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4 VYSETROVACI TECHNIKY
U SYSTEMOVE AL AMYLOIDOZY

4.1 Pfehled vysetfovacich metod

Vzhledem k neuspokojivym vysledk@im 1é¢by po-
krocilé faze systémové AL amyloidézy je naléhavym
pozadavkem rozpoznat onemocnéni jiz v jeho pocatecni
fazi. Klicovym predpokladem spravné diagnozy je poza-
davek, aby 1ékafi v klinické praxi na toto onemocnéni
mysleli. K podezfeni na diagnézu AL amyloidéza by
méla vést zejména pritomnost nefrotického syndromu
s pfipadnou rendlni insuficienci, nedilata¢ni kardio-
myopatie s restriktivnim plnénim, nejasné periferni
a/nebo autonomni neuropatie a ostatnich klinickych,
resp. mnohotvarnych subjektivnich pfiznakl a ob-

Tab. 4.1

jektivnich pfiznakd (tab. 3.1, kap. 3. Klinicky obraz
systémové AL amyloiddzy). Za téchto okolnosti je po-
vinnosti 1ékate patrat po pritomnosti MIg standardni
a imunofixacni elektroforézou séra, resp. zvySenych
hladindch VLR v¢etné patologie poméru /A (Freelite)
av pripadé jejich pritomnosti odeslat nemocného k do-
vySetfeni na nejbliz§i hematologické oddéleni (Bird,
2004; S¢udla, 2009; Gertz , 2009 a 2010). VEasné rozpoznani
systémové AL amyloid6zy vyZaduje vedle dobré znalosti
nemoci i notnou davku diagnostické invence. Prehled
zakladnich i vybérové indikovanych vySetfeni pfi po-
dezieni na systémovou AL amyloid6zu je uveden v tab.
4.1 (Dispenzieri, 2012), vlastni diagnosticky algoritmus je
shrnutvtab. 5.1 (kap. 5. Diagnosticka kritéria a postu-
Py u systémové AL amyloidézy).

Pfehled vysetfeni nezbytnych pro diagndzu a urceni stadia AL amyloiddzy (volné dle Dispenzieri, 2012)

Vsichni nemocni
Tkanova biopsie
Necilend, pripadné cilena biopsie organt

hmotnostni spektrometrie)
Vysetreni krve a kostni dfené
VySetreni krevniho obrazu

Biochemické vysetieni séra

Vysetifeni moée/24 hod.

Vysetreni srdce

RTG hrudniku

EKG

Echokardiografie véetné tkanové dopplerometrie
Holterovské monitorovani srde¢nf ¢innosti

Barveni konzskou ¢erveni s prlikazem metachromazie v polarizovaném svétle
Urceni typu prekurzového proteinu nékterou z dostupnych metod (imunohistochemie ¢i imunofluorescence imuno-elektronova mikroskopie,

Vysetreni kostni drené (aspiracni a bioptické) véetné M-FC a imunohistochemie

Alkalicka fosfatdza (jaterni frakce) a GMT (Casny signal infiltrace jater), bilirubin, kreatinin a glomerularni filtrace, albumin, kyselina mocova,
troponin, NT-proBNP (event. BNP), TrT, VLR séra (véetné indexu k/A), standardni gelovd a imunofixaéni elektroforéza séra, hladina f. X

Proteinurie/24 hod., pfipadné PCR (,protein/creatinin ratio®), dale i imunofixa¢ni vysetieni moce

Vybérova indikace dle klinického obrazu
Ultrazvukové (pripadné CT) vySetieni jater a sleziny
MRI srdce

HR-CT vysetreni plic

Spirometrické vysetreni plic

EMG

Vysetreni vegetativnich funkci (Ewinglyv test)
Endoskopie GIT

VySetfeni stolice na tuky

Hladina karotenu v séru

Prealbumin

HLC, véetné indexu HLC /A (Hevylite)

M-FC - multiparametricka priitokova cytometrie, NT-proBNP - propeptid mozkového natriuretického peptidu, VLR - voIné lehké fetézce imunoglobulinu, EKG - elektrokardiografie, CT
- pocitacova tomografie, RTG- standardni radiografie, MRI - magneticka rezonance, RTG - radiografie, HR - CT - ,high resolution” po¢itacové tomografie, EMG - elektromyografie, GIT -

gastrointestinalni trakt, HLC- vysetfeni part tézkych/lehkych fetézct Mig (,heavy/light chain®)
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4.2 Standardni techniky v diagnostice
systémové AL amyloidozy

4.2.1 Histologie, imunohistochemie,
imuno-elektronovd mikroskopie

Histologické vysetfeni v zakladnim a specidlnim
barveni. Depozita amyloidu lze ve vét§iné pripada roz-
poznat jiz vzakladnim barveni histologickych prepara-
tl (hematoxylin-eosin), kde se znazorni jako amorfni
eozinofilni, tj. svétle cerveny material. Jeho vyskyt ve
tkanich je variabilni - uklada se ve sténach cév, v in-
tersticiu i v oblasti bazalnich membran. Pro specifické
znazornéni amyloidu existuji specidlni barvici metody
a v soucasnosti je nejcastéji pouzivano barveni konz-
skou Cerveni. Ve vysledku nejpouzivanéj$iho barveni
konzskou cerveni poskytuji depozita amyloidu oranzové
az Cervené zbarveni, a to bez zavislosti na typu amyloi-
du (Vacek, 1988). Pti vysetfeni polariza¢nim mikroskopem
pozorujeme charakteristické jevy, které dava konzska
Cerven ve vazbé na amyloid. Jedna se o dvojlom (,,bi-
refringence®) a dichroismus, které se nejcastéji uvadi
»apple-green“ barevného charakteru (Gertz, 2010; Howie,
2008). Specialni barvici metody davaji dobry vysledek
pri klasickém zpracovani histologického materialu -
fixace formalinem a zaliti do parafinu. Kvalitnéjsiho
vysledku v§ak dosdhneme barvenim zmrazenych fezli
nefixované tkané. Histologické vySetfeni trepanobiop-
tického vzorku kostni dfené s nalezem plazmocelularni
dyskrazie méze podpofit diagnézu AL amyloidézy.
Zde je vSak nutna obezfetnost, nebot koincidence he-
reditarni amyloidézy a MG je popsana u 3-10 % paci-
entl (Schonland, 2012; Lachmann, 2002). U nemocnych se
systémovou AL amyloidézou 1ze ve vysokém procentu
pripadd prokazat morfologicky a imunohistochemicky
pritomnost alesponl asymptomatické formy MM dle
kritérii IMWG (Dinner, 2013).

Imunohistochemické vysetfeni. V soucasné dia-
gnostice AL amyloidézy je standardem typizace amyloi-
du pomoci metody nepfimé imunohistochemie (IHC).
Do rutinni praxe patfi zejména vySetfeni protilat-
kami proti k a A LR imunoglobulint, transthyretinu
a amyloidu A, pficemz spektrum komercné dostup-
nych protilatek zejména proti hereditarnim formam
amyloidézy se stdle rozsituje. Senzitivita IHC vySetfeni
amyloidu AL typu je ztiZena nékolika okolnostmi: odbér
materialu, zplisob a délka fixace, maskovani antige-
nu, prirozena heterogenita lehkych fetézct plynouci
z jejich variabilnich domén. Z téchto divod{ nékteri
patologové preferuji provadéni imunofluorescen¢niho
vySetfeni vzorkl ze zmrazené tkané. Rozpoznavani
epitopl jednotlivymi protilatkami m@ze byt odlisné.
To je také dvodem skuteCnosti, Ze se zavéry studif,
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které zkoumaji spolehlivost IHC vySetfeni v ur¢ovani
subtypll amyloidézy, ¢asto znacné 1isi. V soucasné
dobé je mozné vyuzit vice polyklonalnich i monoklo-
nalnich protilitek proti epitopiim x i A LR. Aplikace
4 riiznych protildtek proti A LR MIg zvySuje validitu
vySetfeni AL amyloidu a v kombinaci se souvisejicimi
Klinickymi a laboratornimi vySetfenimi je IHC v ur-
Ceni typu amyloidu dostatecné spolehlivou metodou,
senzitivita v tomto pripadé dosahuje 94 % a specificita
100 % (Schonland, 2012).

Fluorescencni vySetfeni. VySetfeni amyloidu po-
moci fluorescen¢niho mikroskopu 1ze provést metodou
primé a nepfimé fluorescence. Pfima fluorescence je
umoznéna piimou vazbou fluorochromu na amyloid,
coznastava v pripadé barveni parafinového rezu konz-
skou Cerveni, kterd sama o sobé je fluorochromem. Ve
srovnani s vySetfenim pouze polariza¢nim mikrosko-
pem vykazuje fluorescencni vySetfeni vyssi sensitivitu
zejména v piipadech malo objemnych depozit amyloidu
(Marcus, 2012). Zcela stézejni, dnes jiZz standardni me-
todou je tzv. nepfimd imunofluorescence s vyuzitim
komer¢né dostupnych protilatek proti LR imunoglo-
bulind, které jsou znaceny fluorochromem (Said, 2013).
Pro imunofluorescenci je nutné pouzit fezy, které jsou
pripraveny ze zmrazené nefixované tkané.

Elektronova mikroskopie. Charakteristickou fib-
rilarni strukturu amyloidu lze prokazat vySetfenim
elektronovym mikroskopem, ktery znazorni nevét-
vené splétajici se mikrofibrily §ife 7,5 - 10 nm, tvo-
Tici nepravidelnou sit. Stavba jednotlivych fibril se
lisi v zavislosti na amyloidogennim proteinu. Vysoce
specializovana pracovisté maji k dispozici imunoelek-
tronovou mikroskopii, kterd spojuje vyhody vysokého
rozliSeni elektronového mikroskopu se specificitou re-
akce antigen-protilatka a umoznuje ovérit koincidenci
imunohistochemické reakce v misté amyloidové fibrily
(Steusloff, 2000; Arbustini, 2002).

Podrobnéjsi informace, vénované histologické di-
agnostice AL amyloidézy a ostatnich typh amyloidéz
bude mozné nalézt v pfipravovanych ,guidelines*
Spole¢nosti Ceskych patologti CLS JEP (Doporuceny po-
stup pro histopatologickou diagnostiku amyloidu/amyloiddzy,
v pfiprave).

4.2.2 Pritkaz MIg a VLR v séru a/nebo mo¢i

Priikaz pritomnosti MIg a patologické hladiny vol-
nych lehkych fetézch (VLR) véetné abnormalniho pomé-
ru /A je zdkladnim stavebnim kamenem v diagnostice
systémové AL amyloidézy. Standardni elektroforéza
bilkovin séra je stale zakladni, ovSem malo citlivou
metodou, odhalujici pfitomnost MIg pouze u ~50 % AL
amyloidéz, pficemz hodnota M-proteinu nebyva vysoka

TRANSFUZE HEMATOL. DNES  SUPPLEMENTUM

19

12/12/13 2:05:15 PM



20

003_THSUPPL_1213.indd 20

(u~70 % jedinct je < 20 g/1) (Gertz, 2009; Bradwell, 2010).
Proto zakladnim vySetfenim je imunofixac¢ni elektrofo-
réza (IFE), odhalujici pfitomnost MIg nebo LR v71, resp.
84 %, nikoliv tedy u vSech nemocnych. Pfednosti IFE
je schopnost detekce kteréhokoliv imunochemického
typu MIg, a toiv pripadé, Ze se vyskytuje v séru a/nebo
vmoci vmalém mnozstvi. Nevyhodou IFE je nemoznost
monitorovani pribéhu 1é¢by, nebot neposkytuje kvan-
titativni vysledky (Gertz, 2009; Bradwell, 2010; Maisnar, 2012).
VétSina nemocnych se systémovou AL amyloidézou se
vyznacuje nizkou hladinou nebo chybénim intaktniho
MIg, charakteristické je zvySeni hladiny VLR A nebo
K (Rajkumar, 2013). Nutno pfipomenout, Ze prikaz MIg
nesvéddi s jistotou pro AL amyloidézu, nebot se vy-
skytuje i u jisté ¢asti nemocnych s hereditarni ATTR
amyloidézou (Bird, 2004). V soucasnosti je proto jiz na-
prosto standardnim a neopominutelnym postupem
kvantitativni stanoveni sérové hladiny VLR, véetné in-
dexu k/A s pomoci nefelometrické nebo turbidimetrické
techniky (Freelite TM), dosahujici pfi kombinaci s IFE
99% senzitivity (Gertz, 2009; Bradwell, 2010; Katzmann, 2005;
Vdvrovd, 2012). Zvy$enda hladina VLR v séru spolu s pato-
logii indexu k/ A se vyskytuje u AL amyloid6zy v 86-98 %
avydava vlastné zpravu o vysi prekurzorového proteinu
a koreluje s nalozi amyloidu (Lachmann, 2003; Comenzo,
2012). Spolu s imunohistochemickym vySetfenim kost-
ni dfené (index x/ A CD138 pozitivnich plazmocyt)
umozriuje analyza hladin VLR odhaleni monoklonality
plazmocelularniho procesu. Jeji nevyhodou je chybé-
jici specificita pro AL amyloidézu, nebot abnormal-
ni hodnoty VLR se vyskytuji u poloviny nemocnych
s MGUS a prakticky u vSech nemocnych s MM (Bird,
2004). Sledovani pohybu sérovych hladin VLR u AL amy-
loidézy je metodou volby pii monitorovani a hodnoceni
hloubky 1é¢ebné odezvy (kap. 8. Lécba systémové AL
amyloiddzy), soucasné hodnota pti diagnoze je velmi
dtlezitym prognostickym faktorem s izkym vztahem
k celkovému pieziti (Palladini, 2010). Koncentrace VLR
v séru je jednim z 3 zakladnich kritérii recentniho
revidovaného stratifika¢niho systému AL amyloidézy
(kap. 12. Progndza pacientd s AL amyloidézou).

4.2.3 Zobrazovaci techniky u systémové AL amyloidozy

Vyuziti zobrazovacich metod u AL amyloiddzy sledu-
je 2 hlavni aspekty, tj. morfologické a funkéni posou-
zeni orgdnového postizeni amyloidem (zejména myo-
kardu). K detekci amyloidovych depozit v organismu
1ze vyuzit i scintigrafické vysSetfeni.

Radiografické vysetfeni (RTG). Radiografické vy-
Setfeniv diagnostickém algoritmu samotné amyloidé-
zy nema veétsi diagnosticky pfinos a dominantné je
vyuzivano k vylouceni osteolytického postizeni a tim
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i asociace systémové AL amyloidézy s MM (kap. 7.
Systémova AL amyloid6za a mnohocetny myelom).
Radiografické vySetfeni skeletu by tedy mélo byt pro-
vedeno u vSech nemocnych s nové rozpoznanou AL
amyloidézou. Pomoci RTG hrudniku lze prokazat roz-
§ifeni srdecniho stinu s méstnanim v malém obéhu,
pleuralni vypotek a vzacné postiZeni plic v ramci AL
amyloidézy. V ptipadé dialyzac¢ni (AB2M) amyloiddzy
muZe plandrni RTG vySetfeni zobrazit periartikularni
cystické kostni 1éze, zndmky spondylartropatie ¢i de-
struktivni artropatie (Georgiades, 2004).

Pocitacova tomografie (CT). CT vySetfeni ma
u systémové amyloidézy limitovany vyznam zejména
z dlivodu nizké specificity a hlavni vyuziti predstavuji
loziskové formy onemocnéni zejména v oblasti orbity,
nasofaryngu ¢i laryngu. Dominantné je v§ak CT vySet-
feni vyuzivano k detekci amyloidézy v oblasti tracheob-
ronchialniho stromu (fokalni nebo difuzni submukézni
depozita zobrazujici se jako noduly, plaky ¢i cirkularni
ztlusténi stény) a k posouzeni postiZeni plicniho par-
enchymu (nodularni parenchymatézni amyloidéza
nebo difuzni alveolarni septidlni amyloidéza). CT vy-
Setfeni bficha je pfinosné v diagnostice a diferencialni
diagnostice jaterniho postiZeni, pficemz diagnosticka
kritéria vyzaduji hepatomegalii > 15 cm.

Ultrazvukové vysetieni (UZ). Doménou ultrazvu-
kové diagnostiky u AL amyloidézy je echokardiografické
(ECHO) posouzeni srde¢niho postizeni. ECHO je v sou-
Casnosti stéZejni metodou pro diagnostiku a sledovani
srde¢niho postizni pti amyloidéze. Kritériem postizeni
je koncentrickd hypertrofie myokardu levé komory
s diastolickou $ifi interventrikularniho septa > 12 mm
prfi absenci hypertenze nebo jiné pri¢iny hypertrofie
myokardu (Gertz, 2005). Dalsimi ECHO nalezy jsou dia-
stolicka dysfunkce s restriktivnim plnénim levé komory
a ztratou longitudinalni kontraktility (zejména septa),
snizena ejek¢ni frakce, dilatace levé siné a pritomnost
chlopennich vad. Typickym nalezem je sonografic-
ky obraz jemné granulovaného myokardu (,,granular
sparkling®) (Fikrle, 2012; Esplin, 2013). ECHO je spolu se
stanovenim kardidlnich biomarkert stéZejni metodou
v hodnoceni organové 1écebné odpovédi, resp. progrese
onemocnéni. Vybrana pracovisté dnes vyuzivaji novych
echokardiografickych modalit k detailnimu posouzeni
srdecniho postizeni, tj. tkaniovy doppler (,,strain, spe-
ckle cracking*) (Piper, 2010; Koyama, 2010).

Magneticka rezonance (MRI). Stejné jako v pfi-
padé UZ vysetfeni je magnetické rezonance vyuzivano
zejména v hodnoceni srde¢niho postizeni. VySetfeni
srdce magnetickou rezonanci umoznuje morfologické
a funké¢ni zobrazeni, navic ptfi uziti kontrastniho vyset-
feni gadoliniem dovoluje posouzeni rozsahu imbibice
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myokardu amyloidovymi masami. Fenomén pozd-
niho syceni (,,delayed enhancement®) ve své difuzni
subendokardidlni ¢i méné casté transmuralni formé
zobrazeni je nalez charakteristicky pro postizeni myo-
kardu amyloidem (Maceira, 2005; Hosch, 2008; Ruberg, 2009).
VySetfeni je vysoce senzitivni a specifické, nicméné pro
vyuziti ke sledovani nemocnych a posuzovani lé¢ebné
odpovédi nejsou zatim k dispozici dostatecna data. MRI
je uzitecna i v posuzovani loziskové amyloidézy v ob-
lasti laryngu, nasofaryngu, michy ¢i urogenitalniho
traktu (Georgiades, 2004).

Radioscintigrafie s vyuzitim sérového amyloi-
dového proteinu P. Radioscintigrafie s vyuzitim zna-
ceného ZI-SAP je neinvazivni, kvantitativni a velmi
citlivd metoda (u AL a AA amyloidézy 90% senzitivita)
pro celotélovou detekci organové distribuce amyloidu
s dobrou vizualizaci depozit v ledvinach, jatrech, kos-
tech, sleziné a nadledvinkach a tim i vhodnou techni-
kou k monitorovani vysledka 1é¢by. Umozniuje vizua-
lizaci amyloidovych depozit i v orgdnech bez zndmek
klinického postizeni a v pfipadé nemoznosti bioptic-
kého vysetfeni (Hawkins 2002; Palladini, 2010). Celosvétové
nizka dostupnost ZI-SAP je podminéna potencialnim
rizikem pfenosu infekce, v CR proto neni tato metoda
zavedena.

4, 3 Specialni diagnostické techniky
u systémové AL amyloidozy

4. 3. 1DNA analyza

Analyza DNA je dfilezitym diagnostickym krokem
zv1asté pro stanoveni hereditarnich amyloidéz, coz jsou
onemocnéni s geneticky podminénou zménou struk-
tury proteinu. Pro genomické vySetfeni pacientd s po-
dezfenim na hereditarni formu amyloidézy je uzivana
detekce nukleovych kyselin pomoci metody PCR (poly-
merazova fetézova reakce) s naslednym zjistovanim
pofadi nukleovych kyselin v polynukleotidovém fetézci
(tzv. sekvenovani). Cilem je zjistit moZnou zameénu
nukleotidu ve sledovaném genu, kterd nasledné miize
zplusobit zdAménu aminokyseliny v polypeptidovém
fetézci, patologickou konformaci proteinu a tim i jeho
dysfunkci. Jde o relativné jednoduchou metodiku zave-
denou do praxe nejméné na dvou pracovistich v Ceské
republice. Pro klinické 1ékate je dlilezité znat praktické
aspekty vySetfeni. Jde o vySetfeni DNA z periferni krve,
tedy bézny rutinni odbér nezatéZujici nemocného. Pro
vySetfeni je nutné odebrat 5 ml periferni krve do sterilni
a dostatecné oznacené zkumavky s 0,3ml 0,5M EDTA.
Plnd krev v EDTA urcend pro vySetfeni PCR se nesmi
zmrazovat, miize se uchovavat pifi +4 °C a musi byt
v den odbéru transportovana k vySetfeni. Pro dopravu
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je nutno vzorky zabezpecit proti teplotnim vykyvim.
Pro Ceskou republiku tuto analyzu provadi pracovisté
v Praze a Ostravé.

4. 3. 2 Hmotnostni spektrometrie

Urceni druhu amyloidézy musi byt zalozeno na
typizaci amyloidu, nelze spoléhat pouze na klinické
priznaky ¢i uréeni ziskané pouze z analyzy DNA (Picken,
2011). Imunohistochemické i imunofluorescenc¢ni sta-
noveni amyloidu ma své limitace, jako jsou nizka
citlivost a specificita pro nékteré proteiny, neexistence
celého spektra protilatek proti vSem amyloidogennim
proteinim, vysoké pozadi barveni u FFPE (formalinem
fixovana tkan v parafinu) vzorki komplikujici odecita-
ni. Nejednoznacné vysledky by mély byt dile potvrzeny
pomoci sofistikovanéjsi metody (Picken, 2010; Loo, 2011).

Hmotnostni spektrometrie (MS) umoznuje vysoce
informativni, spolehlivou a dostatecné citlivou detekci
proteinti v biologickém materidlu. Mize byt vyuziva-
na jako idedlni nastroj pro typizaci a studium systé-
movych amyloidéz, ktery dokaze prekonat limitace
imunohistochemickych metod (Loo, 2011). Tato metoda
umoznuje semikvantitativné stanovit mnozstvi hle-
daného proteinu v tkani a spolehlivé tak identifikovat
Ctyfi nejbéznéjsi typy systémové amyloidézy: AL (ka M),
ATTR a AA (Brambilla, 2013). Proteomika dale umoznuje
rozpoznat ale i méné casté typy systémovych amyloidéz
nebo identifikovat posttranslacni zmény proteint spo-
jenych s infiltraci amyloidu (Lavatelli, 2008). Vyhodou je
moznost vyuziti odbéru podkozni tukové tkané, coz je
nenaroc¢ny a opakovatelny zakrok, ktery nemocného
neohrozuje a jen nepatrné zatézuje. Pro proteomickou
analyzu z podkozniho tuku je tfeba dbat na kvalitu
odbéru vzorku. Mnozstvi vzorku by se mélo pohybovat
v rozmezi 15-30 mg a vzorek by nemél byt kontamino-
van krvi. Odebrany aspirat, resp. ¢ast tukové tkané
je tfeba ihned po odbéru zamrazit (nejlépe v -80 °C,
minimalné v -20 °C). Vzorky se pii transportu do pro-
teomické laboratofe nesmi rozmrazit, proto je nutné
je transportovat na suchém ledu.

Vlastni popis metodiky hmotnosti spektrometrie je
nad ramec téchto doporuceni. Zjednodusené v proteo-
mické laboratofi nasleduje nejprve vstupni pfiprava
pro vlastni analyzu (odmyti vzorku, minimalizace
kontaminace periferni krvi, homogenizace a delipi-
dizace vzorku a digesce trypsinem). Nasleduje vlastni
LC-MS/MS analyza na hmotnostnim spektrometru ve-
douci k identifikaci definovanych parametra proteint.
Nasledné jsou nalezené proteiny uréeny srovnanim
jejich parametri se zndmymi proteiny v on-line data-
bazi. Pro list identifikovanych proteindi jsou stanoveny
definované semikvantitativni parametry, na jejichz
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zakladé lze stanovit, o jaky typ amyloiddzy se jedna.
Vystupem je urceni typu amyloidézy. Je v§ak potfeba
zdlraznit, Ze jednoznacény nalez imunohistochemické-
ho nebo imunofluorescencniho vysetteni je dostacujici
arozhodné neni potfeba u kazdého nemocného prova-
dét vySetfeni pomoci MS. Z praktického hlediska neju-
amyloiddz se zdad byt rychly screening hereditdrnich
amyloidéz a vySetfeni diagnosticky komplikovanych
pripadd, i kdyz recentni poznatky naznacuji, ze MS
je schopna urcit pfesny typ proteinu u 35-50 % nemoc-
nych, zejména v ¢asnych stadiich AL amyloiddzy s pti-
tomnosti pouze malych fokdlnich depozit (Linke, 2012).
Pro Ceskou republiku tuto analyzu provadi prozatim
jen pracovisté MU v Brné. V listopadu 2013 zatim neni
metoda optimalizovand natolik, aby nahradila vyse
uvedené metody.

4, 3. 3 Vysetreni klonality plazmocytit pomoci
multiparametrické priitokové cytometrie

Vzhledem k tomu, Ze pro AL je typické nizké zastou-
peni plazmocytt (PC), teprve jejich detekce a identifika-
ce dostatecného poctu na zakladé exprese povrchovych
znakli CD38 a CD138 umoznuje detailni analyzu. Na
rozdil od MM, kde jiZ kostni dfenl (KD) byva infiltro-
vana vesmeés klonalnimi plazmocyty, u AL, podobné
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jako u monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu,
se v KD vyskytuji v riznych pomérech plazmocyty
patologické i fyziologické. V takovychto pripadech je
identifikace a enumerace patologickych plazmocytl
pouze na zakladé stanoveni ,,normality“ dle povrcho-
vého fenotypu s vyuzitim znakdi CD19 a CD56 (normalni
N-PC:CD19+CD56- vs. abnormalni A-PC: CD19-CD56+/-)
Casto nepfesna (Kovdrovd, 2011). Pfesto vSak bylo zjisSté-
no, ze flowcytometrické stanoveni infiltrace kostni
dfené plazmocyty a procentudlni zastoupeni poctu
normalnich a abnormalnich plazmocyti mohou slouzit
jako prognostické parametry ovliviiujici celkové pre-
ziti pacientd s AL (Paiva, 2011). Pro spolehlivé stanoveni
pritomnosti a poctu klonalnich plazmocyti je vSak ne-
zbytné stanoveni intraceluldrni , klonality“ s vyuzitim
kombinace minimalné 6 znak® (CD38, CD138, CD19,
CD56, ckappa a clambda), jesSté 1épe vSak v 8barevné
kombinaci (CD38, CD138, CD19, CD56, CD45, CD27,
ckappa a clambda) umoznujici presnéjsi odliSeni po-
lyklonalnich (n-PC) od klonalnich (a-PC) plazmocytt.
Analyza klonality plazmocytd u AL je pak nezbytnym
nastrojem pro zhodnoceni 1é¢ebné odpovédi, kdy do-
sazeni hematologické kompletni remise je nutnym
predpokladem dosazeni organové 1éc¢ebné odpovédi
(Adam, 2012).
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