60. narozeniny prof. MUDr. Miroslava Penky, CSc.

Pokrok v oblasti mnohocetného myelomu a vyvoj
souvisejiciho laboratorniho zazemi

R. Hgjek'?, M. Almasi*?, L. Rihova's, J. Smejkalovd'?, L. Pour?, L. Zahradovd'?, Z. Adam’

" Oddélen( klinické hematologie FN Brno, pracovisté Bohunice, prednosta prof. MUDr. Miroslav Penka, CSc.
2 Interni hematoonkologickd klinika LF MU a FN Brno, pracovisté Bohunice, prednosta prof. MUDr. Jifi Mayer, CSc.
3 Babdkova myelomovd skupina p#i Ustavu patologické fyziologie LF MU Brno, prednostka prof. MUDr. Anna Vaskd, CSc.

Souhrn: Vyvoj ve vyzkumu, diagnostice a [é¢bé mnohocetného myelomu za poslednich 10 let je mimotadny. Jednim ze zdkladnich pFed-
pokladt vyzkumné ¢innosti je vstupni zpracovani a t¥idéni biologického materidlu a vytvofeni biobanky s archivaci kritického mnoZstvi
vzork(i pro vyzkum. Prace popisuje vyvoj a ¢innosti vyzkumné laboratote experimentalni hematologie zajistujici nezbytné naroky kladené
pokrokem ve vyzkumu mnohocetného myelomu a dalsich monoklondlni gamapatii na vstupni zpracovani a tfidéni materialu a jeho archi-
vaci pro potieby vyzkumu i diagnostiky.
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Advancement in the area of multiple myeloma and development of connected laboratory background

Summary: Development in research, diagnostics and treatment of multiple myeloma has been unprecedented in the past 10 years. One
of the basic conditions of research is entry processing and sorting of biological material as well as creation of a biobank with archiving of
a critical amount of samples for research. This work described the development and functioning of a research laboratory of experimental
hematology that needs to answer high demands of quickly developing research of multiple myeloma and other monoclonal gammopa-

thies for entry processing and sorting of material and its archiving for research as well as diagnostics needs.
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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je krevnf
nadorové onemocnéni, u kterého se
v poslednich letech vyrazné zlepsuje
dlouhodobé preziti. Zlepseni léceb-
nych vysledkl souvisi se zavedenim
autologni transplantace krvetvornych
bunék do lé¢ebné strategie u mlad-
sich nemocnych v 90. letech minulého
stoleti, ale také se zavedenim novych
uc¢innych |éka, bortezomibu, thalido-
midu a lenalidomidu, do bézné kli-
nické praxe v posledni dekadé [1].
Rada novych lékii je testovéna v kli-
nickych studiich féze I-IIl. Stavajici Ié-
¢ebné strategie mohou vést az k vylé-
¢enf. Toto tvrzeni objevujici se viibec
poprvé v roce 2009 [2] se povaZuje za
zasadni zvrat v ndzoru na toto krevni
nadorové onemocnéni. Doposud byl
MM povaZovan za nevylécitelné one-
mocnéni a hovofili jsme maximalné
o moznosti navodit chronické one-
mocnéni. Vylécitelnost je podminéna
dosazenim hluboké a trvalé kompletnf
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remise onemocnéni. To je v redlné
praxi nejpravdépodobnéjsi a mozné asi
u 10 % nemocnych ze skupiny vhod-
nych nemocnych k provedeni auto-
logni transplantace s prognosticky
pFiznivym MM, kteFi jsou léceni inten-
zivn{ kombinovanou lé¢bou z dostup-
nych nejicinnéjsich postupt sestave-
nych do komplexniho bloku vstupni
indukéni |é¢by nasledované udrzovact
lécbou [3,4]. Kompletni remisi trvajici
déle nez 3 roky Ize oznadit za prvni mil-
nik k vylé¢itelnosti [3]. Je potieba zd (-
raznit, Ze ve stdvajicim svétle poznatkd
a dlouhodobych zkusenosti s intenziv-
nimi rezimy se otevfené mluvi o moz-
nosti vyléceni nemocnych s MM po-
prvé az na konci roku 2011 [5].
Kontinualni zlepSovani nasich léceb-
nych vysledk( prindsi neustalé ndroky
na dostupnost modernich diagnos-
tickych a vyzkumnych metod. Zcela
zdsadné stoupla role flowcytomet-
rického hodnoceni pattici nyni mezi
zakladni metody pro diagnostiku, vy-

hodnoceni hloubky lé¢ebné odpo-
védi a sledovdni zbytkového nadoro-
vého onemocnéni [6]. Uptesiiuje se
vyznam pozitronové emisni tomogra-
fie v kombinaci s vypocetni tomografif
(PET/CT). Zdokonaluje se moznost vy-
uZiti nejmodernéjsich celogenomovych
metod pro stanoveni prognézy a indi-
vidualizaci 1é¢by [7]. Pro splnénf vy-
zkumnych tkolt a rychlé aplikace do
klinické praxe je potfeba vstupné zpra-
covat tisice vzorkd biologického mate-
ridlu, které musi byt priibézné archivo-
vany v biobance a dostupné pro rlizné
typy analyz dle potfeby vyzkumnych
tymd. Je optimalni, pokud existuje kli-
nicky datovy registr nemocnych s MM
a moznost propojeni védeckych a kli-
nickych dat.

Moderni laboratorni zdzemi je dnes
zcela nezbytnou soudasti vyspélych
pracovist. Vytvoreni takovych podmi-
nek na pracovisti zpravidla trvd nej-
méné 10 let. V souhrnném ¢&lanku uva-
dime 14leté zkuSenosti s budovanim
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takového laboratorniho zdzemi pro
potieby vyzkumu MM na Oddélenf kli-
nické hematologie FN Brno vedeného
prof. Penkou.

Historie Laboratore
experimentdlni hematologie

a bunécné terapie - védecké
zazemi pro vyzkum v oblasti
mnohocetného myelomu

V roce 1998 byly na Oddéleni klinické
hematologie FN Brno vytvofeny pro-
storové i personalni podminky pro
vznik Laboratofe experimentalni he-
matologie a bunéc¢né imunoterapie
(LEHABI). Chod vyzkumné laboratore
byl od zahdjeni provozu z vétsi ¢asti fi-
nancovan ze ziskanych grant(, projektd
a vyzkumnych zamérd. Od roku 1999
se laboratof zabyva vstupnim zpraco-
vanim a archivaci biologického mate-
ridlu pro vyzkumné projekty v oblasti
hematologie, zvlasté pak oblasti mo-
noklondlnich gamapatii. Postupné byla
zaloZzena Myelomova banka vzorkd -
biobanka, kterd dnes predstavuje jednu
z nejvétdich v Evropé.

V roce 2006 doslo k rozsifeni myelo-
mového vyzkumného programu do nové
otevienych prostor Univerzitniho kam-
pusu Brno, kde probihd dalsi védeckd
analyza pomoci modernich molekularné
biologickych metod. Jsou pouZzivany me-
tody |-FISH (Interphase Fluorescence in
situ Hybridization), aCGH (array Com-
parative Genomic Hybridization), real-
-time PCR, GEP (Gene Expression Profi-
ling). Cinnost laboratofe je tzce spjata
s vyzkumnou ¢innosti Babdkovy mye-
lomové skupiny p¥i Ustavu patologické
fyziologie LF MU a s Laboratofi mole-
kuldrni cytogenetiky Pfirodovédecké fa-
kulty MU. Propojenim uvedenych tym
doslo ke vzniku plné integrovaného mo-
derniho védecko-vyzkumného praco-
visté, které vytvotilo optimalni podminky
v definovanych oblastech preklinického
a klinicky aplikovaného vyzkumu s rych-
lym vyuzitim dosazenych poznatkd v kli-
nické praxi.

Grantova ¢innost je nejzasadnéjsim
zdrojem financovan{ vyzkumnych ak-
tivit LEHABI. PInéni projektd je vzdy
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v soucinnosti s LF MU a P¥irodovédec-
kou fakultou MU, resp. s Babdkovou
myelomovou skupinou p¥i Ustavu pa-
tologické fyziologie LF MU a s Labo-
ratofi molekularni cytogenetiky P¥iro-
dovédecké fakulty MU. Za klicovy Ize
povazovat rok 2006, kdy byla vyzkum-
nému tymu mimo jiné pfidélena dotace
z MSMT - vyzkumné centrum. Vyvoj
ziskanych projektd a finanéni podpory
je prehledné znazornén v grafu 1. Pre-
hled fesenych grantt od roku 1997 je
vtab. 1.

Biobanka mnohocetného
myelomu a monoklonalnich
gamapatii

Uz vice nez deset let probiha v ramci
LEHABI archivace biologického ma-
teridlu v biobance. Tato archivace
je povazovdna za vstupni kritickou
¢ast vyzkumné cinnosti hrajici kli-
¢ovou roli p¥i testovani vyzkum-
nych hypotéz. Obecnym problémem
pri FeSeni Fady vyzkumnych otdzek
je dostupnost kritického mnoZstvi
vzorkd pro vyzkumné projekty umoz-
nujici robustni statistickou analyzu.
Biobanky jsou dobte organizované
zdroje zahrnujici biologické vzorky
a souvisejici informace dostupné
pro védecky vyzkum [8]. Kazdy vzo-
rek od osoby s raritnim onemocné-
nim ma vysokou hodnotu, protoze
muze byt klicem k zodpovézeni vy-
znamné vyzkumné otdzky [9]. Labo-
ratorni analyzy monoklonélnich ga-
mapatii nejasného vyznamu (MGUS)
a MM jsou zaloZeny na separaci
plazmatickych bunék (PB) z kostni
dfené nemocnych. Patologické po-
pulace plazmatickych bunék jsou he-
terogenni a mohou obsahovat riizné
zralé formy B-lymfocyt [10]. Zakla-
dem dobfe fungujici biobanky je kva-
litni vstupni zpracovan{ klinickych
vzork( (periferni krev a kostni d¥ert)
pacientdl s monoklondlni gamapa-
tii a daldich raritnich hematologic-
kych nadorovych onemocnéni jako
Castlemanova choroba, Erdheim-
Chester(lv syndrom, histiocytézy, he-
mangiomatézy, Waldenstrémova

makroglobulinemie, IgA pemfigus
a amyloiddzy.

Zpracovani vzorka
Specifickym problémem u monoklo-
ndlnich gamapatif je zpravidla nedo-
statek nadorové frakce bunék, coz je
dano umistnénim nadorovych bunék
v kostni dFeni v kombinaci s nizkou in-
filtraci. Existuje nékolik moZnosti sepa-
raci, na$ vyzkumny tym se trvale snazi
tuto problematiku fesit [11-16]. Rov-
zasad separacnich metod a popsan nds
optimalizovany algoritmus postup( na-
sledujicich po vstupnim zpracovanf
vzorkt [17]. Kostni d¥eri (10-40 ml)
je odebrdna do heparinu a ihned smi-
chana s transportnim médiem v poméru
1: 1 obsahujicim IMDM médium (Isco-
ve’s Modified Dulbecco$ Medium, Sig-
ma-Aldrich), které obsahuje 100 U/ml
heparinu a 100 U/ml DNazy (Roche
Diagnostics). Pred vlastni separaci plaz-
matickych bunék se provadi izolace
mononukledrnich bunék denzitni gra-
dientovou centrifugaci na Ficoll-Plaque
Plus (StemCele Technologies). Pro-
cento CD138" plazmatickych bunék (CD
138-PE, Exbio) je hodnoceno na pf#i-
stroji FACSCanto Il (BD Biosciences);
dale je provedena separace plazmatic-
kych bunék podle standardnich proto-
kol metodou magneticky aktivované
separace bunék (MACS) pomoci pfi-
stroje AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec)
a/nebo fluorescenéné aktivované sepa-
race bunék (FACS) na p¥istroji FACSAria
(BD Biosciences). Vzorky s 2 5 % plazma-
tickych bunék jsou separovany meto-
dou MACS, vzorky s < 5 % plazmatic-
kych bunék jsou t¥idény metodou FACS.
Pro separace se pouzivd magneticky zna-
¢enad protildtka CD138 MACS MicroBe-
ads (Miltenyi Biotec) namitena proti po-
vrchovému antigenu CD138 zndmému
jako syndecan-1 nebo fluorescenéné zna-
¢ené protilatky CD138-PE, CD19-PC7,
CDS56-FITC, CD38-APC a CD45-PerCP
(Exbio, Beckman Coulter).

Na LEHABI probiha vstupni zpraco-
vani klinickych vzorkd, jejich distribuce
mezi jednotlivé védecké tymy a archivace
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Tab. 1. Prehled feSenych projektil (grant) od roku 1997 v rdmci vyzkumné soucinnosti LEHABI a Babdkovy myelo-
mové skupiny pi Ustavu patologické fyziologie LF MU.
Pot. ¢. Nazev projektu Doba feseni
1. Zbytkova choroba u nemocnych s mnohocetnym myelomem 1997-2000
2. Pfiprava nddorového antigenu u nemocnych s mnohocetnym myelomem 2000-2001
3. Hodnocenf lé¢ebného efektu dendritickych bunék u nemocnych s mnohocetnym myelomem 2000-2002
4. Optimalizace protokolu ziskani a expanze dendritickych bunék s naslednou aktivaci specifického protinddo- 2000-2002
rového ucinku T-lymfocytd
o Stanoveni chromozomdlnich abnormalit, telomerdzové aktivity a délky telomery u nemocnych s mnohocet- 2001-2003
nym myelomem
6. Zavedeni nové metodiky kultivace dendritickych bunék v uzavfeném systému pro potiebu klinickych aplikaci 2002-2003
protinadorovych vakein
7. VyuZiti monoklonalniho imunoglobulinu k p¥ipravé protinddorové vakciny u nemocnych s mnohocetnym 2001-2003
myelomem
8. Aktivita telomerdzy jako novy prognosticky faktor u mnohocetného myelomu 2002-2004
9. Stimulace a selekce cytotoxickych T-lymfocytd proti specifickému nddorovému antigenu u nemocnych s mno- 2002-2004
hocetnym myelomem
10. Hodnoceni bunééné imunity a molekularni analyza myelom-specifickych T-lymfocytd u pacientd s mnohocet- 2003-2005
nym myelomem
11. Analyza funkénich vlastnosti dendritickych bunék - srovnani zdravych darct s nemocnymi s monoklonalni ga- 2004-2006
mapatii a mnohocetnym myelomem
12. Inhibitory angiogeneze u mnohocetného myelomu 2004-2006
13. Metodické a technologické zmény v ,,Myelomové bance“ vzork&l FN Brno pro vyuZiti v oblasti genomickych 2006-2008
a proteomickych analyz
14. Prognosticky vyznam klondlnich chromozomovych aberaci pfi pouZiti novych lécebnych metod u mnohocet- 2007-2009
ného myelomu
15. Bunéc¢nd imunoterapie s vyuZitim riznych nadorovych antigent u mnohocetného myelomu 2006-2009
16. Optimalizace lécby pacientd s mnohocetnym myelomem v Ceské republice 2007-2009
17. Centrum zakladniho vyzkumu pro monoklonélni gamapatie a mnohocetny myelom 2006-2011
18. Stanoveni volnych lehkych Fetézcti jako pomocného markeru v hodnoceni prognézy a odpovédi na lé¢bu 2009-2001
u nemocnych s mnohocetnym myelomem a monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu
19. Vytvoreni prognostického panelu u pacient(i s monoklonalni gamapatif nejasného vyznamu s cilem zabranéni 2009-2011
transformace v maligni onemocnénf
20. Fenotypovy profil B-lymfocytti a plazmatickych bunék a jeho souvislost s maligni transformaci u monoklonal- 2009-2011
nich gamapatif
21. Uloha abnormalit chromozomu 1 a kaskady NF-kappa B v patogenezi mnoho&etného myelomu 2009-2011
22. Uplatnéni multiparametrické priitokové cytometrie ve studiu patofyziologie malignich plazmatickych bunék  2009-2011
23. Uloha mitotické disrupce v B-lymfocytech u mnohocetného myelomu 2010-2013
24. Standardizovana pratokovd cytometrie jako ndstroj pro rychlou a citlivou diagnostiku v hematologii - zave- 2011-2014
denf Euroflow protokolti v CR
25. Analyza klondalnich progenitor( plazmatickych bunék u monoklondlnich gamapatif 2010-2013
26. Molekuldrni charakteristika centrozomalnich abnormalit a jejich prognosticky vyznam pro pacienty s mno- 2012-2014
hocetnym myelomem
27. Od klasickych prognostickych markerd ke klinicky aplikovatelnym farmakogenomickym a farmakoproteomic- 2007-2013
kym projektdm u mnohocetného myelomu a monoklonalnich gamapatif
28. Komplexni analyza vyznamu a patogeneze extrameduldrniho relapsu u pacientt s mnohocetnym myelomem 2011-2014
29. Mezindrodni centrum pro vyzkum a vzdélavani v oblasti hematoonkologie a monoklonalnich gamapatif 2011-2014
30. OPtimising TArgets and Therapeutics In high risk and refractOry Multiple Myeloma (OPTATIO) 2012-2014

Archivace vzorka

v biobance. Jedna se predeviim o vzorky
z FN Brno, v ramci vyzkumnych pro-
jektd jsou do laboratote transportovany
vzorky z dalgich centerv CR. Do projektu
myelomové biobanky jsou zapojena i za-
hrani¢ni centra (Bratislava, Vratislav,
Krakov, Lublin). Podil spolupracujicich
center je zndzornén v grafu 2.
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Biologické vzorky od nemocnych jsou
znadeny specifickym kédem a ty, které
nejsou ihned zpracovany k védeckym
Gcelim, jsou archivovdny kryogen-
nim skladovanim v biobance. Vzorky
CD138" (tzv. pozitivni frakce) jsou za-
mraZenyjako suchy peleta uloZenyv De-

warovych nddobdch v atmosfére teku-
tého dusiku (-190 °C). Vzorky plazmy
a séra jsou uloZeny pti teploté -80 °C.
Vzorky vstupni bunééné frakce -
mononukledrni bunky kostni drené
(MNKD) s nizkou buné¢nosti a infil-
traci PB a CD138 negativni frakce jsou
archivovany s pouZitim kryoprotektiv-
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Graf 1. Vyvoj ziskanych projektd a finanéni podpory.
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Graf 2. Podil spolupracujicich center na archivaci vzork( od pacientli s MM.

niho média albuminu s 10% DMSO
(dimetylsulfoxid). Uspéch moleku-
ldrné biologickych metod je zaloZen
predevdim na kvalité nukleovych kyse-
lin purifikovanych z klinického materi-
alu. Vyuziti dlouhodobé zamrazenych
vzorkd pro tyto metody automa-
ticky predpoklada dobrou moleku-

CD138

larni stabilitu DNA. P¥i teploté -80 °C
se archivuje genomova DNA z plné pe-
riferni krve, izolovand na MagNA Pure
DNA izolatoru (Roche). Koncentrace
a kvalita DNA je méfena spektrofo-
tometricky na Nanodropu ND-1000
(NanoDrop Technologies Inc, Wil-
mington, NC, USA). Tento material je

5%

= CD138"
plazma KD

mCD138"
plazma/sérum KD

Graf 3. Soucasny stav archivovaného
biologického materidlu v biobance.

vhodny zejména pro porozuméni dé-
di¢nych zmén v oblasti nukleovych ky-
selin, napt. analyzy jednonukleotido-
vych polymorfizm@ - SNPs [18,19].

V soucasné dobé je v biobance cel-
kem archivovano 3 290 alikvotd
vzork( plazmy kostni dfené; 1 165 ali-
kvotl separovanych bunék pozitivni
frakce CD138", z toho 20 % transport-
nich vzorka (227/1 165); 3 371 ali-
kvotd negativni frakce CD138", z toho
8 % transportnich vzorkd (282/3 371)
a 15 947 alikvotd, z toho 15 % trans-
portnich vzorkd (2 400/15 947)
plazmy/séra periferni krve nemocnych
s MM a MGUS (graf. 3).

Myelomovd biobanka patti dnes
mezi velké biobanky v Evropé. Jeji udr-
zovani stoji do 1 milionu K& roé¢né.
Diky dosazenf kritického mnozZstvi vy-
zkumnych vzorkd je myelomova bio-
banka zaclenéna do fady mezind-
rodnich projekt v rdmci spoluprédce
s celoevropskou European Myeloma
Network (EMN) a svétovou Inter-
national Myeloma Working Group
(IMWG). V minulosti se tym LEHABI
Gcastnil spoluprace s International
Myeloma Foundation (IMF) na pro-
jektu Bank on a Cure (BOAC), coz je
prvni myelom-specifickd banka DNA
vzorkd. Vznik velkych konzorcif s kva-
litné vedenym biobankovnictvim je p¥i-
leZitosti ke sledovani vztah(i mezi geno-
typem a fenotypem pacienta na vétsim
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souboru jedincd. V soucasné dobé
rozvijime, vedle Fady bilaterdlnich
vyzkumnych projektli, mezindrodnf
spolupréci v projektu MAGIC (Mye-
lomA Genetics International Con-
sortium) [20] a OPTATIO (OPtimizing
TArgets and Therapeutic In high-risk
and refractOry Multiple Myeloma)
spolu s Rakouskem, Némeckem, Ma-
darskem a ltalif.

Flowcytometrie a jeji vyuZiti

u mnohocetného myelomu

Zaklady vzniku Laboratofe pritokové
cytometrie na Oddéleni klinické hema-
tologie byly poloZeny jiz v roce 2003,
kdy byl Ceskou myelomovou skupinou
zakoupen pratokovy cytometr FC500
Cytomics (Beckman Coulter) a umis-
tén na laboratot LEHABI. Jeho pof¥i-
zen{ bylo podminéno potfebou rutin-
nich i vyzkumnych analyz u pacientd
s MM. Vlastn{ flowcytometrickd labo-
ratof, v ramci useku LEHABI, vznikla
az v roce 2004. Nyni, v roce 2012,
jsou pro analyzy k dispozici dva prito-
kové cytometry. Vedle FC500 Cytomics
s moznosti detekce péti fluorescenci
a 3laserovy ptistroj BD FACSCanto |l
s moznosti detekce osmi fluorescenci,
diky ¢emuz je mozno provadét tzv. po-
lychromatickou flowcytometrii. La-
boratof disponuje také analyza¢nimi
softwary, a to SW Infinicyt (Cytognos)
a SW Kaluza (Beckman Coulter), diky
nimz mohou byt ziskand data analyzo-
vana rychleji a efektivnéji.

Provadéné flowcytometrické
analyzy

Podstatou analyz provadénych v labo-
ratofi byla od pocéatku charakterizace
leukocytt a daldich bunéénych popu-
laci na zakladé jejich povrchové ¢i in-
traceluldrni antigennf vybavy. Tzv. imu-
nofenotypizaci lze provadét v ramci
rtznych druht biologického mate-
ridlu (periferni krev, kostni d¥eri, moz-
komisni mok, vypotek, bronchoalve-
olarnf lavaz, homogenizovand solidn{
tkdr aj.). Simultdnni detekce 4 a vice
znak( prostfednictvim monoklondl-
nich protilatek znacdenych fluoro-
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Obr. 1. Analyza lymfocytl pomoci Euroflow pfistupu. Zndzornéna tzv. Lym-
phoid Screen Tube (LST) obsahuje 11 MoAb umozriujicich jednoduse provérit
zastoupeni subpopulaci lymfocytd, véetné ovéreni klonality B-lymfocytt. Na ob-
razku vzorek B-CLL s patologickymi CD5"'CD19"sk"sh” B-lymfocyty a normalnim

zastoupenim T, NK i NK-T-lymfocyta.

chromy vede k odliseni jednotlivych
bunéénych populaci, pficemz maze
byt souc¢asné odhalena téz patologicka
populace, at uz benigniho ¢i maligniho
charakteru [21,22].

Laboratot¥ od svych pocatkd resila ze-
jména vzorky pacientd s MM. V rdmci
probihajicich grantd a vyzkumnych
zdmérd, keeré byly cileny zejména na
imunoterapii, byly analyzovany jednak
dendritické burnky, ale také byli mo-
nitorovani pacienti, kterym byla apli-
kovdna vakcina na bazi dendritickych
bunék [23-26]. V ramci vyzkumu byl
Uspésné zaveden neradioaktivni test
cytotoxicity ¢i byly indukovédny a ana-
lyzovany nadorové specifické T-lymfo-
cyty [27,28]. Soucasné probihaly ru-
tinnf analyzy perifernich krvi a kostnich
dreni s cilem fenotypizace plazmatic-
kych bunék [29]. V soucasnosti je stéle
hlavni ndplini laboratofe zejména ana-

lyza monoklondlnich gamapatif na ru-
tinni i vyzkumné drovni. Imunofenoty-
pizace se uplatiiuje jak v diferencidlni
diagnostice monoklondlnich gamapa-
tii, coz obndsi i rozliseni mezi MGUS
a MM, tak v monitorovani stavu one-
mocnéni ¢i lé¢ebné odpovédi (véetné
stanoveni tzv. minimaln{ rezidudlni ne-
moci - MRN) [30,31]. Flowcytomet-
rickd laborato¥ slouzi rovnéz jako cen-
tralni laboratot v oblasti Visegradu
pro stanoveni MRN u MM v ramci
projektl a klinickych studii European
Myeloma Network (EMN). Dlouho-
doba zkuSenost s analyzou monoklo-
nélnich gamapatif posunula laborato¥
na elni misto v CR, co se tyce poctu
vySetfenych osob ¢i vyuzivanych analy-
tickych postupt [10]. Potizenf vykon-
néjsiho pratokového cytometru BD
FACSCanto Il s moznosti polychroma-
tickych analyz laboratof posunulo na
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svétovou Uroven [6]. Laborato¥ spolu-
pracuje s EMN, kde je mj. FeSena stan-
dardizace a optimalizace flowcytome-
trickych analyz u osob s monoklonalni
gamapatii [32]. Vysledkem spolupréce
je zavedenf standardnich postupl Eu-
roflow skupiny, které zaruéuji jed-
notné vystupy z analyzdtor(, a tedy
moznost sdileni dat pro ucely stu-
dii apod. Laboratof se, pod hlavi¢kou
Ceské myelomové skupiny, sna%f o za-
veden{ standardnich procedur v ana-
lyze monoklondlnich gamapatii také
v CR. Platforma Euroflow je pfitom vy-
uzitelnd pro analyzu jakékoli hemato-
onkologické malignity a v laboratofi je
dale pouzivana ve screeningu lymfocytd
k odhaleni mozné klonalni populace
(obr. 1). Znalost fenotypu B lymfopro-
liferaci je vyhodou, nebot v laboratof¥i
jiz byl nékolikrat zachycen soubéh MM
s B-CLL. Je vhodné zminit, ze labora-
tof provadi fadu dalSich analyz pro po-
trebu hematologie a imunologie. La-
boratof ma zaveden systém vnitin{
kontroly pro zédkladni analyzované pa-
rametry, Ucastni se také Systému ex-
ternich kontrol kvality (SEKK) a v sou-
¢asné dobé se pripravuje na akreditaci
dle CSN EN SO 15189.

Zavér

Klinicky pokrok u MM musi byt pod-
porovan vyzkumnym pokrokem a kva-
litnim laboratornim zadzemim. Vstupni
zpracovani materidlu a jeho archivace
v biobance je dnes samozfejmosti ve
viech vyspélych centrech, stejné jako
vyznamny podil prace na klinicky apli-
kovaném vyzkumu a klinickych stu-
diich. Diky pochopeni vedeni Oddé-
lenf klinické hematologie, zvlasté pak
prof. Penky, vznikly ve FN Brno na
LEHABI unikdtni podminky v pfipadé
diagnézy MM a daldich monoklondl-
nich gamapatii. | diky tomu pat#f dnes
védecko-vyzkumny program mnoho-
cetného myelomu v Brné k tém vy-
znamnym v ramci Evropské unie.
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