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SOUHRN

V predloZzeném sdéleni referujeme o novém pozorovani vzacného onemocnéni nemoci z tézkych retézcl u, které je
neobvyklé jak klinicky, tak i laboratorné. 63letd nemocna postupné onemocnéla karcinomem vulvy, Hodgkinovym
lymfomem, nemoci z tézkych fetézcd u a akutni myeloidni leukémii. Monoklonalni tézké fetézce u byly prokazany
v séru nemocné imunofixacni elektroforézou na agaréze (HYDRAGEL 4IF, SEBIA, Paris) a imunotypizaci pfi kapilarni
elektroforéze na pfistroji Capillarys 2 (SEBIA, Paris). Koncentrace paraproteinu tvofeného tézkymi fetezci n byla
neobycejné vysoka — 34,9 g/l. Molekularni hmotnost téZkych fetézci m byla uréena vysokorozliSovaci dvojrozmérnou
elektroforézou a byla 53 kD, coz odpovida dimerim tézkych fetézch p. V moci nebyly monoklondlni tézké, ani
monoklonalni lehké fetézce imunoglobulint prokazany.

Klicova slova: nemoc z tézkych fetézct y, kapilarni zénova elektroforéza, vysokorozliSovaci dvojrozmérna elektroforéza.

SUMMARY

Tichy, M., Maisnar, V., Stulik, J., Urban, P., Adam, Z., Kadilékova, E., Vavrova, J., Palicka, V., Jebavy, L., Kodet, R.,
Hajek, R.: p-Heavy chain disease

We report the new case of u-heavy chain disease. 63-year old female was successively ill of carcinoma vulvae,
Hodgkin lymphoma, p-heavy chain disease and acute myeloid leukemia. We determined monoclonal heavy chain u in
serum of the patient with method immunofixation electrophoresis on agarose (HYDRAGEL 41F, SEBIA, Paris) and with
Capillarys Immunotyping (Capillarys 2, SEBIA, Paris). Concentration of p-heavy chain in the patient was very high —
34.9 g/I. Molecular weight of heavy chain @ was determined by 2-dimensional gel electrophoresis and it was 53 kD.
Monoclonal u-heavy chains and light chains Ig were not determined in urine in our case of u-heavy chain disease.
Key words: heavy chain disease u, capillary zone electrophoresis, 2-dimensional gel electrophoresis.

Uvod

Nemoci z tézkych Fetézcl jsou onemocnéni cha-
rakterizovana proliferaci jednoho klonu B-lymfocyt(,
které produkuji strukturalné abnormalni (nekompletni)
tézké fetézce imunoglobulind (lg) bez asociace
s lehkymi fetézci [4, 8]. Nemoc z tézkych fetézcu byla
poprvé popsana Franklinem et al. v roce 1964 u ne-
mocného lymfoproliferativnim onemocnénim
s pfitomnosti monoklonalnich tézkych fetézcl gama
v séru a v moci. Postupné byly prokdazany nemoci
z téZkych fetézcl «, v, u a 6. NejCastéjSi nemoci
z tézkych fetézcll je nemoc z tézkych fetézcu o (tab. 1),
zatimco nemoc z tézkych fetézcli u je vzacna (asi
35 pozorovani) a pozorovani nemoci z tézkych retéz-
cu d jsou ojedinéla [11].

Laboratorni diagnostika nemoci z téZzkych fetézci
je obvykle obtizna. Patologicka bilkovina neni pfi elek-
troforéze detekovatelna asi u 20 % pozorovani nemoci
z tézkych fetézcu vy, asi u 50 % pozorovani nemoci
z tézkych fetézcl o a az u 75 % pozorovani nemoci
z tézkych fetézcl p [8]. V souboru téméf 4000 para-
proteinémii jsme prokazali nemoc z tézkych fetézcd n

jen jednou. Toto pozorovani je vyjimecné jak po strance
laboratorni, tak i po strance klinické, proto o ném refe-
rujeme v pfedloZzeném sdéleni.

Tab. 1. Heavy chain disease

Y o n
First
observation 1964 1968 1970
Number of
observations > 100 > 400 >35
Geographic | North America | Mediterranean| North America
occurrence Europe Middle East Europe
_ middle age and
Age (years) =~ 62 often 10-30 older
Electrophoresis Sgr:;e:ilile'\r/llt- M-gradient | normal elfo or
(heterogenous) yes-no hypogamaglob.
Bence Jones no no yes 13/21, 11
protein in urine BJK, 2 BJL
Bone lesions exceptional no yes 6/15
favourable for
. CLL =1/3,
Prognosis no favourable | favourable otherwise no
favourable
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Popis pozorovani,
pouzité metody a vysledky

Nemocna 63leta zena méla multiplicitu nadorovych
onemocnéni. V lednu 2001 onemocnéla karcinomem
vulvy a pro tuto diagnézu byla Ié¢ena kombinovanou
chemoterapii a radioterapii. V prosinci 2001, na zakla-
dé histologie uzliny exstirpované z krku nemocné byla
stanovena diagn6za Hodgkinova lymfomu (varianta
bohata na lymfocyty). Byla zahajena systémova che-
moterapie podle schématu CHOP. Po podani ve 4 cyk-
lech nebyla prokazana chemosenzitivita onemocnéni
k danému typu lécby. Nasledné byly proto podany
3 cykly zachranné (salvage) chemoterapie ESHAP
a poté v lednu 2003 vysokodavkova chemoterapie
BEAM s podporou autologni transplantace perifernich
kmenovych bunék. Kontrolni vySetfeni po autologni
transplantaci potvrdila dosazeni kompletni remise one-
mocnéni.

ELP G A M K L

Fig. 1. Immunofixation electrophoresis on agarose (HYDRAGEL 4IF,
SEBIA, Paris) on serum from patient with p-heavy chain disease

V prosinci 2004 byl pfi elekiroforéze bilkovin séra
v oblasti B-globulind poprvé zachycen atypicky gradi-
ent a imunofixaci (IF) byly v séru prokazany jen tézkeé
fetézce |, bez odezvy pfi IF s antiséry proti lehkym
fetézclm Ig (obr. 1).V lednu 2005 byla nové stanovena
diagndza akutni myeloidni leukémie typu M2 podle FAB
klasifikace. Vzhledem k soubéhu akutni leukémie
a postupné progredujici lymfoproliferace byla nemocna
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Fig. 2. Capillarys Immunotyping (Capillarys 2, SEBIA, Paris) of
serum sample from patient with p-heavy chain disease
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Fig. 3. Silver-stained two-dimensional gel electrophoresis of se-
rum sample

Positions of both, monoclonal u and polyclonal y heavy chains are
indicated.
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Fig. 4. Enlarged region of 2-DE immunoblot of serum sample with
immunostained monoclonal and polyclonal y heavy chains

Mw
100

Albumin

| mu heavy chains

',
-
' -
YLy -
45 50 55 60 65 7.0 pl

Fig. 5. Silver-stained two-dimensional gel electrophoresis or urine sample
The expected position of monoclonal pu-heavy chain is shown.



nadéle lé€ena jen symptomaticky. V fijnu 2005 docha-
zi k umrti, pitva nebyla provedena.

Prikaz monoklonalnich tézkych fetézcu p byl po-
tvrzen (obr. 2) i pfi imunotypizaci kapilarni elektrofore-
zou na pfistroji Capillarys 2 (SEBIA, France), kdy vy-
mizel vrchol s antisérem proti tézZkym fetézclm p, ale
vrcholy pfi inkubaci s antiséry proti lehkym fetézclim
k a A zlstaly zachovany.

Laboratorni vysledky: celkova bilkovina séra byla
89,2 g/l. P¥i elektroforéze na agar6ze (HYDRAGEL 4IF,
SEBIA, France) i pfi kapilarni elektroforéze (Capillarys
2, SEBIA, France) byl zjistén vyrazny M-gradient
v oblasti B-globulinG. Pfi kvantifikaci paraproteinu
z elektroforézy byla jeho koncentrace ur¢ena na 37,7 g/l.
Ve frakci B-1 globulinti je jesté pfitomen transferin (kon-
centrace stanovena 1,74 g/l) a ve frakci -2 globulind
je C3 slozka komplementu, v naSem pozorovani o kon-
centraci 0,81 g/l a C4 o koncentraci 0,25 g/l. Koncent-
race paraproteinu v nasem pozorovani po odecteni téch-
to bilkovin byla 34,9 g/I. Bilkovina v moci byla negativni.
Koncentrace polyklonalnich Ig byly: IgG = 9,3 g/l a IgA
= 0,65 g/l.

K dal$i analyze bilkovin séra a mo¢e nemocné byla
vyuzita vysokorozliSovaci dvojrozmeérna elektroforéza
(2-DE) na SDS-PAGE (pfistroj Protean Il xi Multi Cell,
izoelektricka fokuzace Multiphor Il, Dry-Strip pH 3-10
Amersham Pharmacia Biotech) s naslednym imuno-
blottigem (Western blotting, Bio-Rad Trans blot appara-
tus). Tato metoda umoznila urcit molekulovou hmotnost
monoklonalnich p fetézcu, ktera byla 53 kD (obr. 3, 4).
Bilkovina v mo¢i byla negativni, a ani pfi imunoblottin-
gu moce nebyly prokazany monoklonaini lehké, ani
monoklonalni tézké fetézce Ig (obr. 5).

Diskuse

NejcastéjSi nemoci z tézkych fetézcli (HCD) je ne-
moc z tézkych fetézcl o. V roce 1968 popsal Selig-
mann et al. [8] arabskou Zenu s malabsorpci rezultujici
z lymfoplazmatické infiltrace stfev, u niz byly v séru
prokazany monoklonalni tézké fetézce o.. Onemocnéni
obvykle zac¢ina v druhé nebo tfeti dekadé zivota, ale
vyskytuje se i u star$ich jedincd (viz tab. 1). Obecné
Ize fici, Zze u tohoto onemocnéni byva nizsi vék ne-
mocnych nez u mnohocetného myelomu nebo u vétsi-
ny lymfoproliferativnich onemocnéni. Pro nemocné je
charakteristicky difuzni abdominalni lymfom a malab-
sorp€ni syndrom. VétSina nemocnych pochéazi nebo
dlouhodobé zila v oblastech s vysokym vyskytem
stfevnich infekci, ve Spatnych socialné ekonomickych
pomérech a se Spatnou hygienou.

V literatufe bylo popsano zatim vice nez 100 pozo-
rovani nemoci z tézkych fetézcli vy [3, 5, 9, 10]. Klinicky
obraz onemocnéni je variabilni, od asymptomatickych
stavll aZ po rychle progredujici malignity. Median véku
nemocnych je asi 60 let. Obvykle jde o lymfoproliferativ-
ni onemocnéni s hepatosplenomegalii a lymfadenopatii.
U tohoto onemocnéni byvaji ¢asto popisovana autoimunni
onemocnéni, jako jsou revmatoidni artritida, Sjégrendv
syndrom, systémovy lupus erythematodes, Hashimoto-

va thyreoitida a myasthenia gravis. Median preziti ne-
mocnych je asi 12 mésicu. Asi u 50 % nemocnych Ize
prokazat volné fragmenty tézkych fetézcl y v moci.
Elektroforeticky obraz bilkovin séra byva neurdity,
s heterogenni zénou mezi o. a 3 globuliny. Bence Jone-
sova bilkovina v moci byva negativni.

Nemoc z tézkych fetézcl u (u-HCD) je velmi vzac-
né onemocnéni, zatim bylo popsano méné nez 40 po-
zorovani [1, 2, 7, 12]. VétSina nemocnych ma sympto-
my lymfoproliferativnich malignit (chronicke a lymfaticke
leukémie, non-Hodgkinova lymfomu, Waldenstrémovy
makroglobulinémie, mnoho¢etného myelomu). Byva
pfitomna splenomegalie a hepatomegalie (tab. 2). Asi
u 2/3 téchto nemocnych je popisovana pfitomnost Ben-
ce Jonesovy bilkoviny v moci, pfedevSim se jedna
o monoklonalni lehké fetézce Ig antigenniho typu x (tab.
3). Vétsina y tézkych fetézclh u y-HCD jsou dimery,
kdezto vétSina o a u tézkych fetézcl u HCD jsou poly-
mery o rizné velikosti. Zakladni jednotka monomeru je
mezi 1/2 — 2/3 velikosti jejich normalnich tézkych fe-
tézcu. U vSech u fetézcl pfi HCD je popisovana ab-
sence VH domény. Abnormalné kratkeé rfetézce u u HCD
nejsou schopny se spojit s monoklonalnimi lehkymi
fetézci a ty jsou Casto u tohoto onemocnéni vylucova-
ny do moce jako Bence Jonesova bilkovina.

Tab. 2. Comparison of series 28 mHCD with our patient (clinical
results)

Se[l;;\?ashzfeist; E(]:D Our patient
pgo | 50 eE (T 75 3 years, et
Survival time | ' M-11 yea;’;)(median 24 10M
Bone lesions 6/15 no
Hepatomegaly 15/24 yes
Splenomegaly 21/22 yes

Tab. 3. Comparison of series 28 mHCD with our patient (laborato-
ry results)

Series of 28 pHCD[Wahner, .
Kyle 1992] Our patient
Concentration

of tHC 0.36-25 g/l 34.9 g/l

M-gradient 8x yes, 11x no present (strong)
. 11x BJK, 2x BJL, 2x pHC,
Urine 6x negat. negat.
M.w. uHC 26.5-158 kD 53 kD

U nasSi nemocné jsme neprokazali v moci ani mo-
noklondlni tézké retézce |, ani monoklonalni lehké fe-
tézce lg. Nami popsané pozorovani 63leté nemocné
s u-HCD je vyjimecné jak po strance laboratorni, tak
i po strance klinické. Pacientka méla multiplicitu nado-
rovych onemocnéni, postupné onemocnéla karcinomem
vulvy, Hodgkinovym lymfomem, nemoci z tézkych re-
tézcu u a akutni myeloidni leukémii. Pro analyzu para-
proteinu tvofeného monoklonalnimi tézkymi fetézci
se jevi velmi vhodné pouziti elektroforetickych metod.
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Jsou to predevSim kapilarni elektroforéza
s imunotypizaci a vysokorozliSovaci dvojrozmérna elek-
troforéza s naslednym imunoblottingem [1, 9]. Tato pra-
ce je prvni, ktera vyuzila k analyze monoklonalnich
u fetézcl obé tyto elektroforetické techniky. Vysoko-
rozliSovaci dvojrozmérna elektroforéza nam umoznila
ur¢it molekulovou hmotnost p téZkych fetézca, ktera
byla 53 kD, coz odpovida dimerlim. Prace Wahnera-
Roedlera a Kylea [12] shrnuje data od 27 dobfe doku-
mentovanych pozorovani nemocnych p-HCD. V této
praci byla molekulova hmotnost stanovena u 8 nemoc-
nych u-HCD a kolisala mezi 26,5—158 kD. Molekulova
hmotnost p fetézcl u nasi nemocné odpovida dime-
rim tézkych fetézcl .

Bence Jonesova bilkovina v moci, pfedevsim typu
K, je u u-HCD pomérné Casta, v praci Wahner-Roedlera
a Kylea byla zjisténa u 13 pozorovani z 22, které byly
na tento parametr zkoumany. U nasi nemocné byla bil-
kovina v mocCi negativni, a ani pfi vysokorozliSovaci
dvojrozmérné elektroforéze s naslednym imunoblottin-
gem nebyly monoklonalni tézké, ani monoklonalni leh-
ké fetézce Ig prokazany. Koncentrace paraproteinu
u u-HCD se pohybuije v citované publikaci u 10 pozoro-
vani mezi 0,36—14,7 g/l a jen v jednom pozorovani je
25 g/l. Koncentrace monoklonalnich tézkych fetézcu
W u nasi nemocné 34,9 g/l je nejvysSi dosud v literature
popsana. V roce 2005 vysly v ¢asopise Clinical Che-
mistry dvé prace [5, 6], které vyuzily k prdkazu HCD
kapilarni elektroforézu. Prace Luraschiho et al. doporu-
Cuje CE ve spojitosti s imunosubtrakci k detekci a cha-
rakterizaci nizkych koncentraci volnych tézkych retéz-
cll v séru. Prace Mariéna et al. [6] upozornuje na to, Ze
nékteré HCD nejsou pfi CE detekovatelné a demon-
struje tuto skute€nost na pozorovani u-HCD, kdy maly
gradient monoklondlnich tézkych fetézcl p byl skryt
v oblasti a-2 globuling.

Obtizna identifikace M-gradient( tvofenych volny-
mi monoklondlnimi tézkymi fetézci pfi rutinni elektro-
foréze je popisovana u vice nez 50 % pozorovani [1].
NaSe pozorovani je tedy neobvyklé i mohutnym M-gra-
dientem v oblasti B-globulin(, ktery odrazel vysokou
koncentraci volnych u fetézcl. Imunotypizace pfi CE
a IF na agaréze umoznuji jednoznacné urcit u-HCD
a nahrazuji dfive pouzivanou metodu imunoselekce [9].

Terapie u nemoci z téZkych retézcl p neni ustale-
na, ale vétsina nemocnych je lééena podle protokoll
pro B-CLL nebo pro mnohocetny myelom. Yanai et al.
[13] popsali UspésSnou lécbu nemocné s u-HCD fluda-
rabin monofosfatem.

Zaver

Popsali jsme nové pozorovani velmi vzacné mono-
klonalni gamapatie u-HCD. Pozorovani je vyjimecné jak
po strance klinické, tak i po strance laboratorni. Paci-
entka onemocnéla postupné témito nadory: karcinomem
vulvy, Hodgkinovym lymfomem, u-HCD a akutni leu-
kémii. Po strance laboratorni byla u nemocné prokaza-
na dosud nejvyssi koncentrace monoklonalnich tézkych
fetézcl u v séru s negativnim nalezem bilkoviny (t&z-

kych i lehkych fetézcl Ig) v mogi. Jde o prvni pozoro-
vani nemoci z tézkych fetézcl u, u kterého byla
k analyze u téZkych fetézcu pouzita CE s imunotypi-
zaci a vysokorozliSovaci dvojrozmérna elektroforéza
s nasledujicim imunoblottingem.
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