Monoklonové gamapatie - laboratorne
vysetrenia v diagnostike a monitorovani

MUDF¥. Eva Durovcova, PhD.
MEDIREX, a. s., ¢len skupiny MEDIREX GROUP, Bratislava

Monoklonové gamapatie (MG) predstavuju heterogénnu skupinu ochoreni, ktoré charakterizuje klondlna proliferacia plazmocytov,
plazmocytoidnych lymfocytov alebo diferencovanych B-lymfocytov produkujicich monoklonovy protein (M-protein). Najvyznamnejsim
reprezentantom malignych MG a druhou najcastejsou hematologickou malignitou je mnohopocetny myelém (multiple myeloma - MM).
Vysetrenia sérovych proteinov, molekulovych markerov a genetickych profilov umoznuju diagnostikovat pritomnost MG, monitorovat
priebeh asymptomatickej fazy ochorenia, stratifikovat pacientov s vysokym rizikom progresie do symptomatického ochorenia. Ich dalsie
vyuzitie je pri posudeni prognézy ochorenia a terapeutickej odpovede u lie¢enych pacientov.
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Monoclonal gammopathies - laboratory tests used in diagnostics and monitoring

Monoclonal gammopathies (MG) represent various conditions with typical clonal proliferation of lymphoid or plasma cells with an increased
production of monoclonal immunoglobulin (M-protein). Multiple myeloma (MM) is the most important MG and the second most frequent haemo-
logical malignancy. Testing of serum proteins, molecular markers and genetic profiles are used for many purposes, including diagnostics of MG,
monitoring of asymptomatic phase of the disease, risk stratification of patients, assessing of prognosis, and therapeutic response in treated patients.
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Uvod

Tabulka 1. Rozdelenie monoklonovych gamapati
Klasifikacia zalozena na biologickom potenciali patologického bunkového

klonu tradi¢ne rozlisuje maligne a benigne MG (tabulka 1). Premaligne Stadium

ochorenia, tzv. monoklonovd gamapatia nejasného vyznamu (monoclonal
gammopathy of undetermined significance — MGUS), sa prejavuje len patolo-

gickym laboratérnym néalezom M-proteinu. Rozdelenie MG na asymptomatické A Mnohopoéetny myelém (IIMM - myelém s intaktnym lg)

a symptomatické je zalozené na pritomnosti zndmok organového poskodenia, R ) ) i ) i ] o
B Variantné formy myelému: lahkoretazcovy myelém, nesekrecny

myeldém, solitadrny plazmocytom, extrameduldrny plazmocytom,
plazmocytova leukémia

ktoré sa deteguju najma pomocou laboratérnych nalezov. Diagnostické kritéria
mnohopocetného myeldmu, najvyznamnejsej MG, sumarizuje tabulka 2.

Laboratérna diagnostika MG zahfha Siroké spektrum hematologickych, C  Maligne lymfoproliferativne ochorenia:

Waldenstromova makroglobulinémia, maligne lymfémy, chronicka
lymfaticka leukémia

biochemickych, imunologickych, cytotologickych a genetickych vysetreni.
Cielom laboratérnej diagnostiky je:
1. potvrdenie klondlnej expanzie plazmocytov D

Choroby spojené s ukladanim monoklonovych Ig/VLR:

2. dobkaz akéhokolvek orgdnového poskodenia

3. vysetrenie prognostickych markerov — pri volbe terapie a pri urcenf
dlhodobej prognoézy

4. monitorovanie progresie ochorenia alebo Ucinku liecby

Tabulka 2. Diagnostické kritérid pre MG (1)

Systémova Al-amyloidéza (predtym primarna)
LCDD/HCDD - choroba z ukladania lahkych/tazkych retazcov

E POEMS (osteosklerotizujici myeldm)

M-protein v sére < 30 g/I M-protein v sére > 30 g/I
a/alebo
pocet monoklonovych

plazmocytov v KD > 10 %

Pocet monoklonovych plazmocytov v KD
<10 %

M-protein v sére a/alebo v moci (bez Specifikacie koncentracie)

Pocet monoklonovych plazmocytov v KD > 10 % alebo biopticky potvrdeny
plazmocytém
Imunofenotypizécia: > 90 % plazmocytov s patologickym fenotypom

Nepritomné prejavy organového
poskodenia

Nepritomné prejavy orgdnového
poskodenia

Pritomné prejavy orgdnového poskodenia CRABI

Nepritomné iné B-lymfoproliferativne
ochorenie, AL-amyloidéza, LCDD/HCDD

,nesekrecny myeldom*:
Pocet monoklonovych plazmocytov v KD = 10 % bez M-protefnu v sére/moci +
znamky organového poskodenia
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Detekcia monoklonového proteinu

1. Celkové bielkoviny v sére: hyperproteinémia nad 90 g/l méze byt
prvou zndmkou moznej MG.

2. Imunoglobuliny kvantitativne: stanovuje sa sumarna koncentrécia
polyklonovych aj monoklonovych imunoglobulinov (M-Ig). Pri vysokych
koncentracidch M-Ig je nutné sérum riedit, ¢o vedie k nadhodnoteniu
stanovenia, najma pri IgM. U vacsiny pacientov so symptomatickym
MM je pritomnd supresia polyklonovych imunoglobulinov.

3. Elektroforéza sérovych bielkovin umoznuje detekciu M-gradientu
od velkosti cca 1,0 g/l. Gradient je najcastejsie tvoreny kompletnou
molekulou M-Ig alebo len jej stavebnymi si¢astami — lahkymi retaz-
cami. Denzitometricky odhad velkosti M-proteinu nekoreluje
vzdy s kvantitou celkovych Ig (rézna afinita farbiva k monoklonovej
bielkovine, nadhodnotenie celkovych Ig).

Priciny falosnej negativity: malé gradienty splyvajlce s beta- a alfa2-
-globulinmi, atypické diftzne gradienty v désledku tvorby dimérov
alebo polymérov IgM a IgA alebo agregétov IgG, tvorba komplexov
M-proteinu s ostatnymi bielkovinami séra.

Priciny falosnej pozitivity: fibrinogén, hemopexin — hemoglobinovy
komplex.

4. Imunofixac¢na elektroforéza v sére umoznuje pomocou antisér
proti tazkym a fahkym retazcom ur¢it triedu monoklonového imu-
noglobulinu (G, A, M, pripadne D, E) a antigénny typ lahkého retazca
(kappa a lambda). Imunofixécia sa vykonava vzdy pri nizkosekre¢nych
formach MG, napriklad AL-amyloiddzy, ako aj liecenych pacientov,
u ktorych pomocou elektroforézy nie je mozné detegovat nizku
koncentraciu M-proteinu. Citlivost metddy je okolo 0,2 g/I.

5. Volné lahké retazce kappa alambda v sére (VLR): patologicky pomer
svedci o pritomnosti klonalnej expanzie plazmocytov alebo ich progeni-
torov, pripadne o supresii nepostinnutého (uninvolved) lahkého retazca
v priebehu ochorenia alebo po lie¢he. Koncentrécia v sére zavisi od rov-
novahy medzi ich produkciou plazmocytmi a oblickovym klirensom. Na
posudzovanie monoklonality u pacientov so znizenou GF sa pouZivaju
modifikované referencné intervaly pomeru kappa/lambda (tabufka 3).
ViySetrenie je indikované najma v diagnostike MG s tvorbou prevazne
volnych lahkych retazcov (AL-amyloiddza, lahkoretazcovy a nesekrecny
myeldm), ktorych detekcia pomocou elektroforézy a imunofixacie je
problematicka. V skriningu MG je vysetrenie VIR v kombinacii s elek-
troforézou v sére vhodnejsou a citlivejSou metddou, ktord nahradza
problematicky a nepohodiny zber mocu (3).

6. Imunofixa¢na elektroforéza v moci: umoznuje identifikovat pri-
tomnost monoklonovych lahkych retazcov (Benceova-Jonesovej
proteinuria) a intaktného monoklonového Ig ako prejav neselektivnej
glomerulovej proteinurie pri tazsom poskodenf obli¢iek. Podla sucas-
nych odbornych odporucani na diagnostiku a lie¢cbu MM a pribuz-
nych MG je u vietkych pacientov s diagnostikovanym ochorenim
poZadované aj imunofixa¢né vysetrenie 24-hodinového mocu (1, 4).
Dokaz patologickych koncentracii v moci (spolu s kvantitou VIR v sére)
ma diagnosticky vyznam najma pri MG, pre ktoré je charakteristicka
len tvorba VIR - lahkoretazcovy myeldom, nesekre¢ny myeldm, AL-
amyloidéza.
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Tabulka 3. Interpretacia vysledkov stanovenia VLR (2)

Normdlny rozsah 33-194mg/l 55-263mg/l  0,26-1,65

Monoklonové gamapatie kK zvysené Normal/znizené  zvysené

Monoklonové gamapatie A norméline/ zvysené znizené
znizené

Bi/oligoklonové ochorenia  zvysené zvysené rozny*

Polyklonové ochorenia zvysené zvysené normdalny

Rendlne poskodenie zvysené zvysené [ahko zvyseny

Referen¢né hodnoty — 037-31

nefrologicki pacienti**

Supresia kostnej drene znizené znizené normalny

*zdvisi od pomeru koncentrdcii VLR, **prijaté specifické referencné hodnoty

7. Prietokova cytometria: stanovenie percentudlneho zastUpenia,
fenotypu a klonality plazmatickych buniek (PB) a urcenie percentuél-
neho podielu abnormalnych buniek z celkového poctu PB umoziiuje
rozliSenie najma medzi:

- MGUS, myeldbmom a reaktivhou plazmocytézou

- IgM myelémom a inymi IgM produkujucich lymfoproliferativnymi
ochoreniami

Najvhodnejsimi identifikdtormi plazmatickych buniek su antigény

CD38 a CD138. Na posudenie patoldgie jednotlivych subpopulacii PB

sa vyzaduje multifarebnd prietokova cytometria doplnend aj o dalsie

potencidlne aberantné markery, ktord umozniuje odhalit aj velmi maly

patologicky klon medzi normalnymi PB (5).

Hodnotenie: Nédlez > 95 % patologickych PB s aberantnym fenoty-

pom svedci o MM (6).

Normalny fenotyp: CD19+CD56-.
Aberantné fenotypy: CD19-CD56+, CD19-CD56-, resp. CD19+CD56+.
Medzi dalsie znaky aberantného fenotypu patri:

B zniZzend expresia CD19, CD27, CD38 CD45 a CD81

B zvysend expresia CD28, CD33, CD56, CD200

B asynchronna expresia CD20 a CD117
Na uréenie klonality sa stanovuje pomer cytoplazmatickych lahkych

retazcov kappa/lambda, ktory je v polyklonovych PB v rozmedzi 0,3 —

3,0. Stanovenie cytoplazmatickej expresie retazcov kappa a lambda je

nevyhnutné v nejasnych pripadoch, na vylUcenie pacientov bez MG, pri

MGUS a asymptomatickom MM, ako aj pri analyze minimalnej rezidualnej

choroby.

Limitdcia: V porovnani s konvencnou mikroskopiou je percento PB
detegované prietokovou cytometriou podhodnotené v dosledku hemo-
dilicie vzorky kostnej drene a deplécie lipido-adhezivnych plazmocytov.

Dokaz organového postihnutia

Na odhalenie orgdnovych komplikacii (tabulka 4) sltzia laboratérne
vysetrenia: kompletny KO, urea, kreatinin, GF, Ca, albumin, LD, CRP, Ig GAM
kvantitativne, VLR.

Nové revidované kritérid IMGW (international Myeloma Working Group,
2014) pre diagnostiku mnohopocetného myelédmu zahfiaju 3 nové valido-
vané biomarkery, ktoré sa priddvaju k tradi¢nym markerom orgdnového
postihnutia a umoZznia skupine rychlo progredujucich pacientov s asym-
ptomatickym (smoldering) myeldmom profitovat z véasnejsej liecby (8).



Tabulka 4. CRAB - kritérid poskodenia organov myeldémom podla IMWG, 2003 (1)

C Hyperkalciémia  S-Ca > 2,75 mmol/I (alebo 0,25 mmol/I nad horny

limit RI)

R Rendlne zlyhanie  S-kreatinin > 177 umol/I
Anémia Hemoglobin < 100 g/l alebo 20 g /I pod dolny limit
B Kostné zmeny Osteolytické loZiska (denzitometria - NMR alebo CT)

Iné Symptomatickd hyperviskozita, amyloidéza,
opakované bakteridlne infekcie (> 2 za 12 mesiacov)

Tabulka 5. Klinické stadia MM podla ISS, 2005

| <35 >35
Il <35 <35

alebo3,5-55 a>35
Il >55

Tabulka 6. Model stratifikdcie rizika progresie ochorenia pri MGUS

Nizke riziko (M-protein < 15 g/1, 1gG izotyp, 1 5
normalny pomer VLR)

Mierne riziko (1 faktor patologicky) 54 21
Stredné riziko (2 faktory patologické) 10,1 37

Viysoké riziko (3 faktory patologické) 20,8 58

Tabulka 7. Klasifikdcia symptomatického myeldému podla pritomnosti
chromozémovych aberdcif (11)

Delécia 17p13 Ostatné aberéacie
(4:14) Hyperdiploidia
t(14;16) t(11;14)

Delécie 13 t(6;14)
Hypodiploidie

Pritomnost aspon jedného z nasledujucich troch kritérii postacuje pre dia-
gn6zu MM bez ohladu na pritomnost markerov CRAB:

a. zastupenie klondlnych buniek v kostnej dreni > 60 %

b. pomer postihnuty/nepostihnuty VIR > 100

c. viac ako jedna lézia nad 5 mm zistend pomocou MR

IMWG upozornila aj na dalsie slubné biomarkery, ktoré by v budicnosti
mohli byt sucastou diagnostickych kritérii pre mnohopocetny myelém:
B vyskyt abnormélneho imunofenotyp plazmatickych buniek > 95%;
B imunosupresia normalnych imunoglobulinov;

B progresia asymptomatického myeldmu v podobe nérastu M-proteinu

02109% v dvoch po sebe iducich vysetreniach v priebehu 6 mesiacov;
B cytogenické subtypy t(4;14), 1g amp alebo del 17p;

B nevysvetleny pokles GF o >25 % plus ndrast proteinurie alebo kon-
centracie VLR v sére.

Vysetrenie prognostickych markerov

1. Medzinarodny stazovaci systém na urcovanie klinickych stadif
myelédmu — International Staging System for Multiple Myeloma (8), je
zaloZeny na jednoduchych a siroko dostupnych laboratérnych vyse-
treniach — sérovych koncentréacidch f2-mikroglobulinu a albuminu
(tabulka 5).

2. Volné lahké retazce kappa a lambda v sére: patologické koncen-
tracia VLR je nepriaznivym prognostickym faktorom pri vacsine MG,
nevynimajuc MGUS (tabulka 6). Koncentracia monoklonovych VLR
koreluje nielen s velkostou nadorovej hmoty, ale aj s rizikom oblickového
poskodenia. V- monitorovani priebehu ochorenia alebo efektu liecby
sa odporuca okrem pomeru VLR sledovat aj absolttnu koncentraciu
postihnutého typu retazca alebo diferenciu medzi postihnutym a ne-
postihnutym retazcom, ktord lepsie odraza velkost nadorovej masy (4).

3. Prietokova cytometria: participuje pri urcenf rizika progresie u pa-
cientov s MGUS a asymptomatickym mnohopocetnym myeldémom
detekciou percentudlneho podielu abnormalnych PB z celkového
poctu plazmatickych buniek. Nalez > 95 % patologickych PB s ab-
normalnym fenotypom sved¢i o transformacii MGUS do MM.

4. Prognostické cytogenetické markery: MM sa vyznacuje Spe-
cifickymi abnormalitami chromozémov, ktoré umoznuju rizikovu
stratifikdciu, najma pacientov lie¢enych vysokodavkovanou chemo-
terapiou s podporou autolégnej transplantacie kmenovych buniek
a biologickej lie¢by (tabulka 7). Minimalny panel odportcanych FISH
vysetreni u pacientov s myeldmom (tzv. ,high-risk panel”) zahfa:

- translokacie t(4;14)(p16,q32), t(14,16)(q32;923)

- delécia TP53 [del(17)(p13)]

- zisk/amplifikacia v oblasti 121 (CKS1B)

Stcasna pozitivita translokécie a najmenej jednej daldej chromozémovej
abnormality definuje vysokorizikovych pacientov s nepriaznivou prognézou.
Rozsireny panel cytogenickych prognostickych markerov sa pouziva u pa-
cientov lie¢enych imunomodula¢nymi liekmi a inhibitormi proteazému (1).

Monitorovanie liecby
Medzinérodné kritérid IMWG (International Myeloma Working Group, 2006) na
hodnotenie lie¢ebnej odpovede zahffaju aj nasledovné laboratérne parametre (9):
1. M-gradient v elektroforéze: Pouziva sa pripade tzv. meratel-
nej choroby, ktoré je definované ako M-gradient nad 10 g/l v sére
a/alebo nad 0,2 g/24 hod. v mod¢i. Idiotyp M-proteinu sa v priebehu
vyvoja myelému nemen, hoci ojedinele, najma pri relapse ochorenia
mo&zu myeldmové bunky stratit schopnost tvorby tazkych retazcov
a ochorenie pokracuje ako lahkoretazcovy myelém. Velmi zriedkavo
je pozorovana prechodna zmena izotypu Ig a pritomnost abnormal-
nych oligoklonovych pruzkov, ktoré su povazované za prejav obnovy
normalnej tvorby imunoglobulinov a su spojené s lepsim prezivanim.
2. Volné lahké retazce v sére: Kritéria liecebnej odpovede IMWG
odportcaju kvantitativne stanovenie VLR pri hodnoteni liecby v pripa-
doch tzv. nemeratelnej choroby, t. j. oligo- a neskeretorickych foriem
ochorenia, pri ktorych M-protein nie je meratelny inymi metéddami.
Podmienkou pouZitia VLR v hodnotenf lie¢ebnej odpovede je ich
minimalna bazélna koncentracia > 100 mg/I a patologicky pomer.
V kategorii Uplnej remisie, tzv. stringent complete response sa okrem
chybania imunohistochemickych a imunofluorescencnych zndmok
monoklonality vyzaduje aj normélny pomer VLR v sére (tabulka 8).
Pomocou stanovenia VLR v sére je mozné diagnostikovat tzv. light chain
escape” fenomén, t. j. objavenie sa dediferencovaného klonu buniek
produkujucich len monoklonové VIR, ktoré nereaguju na liecbu.
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Tabulka 8. Kritérid na hodnotenie liecebnej odpovede IMWG, 2006

iCR sCR+ nepritomnost klonu plazmocytov v KD pri

(immunophenotypic  vySetreni min 106 bb pri pouziti > 4-farebnej

remmision) prietokovej cytometrie

sCR (stringent CR) CR+ normalny vysledok VLR v sére a nepritomnost
klonu plazmocytov v KD (imunohistochémia alebo
imunofenotypizécia)

CR (complete Negativny vysledok imunofixacie séra a mocu

remission) + normalny pocet plazmocytov v KD (< 5 %) a Ustup
tkanivovej infiltracie plazmocytmi
VGPR (very good > 90 % pokles pévodnej koncentréacie M-Ig v sére

partial remission) + < 0,1 g/24 h v modi alebo pozitivna imunofixécia pri
uz negativnom vysledku elektroforézy

> 50 % pokles pévodnej koncentracie M-Ig v sére

+ > 90 % pokles M-Ig v moci alebo < 0,2 g/24 hod. v moci

+ > 50 % zmen3enie pbvodnej velkosti plazmocytédmu

PR (partial remission)

MR (minimal 25— 49 % pokles povodnej koncentrécie M-Ig v sére
remission a 50 - 89 % pokles M-Ig v moci

SD (stable disease) Nedosiahnutie kritérii mCR, VGPR, PR, MR alebo PD
PD (progressive > 25 % pokles pévodnej koncentracie M-Ig, vznik
disease) novych kostnych loZisk, hyperkalciémia alebo iné

znamky zhorsenia stavu

3. Prietokova cytometria: Pri detekcii minimalnej reziduainej choroby
u lie¢enych pacientov s mnohopocetnym myeldémom stanovenim
pritomnosti abnormalnych plazmatickych buniek.

4. Monitorovanie obli¢kovej choroby: Poskodenie obliciek je pritomné
u 20 - 50 % pacientov s myelémom. V jeho patogenéze sa uplathuje
najma nefrotoxicita VLR, ktord potenciuju dalsie faktory ako dehyd-
ratacia, hyperkalciémia a nefrotoxické lieciva. Dennd produkcia VLR
okolo 5 g je u vacsiny pacientov spojend s nefrotoxickymi cinkami.
Velké mnozstvé prefiltrovanych VIR prekracuju reabsorpcnu kapacitu proxi-
malnych tubulov, ¢o vedie k vzniku prerendinej (Benceovej-Jonesovej) pro-
teinurie a naslednému poskodeniu tubulointersticia. Klinické prejavy varirujd
od Fanconiho syndrému cez tzv. myelémovu oblicku (cast nephropathy)
az po akutne oligurické zlyhanie obliciek v dosledku masivnej obstrukcie
distalnych aj proximalnych tubulov (10). Iné typy lahkych retazcov posobia
nefrotoxicky na Urovni glomerulov, pricom vyvoldvaju dve rozdielne formy
poskodenia — Al-amyloidézu a chorobu z ukladania lahkych retazcov
(LCDD), ktorych hlavnym klinickym prejavom je neselektivna glomerulova
proteinuria nefrotického typu. Stanovenie VLR je prinosom v diferencialnej
diagnostike vymenovanych ochoreni obli¢iek a pri hodnoteni tcinnosti
eliminacnejliecby pomocou novych hemodialyzétorov s velkostou pérov,
ktoré dovoluju prechod molekul VIR - tzv. ,high cut-off dialyzer”.
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Predanalytické informacie

Odber

Parametre v sére: Standardnd gélova skimavka, nie su potrebné
$pecidlne podmienky pri odbere a transporte.

Imunofixacia v moci: jednorazovy alebo zbierany mo¢ (24-hodinovy
zber, ak je potrebna kvantifikdcia M-gradientu v moci).

Prietokové cytometria: odber periférnej krvi ako na krvny obraz.

Interferencie
Pri stanoveni CB, Ig a VLR interferuje silnd hemolyza a lipémia.
Elektroforéza: vysetrenie v plazme imituje pritomnost M-gradientu v be-
ta2globulinoch (fibrinogén), hemolyza imituje M-gradient v alfa2globulinoch.
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Indika¢né obmedzenia zdravotnych poistovni

29

CB vietky 4/D vietky 1/D 3670
Ig GA 001; 002; 003; 004; 007; 008; 012; 014; 018; 020; 031; 040; 001; 002; 003; 004; 007; 008; 012; 014; 018; 020; M 4530
045; 048; 051; 060; 062; 063; 104; 114; 140; 145; 154, 156;  3/T 031; 040; 045; 048; 051; 060; 063; 140; 145; 154; 4531
IgM 163; 216; 331; 329 156; 163; 216; 329, 2/M 4532
ELFO Vsetky odbornosti 3/D vsetky 2/D 4155
IFIX VSetky odbornosti 3/M vsetky 2/M 4192
\\;Lritfjspa 001;004; 007; 011; 019; 031; 040; 043; 104; 108; 140; 329  2/T 001; 004; 007; 011; 019; 031; 040; 043; 140; 329 /7 4534 4535
. 001; 007; 008; 012; 019; 020, 031; 043; 047; 060;
(32-mikro 001; 012; 019; 031; 043; 047; 060; 063; 322; 329; 591 2/M 063: 163 322: 329. 591 2/M 4354
\mu.nlof_enof 001; 002; 003; 004; 007; 009; 011; 018; 019; 025; 031; 040; 5T 001;002; 003; 004; 007; 009; 011; 018; 019; 025; 031; 15/T 4658
typizacia 043, 045; 063; 104; 108; 140; 145; 156; 163; 329; 331; 323 040; 043; 045; 063; 104; 140; 145; 156; 163; 329; 331
001; 007; 019; 031; 060; 329 1/D 007, 019; 031; 329 1/D 3612a
Myelogram  001; 003; 007; 008; 010; 011; 019; 029; 031; 043; 045; 048; 2/D 001; 003; 007; 008; 010; 011; 019; 031; 043; 045; 2/D 3906
108; 145; 154, 155; 156; 329 048; 145; 154; 156; 329
albumin vietky 3/D vsetky 2/D 3681
KO vietky 5/D vsetky odbornosti 5/D 3503
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