostika monoklonalnich gamapatii je velmi dilezita
pro v€asny zachyt nemoci a pro nasledné monitorovani pribéhu. Jako pozitivni vnimam
fakt, ze Odd¢leni klinické biochemie Nemocnice Pisek a.s. ma ve své nabidce metody
nejen zakladni, ale i metody dopliujici diagnézu monoklondlnich gamapatii.
Ke komplexni diagnostice piispiva také to, ze jsou vySetfovany nejen séra, ale i vzorky
moci pacienttl.

V souboru pacientli, s jejichz daty jsem pracovala, korelovalo 17 vysledkt
naméfenych sérovych hladin volnych lehkych fetézcti kappa a lambda a jejich poméru
s ndlezy na elektroforéze bilkovin a néasledné imunofixacni elektroforéze. U 15 pacientil
vysledky hodnot VLR (a jejich poméru) s ndlezy na ELFO a IFE nekorelovalo. Jednou
z pii¢in mize byt poskozeni ledvin, pfi kterém mohou byt hodnoty VLR a poméru

rovnéz zvysené, pritom nalez M-Ig a diagn6za MG nemusi byt viibec prokazana.
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7 Priloha

Tabulka ¢. 7 hodnoty jednotlivych vysetieni

monoklona
poradi nalez TP(g/) ALB(g/1) Kappa(g/l) | Lambda(g/l) | Pomér (k/A) 1GA(g/l) 1GG(g/1) IGM(g/I) Ini
frakce(g/1)
1 bez ndlezu 50,5 33,5 - - - - <30 034 | -
2 bez nalezu | 75,3 47,4 2,92 10,16 0,98 | -
3 bezndlezu | 71,0 34,4 4,99 16,65 049 | -
4 bez ndlezu | 64,9 45,6 - 0,85 6,74 0,18 | -
5 bez ndlezu 69,3 42,6 - - - - - e
6 bez nalezu | 56,0 29,7 - 3,60 11,00 0,70 | -
7 bez nilezu | 68,2 40,9 33,47 21,31 1,57 2,65 7,94 1,58 | -
8 bez nélezu 50,6 24,9 - - | -
9 bez ndlezu | 63,5 41,6 1,67 7,21 036 | -
10 bez nalezu 72,1 41,3 - - - 3,51 11,24 0,66 | -
11 bezndlezu | 73,4 45,1 Y
12 bez nélezu 78,0 42,0 ---- - ---- - -—-- e B
13 bez nélezu 72,3 37,2 3,13 15,48 I
14 bez nélezu 66,3 44,3 ---- - ---- - -—-- e B
15 bezndlezu | 62,2 35,4 1,84 9,12 067 | -
16 bez ndlezu | 67,3 46,9 1,75 5,32 /2200 -
17 bez ndlezu 65,2 43,6 - - - - - T
18 bez nalezu 70,8 44,3 - - - - ---- L
19 bez ndlezu 54,5 36,3 - - - 2,21 4,74 1,05 | -
20 bez nélezu 60,9 33,3 ---- - ---- - ---- e
21 bez nalezu 78,6 46,0 ---- - ---- 4,27 17,57 0,52 | -
22 bez nalezu | 73,8 46 24,14 14,72 1,64 4,16 10,41 1,17 | -
23 bez nalezu 67,0 33,9 ---- - ---- - - R
24 bez ndlezu | 77,0 43,7 N [ ——
25 bez ndlezu | 60,9 33,8 3,27 9,44 061 | -
26 bez ndlezu | 67,8 44,4 1,40 9,18 080 | -
27 bez ndlezu | 78,3 38,4 5,61 18,60 251 | -
28 bez ndlezu | 67,2 44,0 0,95 9,30 2N (-
29 bez nalezu 76,7 46,7 ---- - ---- - - R
30 bez nalezu | 72,4 41,6 - 4,21 12,53 0,63 | -
31 bez nalezu 72,2 42,7 ---- - ---- - - R
32 bez nélezu 49,4 33,1 ---- - ---- 0,07 2,65 037 |
33 bez ndlezu | 75,3 44,6 2,45 13,01 038 | -
34 bez ndlezu | 68,8 43,1 - 2,57 9,58 1,17 | ———
35 bezndlezu | 72,1 44,5 2,43 10,68 050 | -
36 bez ndlezu | 68,2 45,8 - 0,90 7,16 084 | -
37 bez nalezu 71,1 48,7 ---- - ---- 1,44 7,47 0,43 | -
38 bez nélezu 68,7 43,9 ---- - ---- - - B
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monoklona
poradi nalez TP(g/) ALB(g/1) Kappa(g/l) | Lambda(g/l) | Pomér (k/A) 1GA(g/l) 1GG(g/1) IGM(g/I) Ini
frakce(g/1)
39 bezndlezu | 62,4 31,8 27,9 17,88 1,56 2,51 8,51 0,66 | -
40 bez ndlezu | 59,1 28,3 - 4,35 11,49 0,67 | -
41 bez nalezu 59,8 33,6 ——-- -—-- —--- -—-- -—-- e I
42 bez nalezu | 72,8 46,6 - 3,16 10,79 061 | -
43 bez ndlezu | 70,7 40,4 4,10 11,50 L I B
44 bez ndlezu | 64,6 45,5 === 0,96 5,48 047 | -
45 bez ndlezu 63,4 34,1 - - - - - e
46 bez ndlezu | 61,9 40,3 === - e s | e——
47 bez ndlezu 64,8 34,0 - - - - - e
48 bez ndlezu | 67,5 41,3 - 1,54 13,14 0,66 | -
49 bezndlezu | 72,3 44,0 18,42 13,65 1,35 2,40 14,20 200 | -
50 bez nalezu | 71,6 45,6 - - 2,69 9,54 1,31 | -
51 bezndlezu | 67,2 39,1 3,92 8,98 032 | -
52 bez nalezu | 71,0 42,6 25,08 18,16 1,38 1,67 7,65 1,72 | -
53 bezndlezu | 71,3 45,5 |
54 bez ndlezu | 66,0 49,6 6,05 6,52 0,93 0,10 3,20 040 | -
55 beznalezu | 64,7 40,2 2,93 7,42 052 | e
56 bez ndlezu | 76,6 43,8 4,70 11,80 V67N (===
57 bez ndlezu | 69,5 43,3 2,45 10,64 056 | -
58 bez nalezu 62,9 41,2 - - - - - T
59 bezndlezu | 70,1 43,3 2,18 11,22 1,20 | -
60 bez nalezu 61,1 34,1 - - - - - T
61 bez ndlezu | 77,8 35,0 e
62 bez ndlezu | 68,8 38,4 — - N
63 bez nélezu | 60,7 34,3 2,30 7,80 080 |
64 bez ndlezu | 63,7 38,8 2,00 8,90 130NN R
65 bez ndlezu 68,6 46,5 -—-- - - - ---- e
66 bez nalezu | 74,6 44,9 - - 2,87 14,64 1,75 | -
67 bez ndlezu 78,7 37,6 -—-- - - - ---- e
68 bez nalezu 72,9 44,7 - - - - - T
69 bezndlezu | 72,8 45,1 35,68 21,84 1,63 1,94 11,89 054 | -
70 bez ndlezu | 74,8 34,9 37,21 30,91 1,20 6,05 17,02 25705
71 bez nalezu | 80,1 36,8 4,42 24,12 061 | -
72 bez ndlezu | 66,3 43,1 1,29 8,91 064 | -
73 bez ndlezu | 70,4 46,4 2,43 9,67 030 | -
74 nalez 71,9 48,1 18,62 9,36 1,99 - - I
75 nalez 74,3 47,6 4,1
76 nalez 74 40,6 70,72 51,43 1,38 3,55 14,66 0,84 3,7
77 nalez 66,7 49,5 0,85 6,18 0,19 3,7
78 nalez 69,7 37,9 - 0,12 5,38 22,35 9,2
79 nalez 69,1 46,2 2,15 8,73 2,5
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monoklona
poradi nalez TP(g/) ALB(g/1) Kappa(g/l) | Lambda(g/l) | Pomér (k/A) 1GA(g/l) 1GG(g/1) IGM(g/I) Ini

frakce(g/1)
80 nalez 70,6 47,0 4,6
81 nélez 66,6 43,1 58,3 26,96 2,16 3,10 6,27 IR
82 nalez 74,7 42,5 32,98 12,88 2,56 13,0
83 nélez 72,8 44,0 36,71 20,44 1,80 SR (R
84 nalez 68,7 47,6 0,68 6,53 0 | ——
85 nalez 58,8 41,3 0,58 5,12 0,63 <1
86 nélez 57,4 37,3 129,18 44,21 2,92 2,70 5,85 0,49 1,7
87 nalez 76,2 50,3 26,7 11,52 2,32 0,65 10,49 IR —
88 nélez 78,4 43,3 49,26 18,86 2,61 4,24 14,62 B ||
89 nélez 58,4 41,6 24,38 13,13 1,86 1,24 6,09 0,29 | -
90 nalez 66,5 43,4 67,18 22,76 2,95 2,14 7,98 0,87 | -
91 nélez 65,7 38,3 - - - - 11,27 - 2,1a0,5
92 nalez 64,0 39,7 79,98 28,13 2,84 4,42 - - 2,7
93 nélez 85,6 45,9 30,35 499,95 0,06 0,91 24,27 1,46 15,5
94 nalez 77,1 45,6 8,29 1,5-2a1,0
95 nalez 73,2 44,6 50,4 19,38 2,60 2,39 12,23 0,60 | -
96 nélez 65,4 40,4 37,15 31,58 1,18 1,48 8,55 0,81 1,0a1,0
97 nélez 62,1 33,4 - - - - - 19,50 12,3
98 nalez 92,1 26,2 - - -—-- 39,10 3,32 0,20 40,7
99 nélez 69,1 44,3 - - - 5,59 7,97 0,75 7,1
100 nalez 68,9 43,3 41,08 18,63 2,21 1,63 10,45 1,82 3,2
101 nélez 75,3 44,7 30,96 17,60 1,76 5,92 11,37 0,48 | -
102 nalez 74,9 46,6 - - -—- 3,01 10,94 0,73 2,3
103 nalez 86,9 47,1 - - - 0,33 27,45 0,48 19,4
104 nalez 80,3 46,7 34,83 17,11 2,04 4,52 13,58 1,18 5,0
105 nélez 70,2 44,8 31,97 17,99 1,78 2,13 8,73 1,38 | -
106 nalez 68,8 41,8 100,85 47,03 2,14 3,25 9,11 0,52 | -
107 nélez 63,8 42,9 - - - - - el
108 nélez 69,1 40,3 55,3 16,03 3,45 1,15 9,57 3,38 4,6
109 nalez 87,6 48,7 402,13 10,98 36,93 - - - 15,4
110 nélez 76,5 46,5 27,01 12,44 2,17 3,20 12,41 0,65 6,1
111 nalez 72,1 46,4 32,59 17,19 1,90 1,38 11,03 @ | e
112 nélez 71,3 42,1 27,4 14,79 1,85 3,53 7,58 8,71 6,1
113 nalez 70,5 42,2 34,08 13,96 2,44 5,09 8,30 0,48 3,7a6,4
114 nalez 75,4 43,1 39,68 11,35 3,50 3,60 16,40 0,60 5,3
115 nélez 70,9 40,8 23,43 12,72 1,84 1,50 14,40 1,00 2,5
116 nalez 75,4 45,3 27,9 41,81 0,67 0,78 16,39 0,76 9,1
117 nalez 52,9 28,0 65,33 35,82 1,82 3,01 10,79 0,87 | -
118 nélez 74,9 35,8 97,81 30,52 3,20 4,24 22,23 0,60 | -
119 nélez 73,2 46,1 38,27 17,66 2,17 1,38 13,90 0,21 3,6a3,4
120 nalez 72,4 42,2 82,29 29,78 2,76 1,44 15,85 0,22 | -
121 nélez 72,6 41,9 58,29 21,2 2,75 3,80 11,23 0,68 1,4
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122 nalez 74,0 40,6 53,32 46,66 1,14 3,73 14,00 0,86 3,7
123 nalez 68,2 45,0 23,64 14,22 1,66 1,98 8,83 0,61 | -
Tabulka €. 8 jednotlivé diagnostické nalezy
poradi nalez kategorie ELFO IFE U/IFE typ frakce, popis nalezu

1 bez ndlezu negativni - - ——-
2 bez nélezu negativni - .. —

na IFE zjisténo polyklondini zmnozeni
3 bez nélezu 3 negativni - - gamaglobulini s pfevahou IgG, IgA a

lehkych fetézcll kappa
4 bez nalezu negativni - - -
5 bez ndlezu negativni - - ——-
6 bez ndlezu negativni | negativni negativni -
podle VLR a poméru svéddi pro
7 bez ndlezu negativni | negativni negativni
monoklondini gamapatii

8 bez ndlezu negativni | negativni negativni -
9 bez ndlezu negativni | negativni - -
10 bez nalezu negativni - - -
11 bez nélezu negativni - - ——-
12 bez nalezu negativni - - -

na IFE zjisténo polyklondini zmnozeni
13 bez nélezu 3 negativni | negativni - gamaglobulin( s pfevahou IgG a lehkych

fetézcl kappa
14 bez nalezu negativni - - -
15 bez nélezu negativni | negativni - —-
16 bez nalezu negativni - - -
17 bez ndlezu negativni - - -
18 bez nalezu negativni - - -
19 bez nélezu negativni | negativni - -
20 bez nalezu negativni - -
21 bez ndlezu negativni - - -
hodnoty VLR a poméru svéd¢i pro
22 bez ndlezu 3 negativni - - produkci polyklondlnich Ig nebo pro
renalni poskozeni

23 bez nélezu negativni - - -
24 bez nélezu negativni - -—-
25 bez nélezu negativni | negativni negativni -
26 bez nalezu negativni | negativni negativni -
27 bez ndlezu negativni - - -
28 bez nalezu negativni | negativni - -
29 bez ndlezu negativni - - -
30 bez nalezu negativni - - -
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poradi nalez kategorie ELFO IFE U/IFE typ frakce, popis nélezu
31 bez nalezu negativni -— J— —
32 bez nélezu negativni S -
33 bez nalezu negativni -— j— —
34 bez ndlezu negativni | negativni -—-- —
35 bez nélezu negativni | negativni negativni -
36 bez ndlezu negativni | negativni -—-- —
37 bez nalezu negativni -— J— —
38 bez nalezu negativni - — —-
hodnoty VLR a poméru svéd¢i pro
39 bez nélezu 3 negativni | negativni negativni produkci polyklondlnich Ig nebo pro
renalni poskozeni
40 bez ndlezu negativni | negativni - S
41 bez nélezu negativni
42 bez nélezu negativni -
43 bez nélezu negativni | negativni negativni -
44 bez nélezu negativni -
45 bez ndlezu negativni J— —— —
46 bez nélezu negativni — S —
47 bez nélezu negativni
48 bez nélezu negativni — - —
49 bez nalezu negativni | negativni - —
50 bez nélezu negativni — - —
51 bez nélezu negativni
hodnoty VLR a poméru svéd¢i pro
52 bez nédlezu 3 negativni | negativni - produkci polyklondlnich Ig nebo pro
renalni poskozeni
53 bez nalezu negativni
54 bez ndlezu negativni | negativni - e
55 bez nélezu negativni
56 bez nélezu negativni — - —
57 bez nélezu negativni — — —
58 bez nalezu negativni S —
59 bez nélezu negativni — J— —
60 bez nalezu negativni S —
61 bez nélezu negativni — J— —
62 bez nélezu negativni - —
63 bez nalezu negativni | negativni - —
64 bez nélezu negativni | negativni --e- e
65 bez nélezu negativni | negativni negativni -
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poradi nalez kategorie ELFO IFE U/IFE typ frakce, popis nélezu
66 bez nalezu negativni - - -—--
67 bez nélezu negativni - - -
68 bez ndlezu negativni - - -
hodnoty VLR a poméru svéd¢i pro
69 bez nélezu 3 negativni - - produkci polyklondlnich Ig nebo pro
renalni poskozeni
hodnoty VLR a poméru svédci pro
70 bez ndlezu 3 negativni | negativni negativni produkci polyklonalnich Ig nebo pro
renalni poskozeni
na IFE zjisténo polyklondini zmnozeni
71 bez nélezu 3 negativni | negativni negativni gamaglobulinC s pfevahou IgG a lehkych
fetézcl kappa
72 bez nalezu negativni - - -
73 bez nélezu negativni - - -
podle VLR a poméru svéd¢i pro
74 nalez 1 negativni | negativni negativni
monoklondini gamapatii
IgA a lehké kappa fetézce v oblasti
75 nélez 4 pozitivni | pozitivni -
beta2globulinG
76 nalez 2 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké retézce lambda
pozitivni - v oblasti kappa pfitomna
77 nalez 4 negativni | negativni 1gG a lehké lambda fetézce
monoklonalni frakce
78 nalez 4 pozitivni | pozitivni 1gM a lehké kappa fetézce
79 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
80 nalez 4 pozitivni | pozitivni negativni IgA a lehké kappa fetézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
81 nélez 1 negativni | negativni - monoklondlni gamapatii s renalnim
poskozenim
82 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
83 nélez 4 negativni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
84 nalez 4 pozitivni | pozitivni negativni 1gG a lehké kappa retézce
85 nélez 4 negativni | pozitivni negativni 1gM a lehké kappa retézce
86 nalez 4 pozitivni | pozitivni negativni 1gG a lehké lambda fetézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
87 nalez 1 negativni | negativni negativni
monoklondlni gamapatii
podle VLR a poméru svéd¢i pro
88 nalez 1 negativni | negativni -
monoklondlni gamapatii
podle VLR a poméru svéd¢i pro
89 nalez 1 negativni | negativni negativni
monoklonalni gamapatii
podle VLR a poméru svédéi pro
90 nalez 1 negativni | negativni negativni
monoklonalni gamapatii
91 nalez 4 pozitivni | pozitivni negativni obé frakce 1gG a lehké kappa retézce
92 nalez 4 pozitivni | pozitivni - IgA a lehké kappa fetézce
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poradi nalez kategorie ELFO IFE U/IFE typ frakce, popis nélezu
pozitivni 0,1g/1 v oblasti gamaglobulind
93 ndlez 4 pozitivni | pozitivni a lehkych + volnych lehkych fetézcl 1gG a lehké lambda fetézce
lambda
94 nalez 4 pozitivni | pozitivni - obé frakce IgM a lehké kappa retézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
95 nalez 1 negativni | negativni negativni
monoklondini gamapatii
96 nalez 4 pozitivni | pozitivni - obé frakce IgG a lehké kappa retézce
pozitivni-2frakce volnych lehkych
97 nalez 4 pozitivni | pozitivni 1gM a lehké kappa retézce
fetézcl kappa
98 nalez 4 pozitivni | pozitivni IgA a lehké kappa fetézce
pozitivni do 0,05g/I v oblasti lehkych a
99 nalez 4 pozitivni | pozitivni IgA a lehké kappa fetézce
volnych lehkych kappa fetézcl
100 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
podle VLR a poméru svéddi pro
101 nélez 1 negativni | negativni -
monoklondini gamapatii
102 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
pozitivni-2frakce v oblasti
103 nalez 4 pozitivni | pozitivni gamaglobulin( a lehkych + volnych 1gG a lehké kappa retézce
lehkych fetézcl kappa
104 nalez 4 pozitivni | pozitivni 1gG a lehké kappa retézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
105 nélez 1 negativni | negativni negativni
monoklondini gamapatii
podle VLR a poméru svédci pro
106 nalez 1 negativni | negativni monoklondlni gamapatii s renalnim
poskozenim
pozitivni v oblasti lehkych volnych
107 nalez 4 negativni | negativni -
fetézcl lambda, frakce 20-30 mg
108 nalez 4 pozitivni | pozitivni 1gM a lehké kappa fetézce
109 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gM a lehké kappa retézce
110 nalez 4 pozitivni | pozitivni 1gG a lehké kappa retézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
111 nalez 1 negativni | negativni -
monoklonalni gamapatii
112 nélez 4 pozitivni | pozitivni negativni 1gM a lehké kappa retézce
pozitivni-2frakce v oblasti
113 nalez 4 pozitivni | pozitivni gamaglobulint a lehkych volnych 1gG,IgA a lehké kappa fetézce
fetézcl kappa
114 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa fetézce
115 nalez 4 pozitivni | pozitivni —-ee 1gG a lehké lambda fetézce
116 nalez 2 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké lambda fetézce
podle VLR a poméru svéd¢i pro
117 nalez 1 negativni | negativni negativni monoklonalni gamapatii s rendlnim

poskozenim
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poradi nalez kategorie ELFO IFE U/IFE typ frakce, popis nalezu
podle VLR a poméru svéd¢i pro
118 ndlez 1 negativni | negativni negativni monoklondini gamapatii s rendlnim
poskozenim
pozitivni v oblasti lehkych volnych
119 nalez 4 pozitivni | pozitivni obé frakce v IgG a lehké kappa retézce
fetézcl kappa
podle VLR a poméru svéd¢i pro
120 nalez 1 negativni | negativni - monoklonalni gamapatii s rendlnim
poskozenim
121 nalez 4 pozitivni | pozitivni - 1gG a lehké kappa retézce
122 nalez 2 pozitivni | pozitivni negativni 1gG a lehké lambda fetézce
podle VLR a poméru svédéi pro
123 nalez 1 negativni | negativni negativni

monoklondlni gamapatii
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Seznam zKkratek

a.s. akciova spole¢nost
APC antigen prezentujici buiika
APTT aktivovany parcialni tromboplastinovy c¢as (activated partial

thromboplastin time)

ATP adenosintrifosfat

B-CLL chronicka lymfaticka leukemie z B lymfocyt
BCR antigenng specificky receptor B lymfocyta
BCG Bromkrezlova zelen (Bromocresol green)

CB celkova bilkovina

CE kapilarni elektroforéza (capillar electrophoresis)
cP centipoise

CR Ceska republika

ELFO elektroforéza

Fab fragment vézajici antigen (fragment antigen binding)
Fc krystalizujici fragment (fragment crystallizable)
FLC volné lehké fetézce (free light chains)

GIT gastrointestinalni trakt

g/l gram na litr

IFE imunofixacni elektroforéza

Ig imunoglobulin

IgA imunoglobulin A

IgDh imunoglobulin D

IgE imunoglobulin E

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

Ka asocia¢ni konstanta

Kd disociacni konstanta

KDa kilodalton

1/mol litr na mol

LIS laboratorni informacni systém

MG monoklondlni gamapatie

mg/l miligramy na litr
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MGUS monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (Monoklonal

gammopathy of undetermined significance)

M-Ig monoklondlni imunoglobulin

M-IgA monoklondlni imunoglobulin A

M-IgG monoklondlni imunoglobulin G

MM mnohocetny myelom

napf. naptiklad

PC pocitac

PEG polyethylenglykol

PTK protein-tyrozin kindza

Quick tromboplastinovy ¢as, Quickiiv test

RMG registr monoklonalnich gamapatii

RTG rentgen

Sc sekre¢ni komponenta

SLE systémovy lupus erythematodes

SPE elektroforéza sérovych proteini (serum protein elektrophoresis)
SR Slovenskd republika

S_TP celkovy protein v séru (total serum protein)

TP celkovy protein (total protein)

U_TP celkovy protein v moci (total urine protein)

uv ultrafialové-viditené spektrum (ultraviolet spectrum)
IMiDS imunomodulaéni 1é¢iva (immunomodulatory drugs)
PI inhibitor protedz (protease inhibitor)
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