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SOUHRN

Popisujeme pfipad tfinactimési¢niho chlapce po transplantaci kostni dfené s naslednou jaterni reakci Stépu proti
hostiteli, u kterého bylo z diivodu izolovaného vzestupu ALP (S-ALP 24,7 pkat/l ) provedeno elektroforetické vySetreni
izoenzym( ALP. V oblasti bodu aplikace jsme prokazali atypickou frakci, ktera se fyziologicky na elektroforeogramu
nevyskytuje. Jedna se pravdépodobné o komplex nékterého z izoenzymd ALP s lipoproteinem X.
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SUMMARY

Zikmundova K., Prisa R., Kukacka J., Zdrahalova K., Sedlacek P.: Isoenzymes of alkaline phosphatase in a child
after bone marrow transplantation with detached liver graft versus host disease

We describe the case of a 13-month-old child with highly increased ALP in serum (S-ALP 24.7 pkat/l) after bone
marrow transplantation and subsequent liver graft versus host disease. We performed laboratory investigation of
isoenzymes of alkaline phosphatase and we detected unusual fraction. We suggest that it corresponds of a complex of

ALP with lipoprotein X.
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Uvod

Alkalicka fosfataza (EC 3.1.3.1., ALP) je metalogly-
koprotein, o molekulové hmotnosti 130—220 kDa, s mo-
nofosfoesterazovou aktivitou, katalyzujici hydrolyzu fa-
dy monofosfore¢nych esterl v alkalickém prostiedi [1,
2, 3]. ALP je ukotvena pomoci glykosyl-fosfatidylinosi-
tolu na vnéjsi strané bunécné membrany [4]. RozliSuje-
me tfi izoenzymy ALP, které se liSi primarni strukturou,
a tedy i kddované odliSnymi geny. Placentarni izoen-
zym ALP se vyskytuje v séru téhotnych Zen. Historic-
ky se jedna o prvni popsany pfipad polymorfniho pla-
centarniho proteinu [5]. Je kdédovan genem umisténym
na dlouhém raménku chromosomu 2 (2q37). Mezi tim-
to a genem, ktery kdduje stfevni izoenzym, je vysoky
stupen homologie [6]. Treti izoenzym ALP je exprimo-
van v kostech, v jatrech a v ledvinach. Tento typ
izoenzymu se ve jmenovanych organech li§i nestej-
nym obsahem sacharidd véetné kyseliny sialové. Tak
Ize déale odlisit kostni, jaterni a renalni izoformu ALP,
ktera se vSak v krvi nevyskytuje. 1zoformy jsou pro-
dukty stejného genu, které byly posttranslaéné modifi-
kovany. Gen pro tento nespecificky izoenzym je umis-
tén na chromosomu 1 (1p36.1—-p34) [7]. Jaterni a kost-
ni izoformy (nespecifické), které je tfeba od sebe odli-
Sit nejCasteji k rozpoznani organového plvodu zvyse-
né ALP v séru, si jsou strukturné nejpodobné;jsi [8]. K je-
jich stanoveni se obvykle uziva vazba kostni ALP na
specialni lektin [9]. Ve vzacnych pfipadech se vysky-
tuji pfi elektroforetickém stanoveni izoenzym( ALP frak-
ce, které se obtizné interpretuji a mohou vést
k diagnostickym omyldm.

Kazuistika

Tato kazuistika pojednava o tfinactimésic¢nim chlap-
ci zdravych nepfibuznych rodi¢l, bez sourozence, kte-
ry je lé¢en ve Fakultni nemocnici v Motole s diagnézou
Di Georgliv syndrom od 2 meésict veku. Ve 20. tydnu
gravidity byl zjiStén polyhydramnion, a proto byla prove-
dena amniocentéza (zjistén normalni karyotyp 46, XY).
Porod probéhl ve 38. tydnu sekci (pro znamky hypoxie
plodu), porodni hmotnost byla 2750 g, Apgar v 1. minu-
té 1. Chlapec byl intubovan a byla zahajena uméla plicni
ventilace. V prvnich dnech Zivota byla postupné zjisté-
na atrézie jicnu, oboustranna choanalni atrézie a hemo-
dynamicky vyznamna ducej nereagujici na 1é¢bu indo-
metacinem. VSechny tyto vady byly chirurgicky feSeny
v prabéhu prvnich 2 tydnu zivota. DalSi zjisténé vady:
pravostranny oblouk aorty, foramen ovale apertum s le-
vopravym zkratem, cévni anomalie, facialni stigmatiza-
ce, malformace usi, hypogonadismus, mikropenis, co-
lobom sitnice bilateralni, postupné progreduijici atrofie
mozku. Imunologické vySetreni prokazalo ve dvou mé-
sicich véku ditéte kompletni DiGeorgetv syndrom (ne-
pfitomnost T lymfocytd i thymu, absence odpovédi na
mitogeny), i kdyz typicka mikrodelece 22q11 nebyla zjis-
téna. Hodnoty koncentraci imunoglobulind: IgA < 0,3 g/l;
IgG 3,5 g/l; IgM < 0,1 g/I; IgE < 1,5 kIU/I. Byla zahajena
preventivni antibioticka a antimykoticka Ié¢ba a byl po-
dan intravenézné imunoglobulin. Opakované infekce
a sepse az septické Soky s multiorganovym selhanim
a opakované respiracni insuficience vedly k témér trva-
Ié ventilacni podpore do 7 mésicl véku ditéte. Z divodu
imunodeficitu byl pacient indikovan k nepfibuzenské
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transplantaci kostni dfené. Ve véku 6 mésict ditéte byla
provedena 1. transplantace, infuze darcovskych lymfo-
cytd (1. DLI 1x 10%kg CD3+; 0.2x 10¢/kg CD34+) bez
conditioningu, nepfibuzny darce z registru, shoda 8/10
(B, Cw), bez prevence GVHD (graft-versus-host-disea-
se). Deset dnli po transplantaci (D+10) se rozviji akutni
GVHD - izolovana kozni (stage 3, grade Il), dochazi
k sepsi, obéhové nestabilité, capillary leak syndromu.
Po zahajeni imunosupresivni 1é¢by (D+10) cyklospori-
nem A, rATG Fresenius (25mg/kg 3x D+10, D+12, D+14)
a kortikoidy (metylprednisolon 2 mg/kg od D+10) GVHD
ustoupila. Davky kortikoid(l byly po postupném snizova-
ni (2 tydny 2 mg/kg, 1 tyden 1 mg/kg, 1 tyden 0,5 mg/
kg) vysazeny uplné (D+35), cyklosporin A byl ponechan.
Vzhledem k nedostate¢né korekci imunodeficitu
(stale nizké hodnoté T lymfocyt() byla ve véku 7 mési-
cl ditéte provedena 2. transplantace kostni dfené (2. DLI,
0.89x 10%kg CD3+), opét bez conditioningu, na pokra-
Cujici Ié€bé cyklosporinem A jako prevenci GVHD.
27 dnll po 2. transplantaci (D+27) byl zjistén vyznamny
narast EBV kopii — EBV infekce (proliferace B lymfocy-
t0, oligoklonalita, vysoka hladina IgM), bez klinické ma-
nifestace, presto byl vysazen cyklosporin A a podan
1krat Rituximab (375 mg/m?).V té dobé zacina vyznam-
na proliferace CD8+ T lymfocyt(. Zaroveri se poprvé ob-
jevuje ikterus (D+34) s bilirubinem 71 umol/l s pfevahou
pfimého; transaminazy, které byly dosud kolem 1-2 pkat/
[, nyni stoupaji: AST 4,0 pkat/l, ALT 7,2 pkat/l, ALP 15,6
pkat/l, GMT 23,2 pkat/l. Diferencialné diagnosticky je
zvazovana:
1. jaterni GVHD,
2. EBV lymfoproliferace,
3. hepatalniinfekce (Cryptosporidium, atypicka myco-
bacteria. Hepatitidy B, C, hepatolienalni kandidéza

— vSe PCR negativni).

Je zvazovana i moznost toxicity €k, a proto jsou
pfechodné vysazena antimykotika. Pacientovi je 35 dni
po druhé transplantaci podana 2. davka Rituximabu
(375 mg/m?2) — EBV lymfoproliferace, od D+41 opét na-
sazena imunosuprese (metylprednisolon 1 mg/kg),
45 dn0 po transplantaci byl metylprednisolon zvy$en
na 2 mg/kg a pro moznou GVHD pfidan cyklosporin A.
Od D+55 nasazena preventivné antibiotika a antimy-
kotika. Progredujici hepatopatie je uzavirana jako izo-
lovand jaterni GVHD (stage 3, grade lll). Laboratorni
vySetfeni 55 dnd po druhé transplantaci: bilirubin cel-
kovy 236 pmol/l, pfimy 163 umol/l, AST 2,2 pkat/l, ALT
4,8 pkat/l, GMT 51,8 pkat/l, ALP 16,1 pkat/l. Pfi po-
stupném zvySovani absolutniho poétu T lymfocytl
a procenta CD8+HLADR+ lymfocytl a pfi progresi he-
patopatie pravdépodobné na podkladé GVHD, byla D+56
podana 1 davka rATG Fresenius (25 mg/kg).

Nasledné doslo k vzestupu (D+57) celkoveého bili-
rubinu az na 407 pmol/l (izolovana jaterni GVHD stage
4, grade V).

V dalSim obdobi dochazi k postupnému snizovani hod-
not jaternich enzymu. D+67: bilirubin celkovy 236 pmol/l,
pfimy 195 umol/l, ALT 5,8 pkat/l, AST 2,7 pkat/l, GMT
62,3 pkat/l, ALP 11,7 pkat/l). V tomto rozmezi se pak
jaterni testy pohybuji s mirnym kolisanim nékolik tyd-
nd. D+108: bilirubin celkovy 91 pmol/l, pfimy 79 pmol/l,

ALT 6,5 pkat/l, AST 4,1 pkat/l, GMT 67,2 pkat/l, ALP
14,6 pkat/l. Klesa i pocet aktivovanych CD8+ T lymfo-
cytl, coz svedci pro zklidnéni GVHD reakce. D+159
byly vysazeny kortikoidy, v Ié€bé cyklosporinem A se
pokrac¢ovalo. Dochazi k dalSimu poklesu hodnot jater-
nich enzym0 a bilirubinu (D+129: bilirubin celkovy
41 ymol/l, pfimy 36 umol/l, AST 2,3 pkat/l, ALT 3,7 pkat/l,
GMT 54,2 pkat/l, ALP 9,8 pkat/l; D+171: bilirubin cel-
kovy 20 pmol/l, AST 2,3 pkat/l, ALT 2,8 pkat/l, GMT
40,6 pkat/l, ALP 24,7 pkat/l. D+171 dochazi k izolova-
nému vzestupu ALP na 24,7 pkat/l, jsou znovu nasa-
zeny kortikoidy v davce 1 mg/kg a od D+177 se davka
zvySila na 1,5 mg/kg. Pfehled vSech vySe uvedenych
biochemickych parametrli je uveden v tabulce 1.

Table 1. The summary of results of biochemical parameters in the
patient after the second bone marrow transplantation

ALP |ALT AST | GMT | Bilirubin| Bilirubin
[ukat/l] | [ukat/I] | [ukat/I] | [pkat/I] | total direct
[umol/I] | [umol/l]

D+34 15.6 7.2 4.0 | 23.2 71
D+55 16.1 4.8 22 | 51.8 236 163
D+67 11.7 5.8 27 | 623 236 195
D+108 | 14.6 6.5 41 67.2 91 79
D+129| 9.8 3.7 23 | 54.2 41 36
D+171| 24.7 2.8 2.3 | 40.6 20

Z davodu dlouhodobého zvyseni jaternich enzym
a pozdéjSiho pretrvavajiciho izolovaného vzestupu ALP
bylo indikovano vysetfeni izoenzym( ALP k vylouceni
kostniho plvodu. Izoenzymy ALP byly separovany po-
dle rozdilnosti nabojli vznikajicich glykosylaci. Vysled-
kem elektroforetické migrace vzork( lidského séra na
gelech Hydragel ISO-PAL (Sebia), provedené na analy-
zatoru Hydrasys, je rozliseni téméf vSech izoenzym
ALP. Od anody ke katodé nasledu;ji jednotlivé frakce
v poradi: jaterni frakce (L1) a kostni frakce (B), které
jsou seskupeny v jednu spole¢nou Sirokou frakci, dale
druha frakce jaterniho izoenzymu (L2), téz nazyvana
rychla, a stfevni izoenzymy (11, 12, I13). Placentarni
izoenzym, pokud je pfitomen, je lokalizovan mezil1 a 12
[10]. Pfi vlastnim provadéni metody byly vzorky nana-
Seny v duplikatu. V prdbéhu elektroforetické migrace
izoenzymy ALP v jednom z duplikat( prochazeji zénou
s aplikovanym lektinem, ktery vykazuje silnou afinitu
pro ¢ast molekuly izoenzymU s navazanou kyselinou
sialovou, a nastava tedy interakce mezi skupinami ky-
seliny sialové a lektinem. Kyselina sialova je nejvice
obsazena v kostnim izoenzymu. Kostni frakce ve sto-
pé s lektinem dostate¢né precipituje a zlistava blize
aplikacnimu bodu [9]. Je tedy UpIné oddélena od jaterni
frakce L1 a obé mohou byt kvantifikovany. Enzyma-
tickou aktivitu kazdé frakce jsme vypocitali z pro-
centudlnich hodnot zjisténych denzitometricky a z cel-
kové aktivity ALP.

Z prouzku s lektinem jsme urgili izoenzym L1, hod-
notu kostni frakce jsme zjistili po odecteni L1 frakce
z lektinového prouzku od bloku L1-B skenovaného
v prouzku bez lektinu. Fyziologické hodnoty izoenzy-
mU ALP zavisi na véku, pohlavi, téhotenstvi, meno-
pauze, puberté a uzivanych lécich. U déti je celkova
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ALP vyssi, vyznamny je kostni izoenzym. ZvySena ak-
tivita sérové ALP u déti byva nejCastéji spojena s po-
ruchami primarné nebo sekundarné postihujicimi kosti
a s hepatobiliarnimi onemocnénimi [11]. Pfi interpreta-
ci nasich vysledk( elektroforetického déleni izoenzy-
m{ ALP jsme vzali v Uvahu celkovou aktivitu ALP, vék
pacienta a skuteCnost, ze prodélal tézkou cholesta-
tickou hepatotoxickou hepatitidu. Denzitometrickym vy-
Setfenim (obr. 1) jsme zjistili nasledujici: Kostni frakce
zaujimala 29,7 % a jaterni frakce 39,1 % z celkového
mnozstvi ALP. Nasledovala jaterni frakce L2, tzv. rych-
14, ktera Cinila 25,7 %. Stfevni frakce nebyly témér patr-
né (0,3 %). Podafilo se nam prokazat atypickou frakci
v oblasti aplika¢niho bodu, tésné za startem (obr. 2). Ta-
kova frakce se fyziologicky na elektroforeogramu nevy-

Fig. 1. Densitograme

The first peak represents a complex of liver (L1) and bone (B)
isoforms, the next peak is a liver 2 fraction and the last one repre-
sents probably a complex of ALP with lipoprotein X.
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Fig. 2. The second sample (track 2 without lectin and track 2’ with
lectin)

On this sample we can observe a very strong activity correspon-
ding to high liver 1 and liver 2 fractions, and the extra-fraction at
the point of application on both tracks. This band corresponds to
a complex of ALP with lipoprotein X.

skytuje. Frakce je pfitomna v obou stopéach, ve stopé
s lektinem (2’) i bez lektinu (2). Domnivame se, ze by se
mohlo jednat o relativné pevny komplex jaterniho izoenzy-
mu L1 s lipoproteinem X, ktery je typicky pro biliarni one-
mocnéni s obstrukci.
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