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3. Nejcastéjsi projevy nemoci a vysetreni
vedouci k rozpoznani a ke stanoveni
rozsahu nemoci

3.1. NEJCASTEJSI PROJEVY
NEMOCI, KTERE JSOU
INDIKACI K DALSIMU
VYSETRENI

Mnohocetny myelom se nej¢astéji ohla-
Suje bolestmi kosti, pfiznaky zhorsené
funkce ledvin, anémii, pfipadné castymi
a zavaznymi infekcemi. Na moznost MM
je nutno pomyslet u osob s neoceka-
vanou ¢i novou bolesti v zadech, ktera
spontanné neustupuje, pfi snizovani té-
lesné vysky a dalSich zndmkach akcelero-
vané osteoporozy. Vzacnéjsimi prvnimi
pfiznaky je hyperviskozita nebo poru-
chy koagulace, at uz ve smyslu hypo- ¢i
hyperkoagulace. MM se muizZe projevo-
vat i dal$imi, méné obvyklymi pfiznaky,
které jsou podrobné popsany v odborné
literatufe. Néktefi nemocni mohou byt
dlouho bez projevi nemoci a diagndza
je neziidka odhalena pfi ndhodném vy-
Setfeni krve nebo rentgenovém vyset-
feni, indikovaném z jiného dlvodu.

Pro pfehlednost shrneme pfiznaky MM
do 5 bod, kazdy z nich je divodem k vy-
Setfeni s cilem potvrdit ¢i nepotvrdit tuto
nemoc. U jednotlivého pacienta muze
byt pfitomen pouze jeden, ale vétsinou
i vice pfiznakd soucasné (Adam, 2006).

1. Pfiznaky destrukce kosti:

- déle trvajici, nevysvétlené bolesti pa-
tefe, obzvlasté pokud jsou spojené
se zmensenim télesné vysky, nebo
bolesti jinych kosti;

- osteoporoza, obzvlasté u muzd
anebo u premenopauzalnich zen
(tj. akcelerovana);

- symptomy odpovidajici kompresi
michy nebo kompresi kofeni mis-
nich nerv(.

2. Projevy oslabené imunity a (nebo)
zhorsené funkce kostni drené:

- opakované, nebo dlouhodobé
infekce;

- anémie, typicky normochromni
se sklonem k makrocytdéze, pfi-
padné spojena s leukopenii
a trombocytopenii.
3.Trvale vysoka hodnota sedimentace
erytrocytll, zvysena viskozita plazmy,
pfipadné zvysend koncentrace cel-
kové bilkoviny v séru.
4. Zhorsena funkce ledvin.
5. Hyperkalcémie.

3.2. VYSETRENI, KTERA

BY MEL PROVEST

OBVODNI (PRAKTICKY)

LEKAR UNEMOCNYCH

S PODEZRENIM NA MM

- Rentgenové vysetieni skeletu cilené na
bolestivou lokalizaci (vzdy pfed odesla-
nim nemocného k rehabilitaci, ¢i apli-
kaci obstfik(, ¢i jiné empirické [é¢by).
Pokud rentgenovy snimek neobjasni
bolest a pfiznaky trvaji déle nez mésic,
zvazit dle dalSich okolnosti odeslani
na pracovisté, kterd mohou indikovat
vySetfeni MR ¢i CT skeletu, pfipadné
PET/CT event. PET/MR.

- Sedimentace erytrocytl (velmi vysokd
sedimentace u nemocnych s MM sou-
visi s pfitomnosti monoklonainiho imu-
noglobulinu, ale nemusi byt zvysena
u nemocnych s oligo- a nesecernujici
formou MM).

- Kompletni krevni obraz (anémie, pfi-

padné trombocytopenie, ale i neutro-

penie mohou byt projevem myelomu).

Hladina celkové bilkoviny a albuminu

v séru (vysokd koncentrace celkové bil-

koviny signalizuje myelom, nizky al-

bumin signalizuje obecné patologicky
proces).

«Hladina urey, kreatininu, a elektro-
Iyt v¢. kalcia v séru (zhorseni funkce
ledvin signalizuje mimo jiné moz-
nou myelomovou ledvinu, hyperkal-
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cémie signalizuje vysoce agresivni
myelom s mnohocetnym postizenim
skeletu).

- Bézna elektroforéza bilkovin séra (de-
tekuje monoklondlni imunoglobulin ve
vyssich koncentracich = spolehlivé nad
19/).

- Kvantitativni vysetfeni imunoglobulint
v séru (izolované zvyseni jednoho typu
imunoglobulinu se sou¢asnym snize-
nim ostatnich typG dalsich oznac¢ované
jako imunoparéza signalizuje moznost
myelomu).

« VlySetteni pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu, nejc¢astéji pouze leh-
kych fetézcd v moci (Bence-Jonesovy
bilkoviny) pomoci bézné elektroforézy.

- Pokud jsou pfitomny pfiznaky a né-
které z vysetieni potvrdi podezieni na
MM, musi byt nemocny co nejdfive
odeslan na specializované pracovi-
$té, které ma moznost toto podezieni
potvrdit.

3.3. ROZSAH VYSETRENTI
PROVADENYCH NA
SPECIALIZOVANYCH
PRACOVISTICH S CILEM
POTVRDIT MM, STANOVIT
KLINICKE STADIUM
ONEMOCNENI A JEHO
PROGNOZU

Kompletni vysetieni, které provede spe-
cializované pracovisté s cilem potvrdit
nebo vyloucit MM, by mélo obsahovat
nasledujici informace z akreditovanych
laboratofi:

3.3.1. Hematologicka vysetreni

- Kompletni krevni obraz v¢. manudlniho
diferencidlniho rozpoctu;

- zdkladni koagulac¢ni vysetfeni dopl-
néné pfipadné o specialni vysetfeni na
hyperkoagulaci resp. hypokoagulaci.
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3.3.2. Zakladni biochemicka

vysetieni

- Urea, kreatinin, kyselina mocova, Ca,
ionizované Ca, Na, K, Cl, P, bilirubin, ja-
terni enzymy, glykémie, CRP a LDH;

- sérova koncentrace celkové bilkoviny
a albuminu;

- kvantitativni proteinurie ze sbéru moci
za24 h;

- kreatininova clearence (mérena nebo
vypocitana);

« NTproBNP a troponin (k vylou¢eni sou-
Casné AL amyloidozy srdce).

3.3.3. Specialni vysetfeni bilkovin

- Elektroforéza séra a zahusténé moci
nasledovana provedenim imunofixace;
imunofixaci je nutno provést vzdy u pa-
cientd, u nichz je podezieni na tuto
chorobu a elektroforéza jak séra, tak
i moci je negativni (Maisnar, 2012);

- kvantitativni denzitometrické stano-
veni monoklondlniho imunoglobulinu;

- kvantitativni stanoveni koncentrace
volnych lehkych fetézcl v séru v¢. sta-
noveni /L indexu;

- kvantitativni stanoveni polyklonalnich
(neizotypickych) imunoglobulinG;

- kvantitativni stanoveni koncentrace
beta2-mikroglobulinu v séru, kdy pfi
interpretaci vysledku je nutno vzdy pfi-
hlédnout k funkci ledvin (Tichy, 2006).

3.3.4. Zobrazovaci vysetreni

- Pfi podezieni na MM stale patii do stan-
dardniho vysetfeni provadéného Ié-
katem prvniho kontaktu rentgenové
vysetfeni bolestivé oblasti. Pro cel-
kové vysetreni skeletu je jiz od roku
2015 jako vstupni vysetfeni u MM vy-
uzivano celotélové nizkodavkové CT
(low-dose CT) (Hillengass, 2017; Terpos,
2015).

« VySetieni pomoci MR je esencidlni pro
nemocné s podezienim na kompresi
michy nebo kofenl misnich nervd,
pfipadné pro nemocné s bolesti zad
a nejednozna¢nym vysledkem radio-
grafického vysetfeni, MR ma poten-
cial informovat o patologické infiltraci
kostni dfené i mimo kostni propagaci
(Myslivecek 2006, Walker, 2007). CT je

vhodna v cilenych indikacich vyplyva-
jicich z klinického podezieni nebo rent-
genového nalezu, CT znazorfuje kostni
strukturu nejpresnéji, oproti MR vsak
nerozpozna tak dobre mékkotkarnovou
infiltraci v kosti.

PET/CT - radionuklidové vysetfeni po-
moci pozitronové emisni tomografie
v kombinaci s CT vy3etfenim je dnes jiz
povazovdano za jedno ze standardnich
vysetfeni u MM. Lze jej s vyhodou vyu-
Zit zvlasté k detekci extramedularnich
loZisek, k monitorovani nemoci, kde to
neni mozné jinou metodou (napf. nese-
kre¢ni myelom s magnetickym kovem
v téle ztézujicim MR vysetfeni), a nové
je doporuceno provedeni PET/CT za
ucelem vylouc¢eni MRD (minimalni re-
zidualni choroba) (Caers, 2018; Kumar,
2016; Terpos. 2015; Zamagni, 2011).
Ve stejné indikace Ize pouzit i vyset-
feni PET/MR (Heidemeier, 2022; Gariani,
2018; Mesguich, 2020; Havel, 2023).
Radionuklidové vysetfeni pomoci tech-
necia sestamibi (MIBI) je vyuzivano
v detekci kostnich i mimo kostnich lo-
Zisek dnes jiz spise vyjime¢né, pokud
ma pracovisté dostate¢né zkusenosti
v interpretaci jeho vysledk(, principem
vysSetteni je vychytdvani radionuklidu
v myelomovych mitochondriich, kdy
mira kumulace souvisi s rozsahem na-
dorové infiltrace (Myslivecek, 2006).
CAVE! Klasické radionuklidové vyset-
feni skeletu technecium difosfatem
neni pro diagnézu MM pfinosné, nebot
na rozdil od karcinomU se tato latka
v myelomovych osteolytickych lozis-
cich pravidelné nevychytava.

3.3.5. Morfologicka a dalsi

vysetieni kostni dfené

« Aspirat kostni dfené - vysledny pocet
plazmocytl (%) zavisi na velikosti pfi-
mési periferni krve (Ize odhadnout
z poctu neutrofilQ), relativni pocty plaz-
mocytl (%) v myelogramu jsou pra-
videlné nizsi nez pocty plazmocytl
v histologickém preparatu. Vzhledem
k diagnostickému vyznamu prikazu
pfitomnosti klonu myelomovych plaz-
mocytl v kostni dieni je vhodné prove-
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deninatéru k mikroskopickému hodno-
ceni infiltrace z prvniho nadbéru kostni
diené, ktery se soucasné odesle k vy-
Setfeni pomoci pritokové cytometrie.

- Cytogenetické vysetfeni metodou FISH
pfipadné sekvenovdnim nové gene-
race (next generation sequencing -
NGS) cilené na prikaz pfitomnosti kli-
¢ovych genetickych zmén ovliviujicich
individudIni prognézu nemocného.

- Biopsie lopaty kosti kyc¢elni s histologic-
kym vysetfenim poctu plazmatickych
bunék a jejich klonality (kappa nebo
lambda restrikce). Biopsie by méla byt
provedena vzdy, je-li podezieni na MM
a pfitom v myelogramu nejsou splnéna
kritéria nemoci (u hrani¢nich stavd). Vy-
hodou trepanobiopsie je moznost od-
béru dostate¢ného mnozstvi materidlu
k dalSim vySetfenim, kterd pfinaseji in-
formace o progndze. V rdmci histologie
kostni dfené mlzeme prokézat i event.
pfitomnost amyloidu.

V pfipadé, Ze IékafF zjisti néktery z vyse
uvedenych symptomd, které by mohly
odpovidat MM, mél by provést skrinin-
gové vysetfeni, a pokud je néktery vysle-
dekz nich patologicky, pokracovat dal3imi
vysetfenimi, které maji potencial potvr-
dit diagnozu, zjistit rozsah nemoci a po-
$kozeni organizmu touto nemoci (S¢udla,
2006). Piehled vysetfeni, kterd zodpovi-
daji jednotlivé otazky, uvadi tab. 3.1.

3.3.6. Cytogenetické vysetieni

MM je klinicky a geneticky heterogen-
nim onemocnénim. Néktefi pacienti pre-
Zivaji vice nez 10 let, zatimco jini rychle
progreduji a celkové preziti je méné jak
2 roky. Tento rozdil je zplsoben fadou
faktord, mezi nimiz vyznamnou roli
hraji genetické aberace, které vedou ke
zméné biologického chovani myelomo-
vych bunék (Robiou du Pont, 2017). Cy-
togenetické zmény jsou u MM reku-
rentni a mohou byt rozdéleny na zmény
primarni, spojené se vznikem onemoc-
néni, a zmény sekundarni, které maji
vztah k progresi onemocnéni. Primar-
nimi zménami jsou translokace zahrnu-
jici gen pro tézky retézec imunoglobu-
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Skriningové testy pfi
podezieni na myelom -
provadi léka¥ prvniho
kontaktu

krevni obraz,
sedimentace erytrocytd
trepanobiopsie

ionty v¢. Ca, kreatinin,
urea, kyselina mocova,
albumin, celkova

bilkovina polyklonalnich.

imunoglobulint

elektroforéza séra moci,
cilené RTG vys.

(napft. neurologie nebo nefrologie)

Testy, které mohou
potvrdit diagnozu -
provadi lékaf na hema-
tologickém pracovisti

aspirat kostni diené vc¢.
pritokova cytometrie,

imunofixacni vysetfeni
pfitomnosti MIG v séru
a moci*, kvantita

volné lehké fetézce
v séru a jejich pomeér*

Tab. 3.1. Pfehled vysetteni vyuzivanych v rdmci diagnostiky pacienta s mnohocetnym myelomem.
Upraveno a doplnéno (dle Kumar, 2016; Munshi, 2017).

Testy, které zjistuji
velikost myelomové
masy a prognézu

FISH, NGS, stanoveni
cirkulujicich
plazmatickych bunék
(pratokova cytometrie)

kvantifikace MIG

v séru a moci (aktualné
denzitometrii, do
budoucna hmotnostni
spektrometrie)

Ca, albumin, LDH,
beta2- mikroglobulin

LD, CRP

PET/CT

* imunofixacni vysetieni a stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru mohou v zavislosti na typu priznakd indikovat i Iékafi jinych specializaci

Testy pro zjisténi
poskozeni tkani
a organii myelomem

imunohistologie kostni
drené a pritokova
cytometrie periferni krve

urea, kreatinin, clearence
kreatininu, Ca, albumin,

low-dose CT skeletu,
cilené CT nebo MR nové

Specialni testy
indikované u nékterych
nemocnych

koncentrace vitaminu
B12 a kys. listové pfi
makrocytéze

vysetfeni viskozity
plazmy pfi zndmkach
hyperviskozity,
nezaménovat s krvi nebo
séra

PET/CT event. PET/MR
a pratokova cytometrie
pfi MRD negativité

linu (IgH) a pocetni zmény chromozomu
— hyperdiploidie (Kuehl, 2012).

U MM je zadkladni metodou urcovani
chromozomovych zmén metoda fluo-
rescencniin situ hybridizace (FISH) na in-
terfaznich bunkach. Témi mohou byt se-
parované CD138+ bunky kostni diené
nebo plazmatické bunky identifikované
barvenim cytoplazmatického imuno-
globulinu v kombinaci s metodou FISH
(clg FISH). Pro uréeni nebalancovanych
zmén v nadorovém genomu se vyuziva
metoda arrayCGH. Na zakladé genetic-
kych studii bylo prokézano, Zze hyperdi-
ploidni MM se vyskytuje v 45-55 % a je
spojen s dobrou prognézou (Corre, 2021;
Rajkumar, 2022). Hyperdiploidie pred-
stavuji zisky celych lichych chromozomu
sady, pfedevsim chromozomu 3, 5, 7,
9, 11,15 a 21. | v této samotné podsku-
piné existuje heterogenita, kdy trisomie
chromozom 3 a 5 zlepsuje progndzu,
zatimco trisomie 21 ma na prognézu
negativni vliv (tab. 3.2) (Corre, 2021, Raj-
kumar, 2022). Ve skupiné nemocnych
s translokacemi byla prokézand nepfi-
zniva progndza pro translokace t(4;14),
t(14;16) a t(14;20) (tab. 3.2). Tyto na-
lezy spole¢né s nalezy sekundarnich
zmén jako je delece del(17p), zisk/am-
plifikace 1q nebo mutace P53 predsta-
vuji vysoce rizikovou podskupinu MM

(high-risk multiple myeloma). Také dalsi
zmény, jako delece 1p32, mize jako pfi-
datna zména u t(4;14) zhorsit prognézu
(Corre, 2021), proto je jeji klinicky vy-
znam nezanedbatelny. Delece 17p se
u nové diagnostikovanych MM vysky-
tuje v 8-11 % (Dimopoulos, 2021; Wied-
meier-Nutor, 2022) a tato delece ma kli-
nicky vyznam predevsim pfi vyssim
procentudlnim nalezu, avsak pevna hra-
nice pro klinickou relevanci nebyla sta-
novena. S prognosticky nepfiznivym vy-
znamem je spojena bialelicka inaktivace
TP53 napt. mutaci a deleci.

Do rizikové podskupiny dale patfi
spole¢ny nalez jakychkoliv dvou abe-
raci z podskupiny ,high risk” a onemoc-
néni je oznaceno ,double-hit” myelom
a v pfipadé nalezu tii nepfiznivych ge-
netickych zmén pak hovofime o ,triple-
-hit” myelomu (Rajkumar, 2022; Dimo-
poulos, 2021). Mnohem ¢astéji, nez se
predpokladalo, se vyskytuji u MM kom-
plexni zmény a chromotrypsii, které jsou
spojené s nepfiznivou progndézou (Voro-
nina, 2020).

Soucasné rutinni vySetfeni nemoc-
nych s MM metodou FISH zahrnuji vy-
Setfeni vysoce rizikovych aberaci nepfiz-
nivého prognostického dopadu: t(4;14),
t(4;16), 1(14;20), zisk 1g/delece 1p a de-
lece 17p (Rajkumar, 2022).

V pfipadé relapsu onemocnéni se frek-
vence a typy chromozomovych, resp. ge-
novych aberaci mohou vyvijet a ménit.
Proto je vhodné zjistit aktudIni stav pred
Iécbou relapsu. Plati obecna zasada, ze
pfi pouziti kazdého nového léku ¢i nové
kombinace 1ékl musi byt stavajici pro-
gnostické markery znovu validovany
a musi byt potvrzena jejich prognosticka
sila v novych podminkach.

3.3.7. Sekvenovani nové generace
(next generation sequencing)

Dalsi genetické zmény Ize dnes sledo-
vat pomoci metod molekularni bio-
logie. Velmi G¢innym nastrojem se stalo
NGS, které umozni analyzovat cely na-
dorovy genom. Lze vytvofit komplexni
sekvenacni panely, které umozni detekci
nejen mutaci v klicovych genech, ale de-
tekovat i jednonukleotidové zamény
(SNV) a kratké inserce ¢i delece v DNA,
variabilitu v poctu kopii gend (copy
number variation — CNV). Metodou NGS
mUzeme zmapovat diverzitu prestaveb
genu pro tézké i lehké fetézce imuno-
globulint v populaci bunék (Bolli, 2014;
Walker, 2018). Lze pfesné urcit sekvenci
a mnozstvi klonalnich imunoglobuling.
Stanoveni presné sekvence a mnozstvi
klondlnich imunoglobulin Ize nasledné
vyuzit pro sledovani lécebné odpovédi,
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Tab. 3.2. Primarni a sekundarni zmény u MM a doporuceni pro vysetieni (modifikovano dle Rajkumar, 2022).
Primarni zmény
Subtyp MM Chromozomy/geny Prognéza Priblizna Pozadavek vysetieni FISH/
frekvence (%) arrayCGH
Hyperdiploidni MM trisomie lichych pfizniva 45 doporucené
chromozom kromé
chromozomi 1, 13 a 21
IgH translokacni MM
t(4;14)(p16;,932) NSD2 nepfizniva 10 povinné
t(14;16)(932;923) C-MAF nepfiznivda 4 povinné
t(14;20)(932;912) MAFB nepfizniva <1 povinné
t(11;14)(q13;932) CCND1(cyklin D1) pfizniva 20 povinné z dlvodu volby terapie
t(6;14)(p21;932) CCND3 (cyklin D3) pfizniva 1-2 doporucené
jiné IgH translokace, dal3i neuréend 5
cytogenetické zmény, normalni nalez
Sekundarni zmény
Amp/zisk(1q) CKS1B nepfizniva 30-40 povinné
Del(1p) CDKN2C nepfizniva ~10 doporucené
Del(17p) TP53 nepfizniva 8-11 povinné
delece/monosomie 13q RB1,DIS3, MIR15A/MIR16  neurcend ~45 doporucené
MYC aberace MYC nepfizniva ~25-50 doporucené
komplexni karyotyp a chromotrypse nepfizniva 19-36 doporucené

resp. monitorovani minimalni rezidualni
nemoci.

Pro MM je typické, Zze postupné pfi-
byvd zndmych a klinicky relevantnich
genomickych zmén. Nedavno byly po-
psany jako nové rizikové markery bia-
lelické zmény v genech v TP53 nebo
DIS3 (mutace nebo delece druhé alely)
(Walker, 2019; Boyle, 2020). Stratifikace
rizika pomoci genomickych markert
muze byt aplikovana také na asym-
ptomatické stavy - MGUS a a doutna-
jici myelom (SMM). Bylo prokéazano, ze
IGH translokace, mutace v genech NRAS,
KRAS a FAMA46C, stejné jako translokace
MYC nebo abnormality na 8q24, mohou
definovat skupinu pacientl s vysokym
rizikem, ktefi maji tendenci rychle pro-
gredovat do myelomu a to nezévisle na
soucasnych rizikovych faktorech Mezi-
narodni skupiny pro mnohocetny my-
elom (IMWG) (Bustoros, 2020).

V Ceské republice je pro vysetieni
mnohocetného myelomu experimen-

télné pouzivan NGS panel LYNX (Navr-
kalov4, 2021), ktery byl pGvodné navr-
Zen vseobecné pro lymfoidni malignity.
Jeho soucasna verze je upravena a do-
plnéna pro pouziti u monoklondlnich
gamapatii.

V literatufe byly popsany a validovany
nejméné dva cilené panely specificky pro
MM (Sudha, 2022; Bolli, 2016). Na jejich
zakladé je mozné vytvorit diagnosticky
panel, ktery bude zahrnovat prognos-
ticky a biologicky relevantni geny a ge-
nomické oblasti. Pro zvyseni ucinnosti
sekvenovani by mél byt panel navr-
zen jako dvé sady hybridiza¢nich sond:
jedna pro casté translokace MM a druhd
pro informace o mutacich a CNAs (copy
number alteration) (tab. 3.3 A). Déle
by mélo byt navrzeno nékolik set dal-
Sich SNP v rGznych oblastech genomu
(tab. 3.3 B) pro detekci CNV, velkych de-
leci a amplifikaci a pro identifikaci hyper-
diploidie. Soubor sond pro translokace
by mél pokryt ptiblizné 1,7 Mb genomu
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a zahrnovat segmenty V, D a J, stejné
jako celou konstantni oblast. Pro detekci
translokaci MYC by mély byt sondy navr-
Zeny jak upstream, tak downstream od
genu MYC (od CASC19 po LINC00824)
(tab. 3.3 C). Oblast NGS se neustéle vy-
viji a reaguje na nejnovéjsi poznatky
o patogenezi MM a onkogenezi obecné.
Je pravdépodobné, ze komplexnost pa-
neld se bude vyvijet a doplnhovat o dalsi
doplriikové geny jako napf. obecné na-
dorové drivery (Sudha, 2022).
Bioinformatické hodnoceni zmén
by mélo byt provedeno podle dostup-
nych védeckych publikaci nebo po-
moci komerc¢nich programd. Vyset-
feni NGS je doporucené provést u nové
diagnostikovanych nemocnych s MM,
zvlasté v kombinaci se standadnim FISH
vysetfenim. V pfipadé relapsu onemoc-
néni se frekvence a typy chromozomo-
vych, resp. genovych aberaci mohou
vyvijet a ménit. Proto je vhodné zjistit
aktualni stav pred lé¢bou relapsu.



3.3.8. Imunofenotypizace
Diagnostika monoklonalnich
gamapatii

Pritokova cytometrie hraje zasadni roli
ve stanoveni mnozstvi, fenotypu a ze-
jména klonality plazmatickych bunék
(PC) at uz v kostni dfeni (KD) ¢i v jinych
biologickych materidlech. Panel pro-
tildtek, pomoci kterého provadi cyto-
metrickd laboratof vysetieni, by mél
vzdy zahrnovat zadkladni znaky pro de-
tekci PC a stanoveni zdkladnich feno-
typovych charakteristik — CD45, CD38,
CD138, CD19, CD56 a CD27 (tab. 3.4),
vhodné je doplnit i expresi znakl CD81
a CD117 (Flores-Montero, 2017; Jelinek,
2017). Mozné je doplnit i vySetfenich
dalsich molekul, které konkretizuji feno-
typ patologické populace a mohou mit
vztah k prognéze choroby (CD28, CD44,
CD20, CD200). Je zcela nezbytné, aby
panel pro diagnostiku i stanoveni mi-
nimalni rezidudlni choroby (MRD) zahr-
noval i protilatky proti lehkym fetézcim
kappa a lambda, jejichz exprese musi
byt detekovana v cytoplazmé PC, nikoliv
na jejich povrchu. Tyto protilatky slouzi
ke spolehlivému prakazu klonality PC
a pomahaiji tak odlisit klondlni charak-
ter PC od nalezl polyklonalni populace
PC napit. pfi infek¢nich stavech. Zejména
pro monoklondlni gamapatie nejasného
vyznamu (MGUS) je typicky vyskyt vice
fenotypové odlisnych populaci PC, pfi-
¢emz klondlni charakter obvykle vyka-
zuji jen nékteré. Aby nedoslo k prehléd-
nuti klondIni populace na polyklonalnim
pozadi je proto vzdy nutné posuzovat
klonalitu pro kazdou fenotypové odlis-
nou populaci oddélené. Analyze klo-
nality tak musi predchazet analyza
fenotypu. Celkovy pocet PC a pomér klo-
nalnich a polyklonalnich PC v ramci PC
je navic dalezitym prognostickym fakto-
rem (Burgos, 2023).

Vzorek zaslany pro imunofenotypi-
zacni vysetieni by mél byt osetfen anti-
koagula¢nim ¢inidlem EDTA. Odebrany
vzorek by mél byt co nejrychleji dopra-
ven do pfislusné laboratofe bez vyraz-
nych teplotnich vykyvl a do 24-48 h od
odbéru zpracovan.

3. Nejcastéjsi projevy nemoci a vySetreni

Tab. 3.3. Pro genetické vysetieni pomoci NGS cileného panelu
(upraveno dle Sudha, 2022 a Bolli, 2016).
A) Geny (MM/WM/ALA drivery, faktory resistence a cile pro imunoterapii)
KRAS TGDS BTGT XBP1 TNFRSF17
NRAS SNX7 PSMD1 IGLL5 SLAMF7
BRAF RASA2 BIRC3 TCL1A GPRC5D
TP53 USP29 CDKN1B TRAF2 FcRH5
FAM46C SF3B1 DUSP2 HISTTHTE CD38
NF1 ARID2 IDH1 BCL7A EZH2
CYLD PIK3CA IDH2 PABPC1 ITGB7
NFKBIA RAG2 IGF1R PRKD2 MYC
TRAF3 KDM6A IKZF1 FUBP1 CXCR4
CCND1 CD79A MAF ACTG1 UBR
CDKN2C SETD2 MAFB KMT2B CKS1B
PTEN CRBN MYD88 KLHL6 RARA
NFKB1 ATM NR3C1 PRDM1 CD40
CDK4 NFKB2 PIM1 RPS3A MAP3K14
DIS3 CUL4B PIM3 HISTTH1D CDKN2A
SP140 FGFR3 PSMB8 RBX1 CDKN2B
ROBOT CARDI11 PTPNT11 DDB1 LTBR
FAT3 STAT3 PSMB5 TACI
EGR1 BIRC2 SHC1 PSMB9 PDLT
PEG3 IL6ST TLR4 PSMG2 IL6R
LTB IRF4 MAX PSMC6 TNFAIP3
B) CNV pro detekce velkych deleci a amplifikaci
Sondy v polymorfnich oblastech celého lidského genomu v rozestupech cca 5-8 Mb.
Priblizné 1000 sond.
C) Translokace pro detekci prestaveb imunoglobulinti a genu MYC
IGH chromozom 14 (exonické oblasti genu)
IGK + IGL chromozom 2 + chromozom 22 (exonické oblasti gent)
MYC chromozom 8 (koordinaty 8:128 219 629 - 129 440 162)

Hodnoceni minimalni rezidualni
nemoci (MRD)

Spolu s technikou NGS je pratokova cy-
tometrie dle Mezinarodni myelomové
pracovni skupiny (IMWG) ustanovena
jako vhodnda metoda pro detekci MRD.
Nalez bez prikazu klonélnich PC v KD
je oznacovan jako stav flow MRD-nega-
tivity. Pfi vySetfeni MRD pomoci prito-
kové cytometrie by mélo byt postupo-
vano podle zdsad tzv. next generation
flow, které definovalo evropské cytome-
trické konsorcium EuroFlow. Citlivost vy-
Setfeni by méla dosdhnout minimalni

hladiny 10, oviem idedlné 10,V ramci
jednoho méreni by tak mély byt pro ana-
lyzu ziskany radové miliony jadernych
bunék, idealné 10 milionl dle doporu-
¢eni EuroFlow (Kumar, 2016). Pro stano-
veni MRD by mél byt pouzit prvni aspirat
KD, aby byl ziskdn co nekvalitnéjsi vzo-
rek s minimalni kontaminaci periferni
krvi. Nezbytnou soucasti vysledkového
reportu musi byt hladina MRD vyjad-
fend jako % klonalnich reziduélnich PC
z jadernych bunék KD (tzv. level); a v pfi-
padé negativniho vysledku tzv. limit de-
tekce metody (LOD), definovan jako
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Tab. 3.4. Doporucené kombinace molekul pro diagnostiku a monitoraci monoklonalnich gamapatii.

Kombinace znakii vhodné pro diagnostiku monoklonalnich gamapatii dle Euroflow:

zkumavka PB PO FITC PE PerCP-Cy5.5

1. CD45 CD138 CD38 CD56 B2mikroglobulin
PB PO FITC PE PerCPCy5.5

2. CD45 CD138 CD38 CD28 CD27

Kombinace znakti vhodné pro stanoveni MRD dle Euroflow:

zkumavka PB PO FITC PE PerCP-Cy5.5

1. CD138 CD27 CD38 CD56 CD45

2. CD138 CD27 CD38 CD56 CD45

Kombinace znakii vhodna pro detekci anti-BCMA CAR-T lymfocyti

zkumavka PB PO FITC PE PerCPCy5.5
CD20 CD45 CD16+CD56 BCMA CD4

APC - Allophycocyanine; APC C750 - Allophycocyanine-Cyanine 750; FITC - Fluorescein isothiocyanate; PB — Pacific blue; PE - Phycoery-
thrin; PE-Cy7 - Phycoerythrin-Cyanine 7; PO - Pacific orange; PerCP-Cy5.5 — Peridinin-Chlorophyll-cyanine 5.5;

PE-Cy APC APC-C750
CD19 Igk IgA

PECy APC APC-H7
CD19 CcD117 CD81
PE-Cy APC APC-C750
CD19 CcD117 CD81
cD19 Igk IgA

PECy APC APC-Cy
CD19 CD3 CD8

Tab. 3.5. Doporucené formy zapisu vysledki z pritokové cytometrie.

Priklad zapisu nalezu klonalni populace PC pfi diagnostickém vysetieni:
Ndlez - populace plazmatickych bunék (PC):
20 % celkovych PC (PC; % jadernych bunék):
25 % normalnich PC (% z PC)
75 % klonélnich PC (% z PC) s fenotypem: CD38++, CD138+, CD19-, CD56+,
CD27-,CD45-, CD20—-, CD117+ (ckappa+)

Priklad zapisu nalezu klonalni populace PC pfi vysetfeni MRD:
Ndlez - populace plazmatickych bunék (PC):
0,04 % celkovych PC (PC; % jadernych bunék):
0 % normalnich PC (% z PC)
100 % klonalnich PC (% z PC)

0,04 % klonalnich / patologickych PC (% z jadernych bunék)

s fenotypem: CD38++, CD138+, CD19-, CD56+, CD27+, CD45+, CD117-, CD20-
MRD pozitivni: 0,04 % (level)
LOD (limit detekce metody): 0,003 %

Priklad zapisu nalezu klonalni populace PC pf¥i vysetieni CTCs:
Ndlez - populace plazmatickych bunék (PC):
% klonalnich cirkulujicich PC (CTCs): 0,022 %
absolutni pocet klonalnich cirkulujicich PC (CTCs): 2,3 b / pl
LOD (limit detekce metody): 0,003 %

Priklad zapisu nalezu antiBCMA CART lymfocytii:
Ndlez - populace anti-BCMA CAR T lymfocytd:
% CART lymfocytt z leukocytl: 2,58 %
absolutni poc¢et CART lymfocyt(: 125 b / pl
% CART lymfocytl z CD4+ T lymfocytd: 12,4 %
% CART lymfocyt(i z CD8+ T lymfocytl: 10,9 %
IRl (pomér CD4+/CD8+ T lymfocyt(): 1,28
% CD19+/CD20+ B lymfocytud z leukocytl: 0 %
% NK bunék: 2,5 %
LOD (limit detekce metody): 0,002 %
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20/pocet jadernych bunék x 100 (vy-
jadfeno v %). Dulezitou vyhodou pri-
tokové cytometrie pfi stanoveni MRD
oproti NGS je moznost hodnoceni kva-
lity vzorku KD a event. kontaminace
vzorku periferni krvi. Zhodnoceni kva-
lity vzorku by tak mélo byt nedilnou sou-
¢asti vysledkového reportu (Puig, 2021).

Stale se ujasnuje optimalni frekvence
vysetfeni MRD v ramci monitorovani ne-
mocnych s MM v rutinni klinické praxi.
Zasadnim limitujicim faktorem je ne-
zbytnost odbéru kostni dfené. V rdmci
Ceské republiky je doporu¢eno provést
hodnoceni MRD u vsech pacientl s nové
diagnostikovanym MM, v den + 100 po
provedeni ASCT, dale vzdy, kdy je osetfu-
jicim lékafem indikovan odbér KD k po-
tvrzeni kompletni remise (CR). V pfipadé
negativity MRD je doporuceno zopako-
vat toto vysetfeni s odstupem 12 mésicl
k potvrzeni tzv. sustained MRD negati-
vity, dle oficialnich IMWG MRD kritérii
(Kumar, 2016). Rovnéz je doporucéeno vy-
uzit obecné nejprve jakoukoliv ovéfenou
metodu vysetfujici periferni krev (napf.
stanoveni cirkulujicich nddorovych plaz-
matickych bunék nebo NGS, atd.), které
pfi niZsi citlivosti jsou-li pozitivni jedno-
zna¢né znamenaji pozitivitu MRD a tudiz
neni tfeba odbér kostni diené.




Cirkulujici nadorové plazmatické
bunky (CTCs)

Vysoce senzitivni priitokovou cytome-
trii je mozné vyuzit i pro stanoveni klo-
nalnich PC cirkulujicich v periferni krvi
(CTCs), pticemz mnozstvi CTCs je zasad-
nim nezavislym prognostickym fakto-
rem u monoklondlnich gamapatie (Je-
linek, 2023; Garcés, 2022; Sanoja-Flores,
2018). | v tomto pfipadé je doporuceno
naméfit co nejvyssi pocet bunék. Rela-
tivni (%) i absolutni pocet CTCs je nutné
udavat z CD45+ leukocytll, pFicemz
v pfipadé neprokazani CTCs je nutné de-
finovat LOD.

Stanoveni CTCs je indikovano u vech
pacient( s nové diagnostikovanym MM,
doutnajicim MM, MGUS a AL amyloidé-
zou, rovnéz u pacientl s relapsem MM
v ramci restagingu nemoci.

Zapis vysledkd
imunofenotypizacniho vySetreni
Zévérem kazdého laboratorniho vy-
Setfeni je informovat lékare o jeho vy-
sledku. Laboratorni report by mél pfi-
nést stru¢né a jasné informace o poctu
anormalité PCa mél by umoznitijedno-
duché zadani vysledku vysetfeni do re-
gistru monoklonélnich gamapatii (RMG)
pro potieby dal3ich analyz. Pracovni sku-
pina priitokové cytometrie p¥i Ceské my-
elomové skupiné (CMG) tak doporucila
formu, v jaké by mély byt reporty pro
jednotlivé typy vysetfeni prezentovany
(tab. 3.5). V rdmci diagnostiky by mél vy-
sledek obsahovat vzdy informaci o cel-
kovém relativnim zastoupeni vsech PC
ve vzorku, a relativnim zastoupeni klo-
nalnich PC a polyklonalnich PC v rdmci
populace PC. Rovnéz by mél byt uveden
fenotyp patologické klonalni populace
PC. Samoziejmosti je uvedeni panelu vy-
Setfenych molekul.

Vysledek vySetfeni zaméfeného na
MRD musi obsahovat i informaci o LOD,
a u pozitivnich nélez( i jiz zminény level,
tedy hladinu zastoupeni MRD. Vysledek
vysetfeni KD bez ohledu na jeho zamé-
feni (diagnostika, MRD) by mél obsaho-
vat i informaci o kvalité vzorku. Tuto kva-
litu mUze pomoci odhadnout celkova

bunécnost vzorku, absence prekurzort
Cervené tady, prekurzor( B lymfocytd,
nezralych forem granulocytl ¢i masto-
cytl (Puig, 2021).

Monitorace anti-BCMA CAR-T
lymfocytd

Pritokovd cytometrie hraje dllezitou
roli i v rdmci monitorace moderni bu-
nécné terapie - tzv. CAR-T lymfocytd.
V rdmci monitorace anti-BCMA CAR-T
lymfocytl je doporucen 8 barevny panel
vyvinuty v ramci konsorcia Ceské spole¢-
nosti pro analytickou cytometrii (CSAC),
obsahujici kombinaci lyofilizovanych
protilatek (CD16/CD56, CD3, CD4, CD8,
CD19, CD20, CD45 - Exbio, Praha, CR)
a detekci BCMA CAR (Acrobiosystems,
Newark, USA). Je doporuceno provadét
monitoraci anti-BCMA CAR-T lymfocytud
v periferni krvi den 7, 14, 21 po podani
preparatu, nasledné mésic 1, 2, 3, 6, 9,
12.V pfipadé opakované negativity (2x
negativni) je doporuc¢eno zanechat sle-
dovani. Ve vysledkovém reportu musi
byt absolutni po¢et CAR-T lymfocytd
/ul. a v pfipadé neprokazani pfitomnosti
CAR-T lymfocytl i LOD. Déle je doporu-
¢eno sledovat zastoupeni NK bunék, T
a B lymfocytl v periferni krvi ve stejnych
¢asovych bodech plus navic pred zaha-
jenim lymfodeplece a den -1 pted poda-
nim CAR-T lymfocyt(.
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