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ANOTACE

Fenylketonurie je dédi¢né podminéna metabolickd choroba, ktera zptisobuje neschopnost
organismu zpracovat aminokyselinu fenylalanin. Tak vznikaji v organismu patologické
procesy, které pii nedodrzeni 1écby vedou k nevratnému poskozeni mozku a mentalni
retardaci. Prace se zabyva vznikem nemoci, jeji diagnostikou, 1écbou a cetnosti vyskytu

v Ceské republice a zemich Evropské unie.

Kli¢ova slova:

Fenylketonurie, Fenylalanin, Fenylalaninhydroxylaza

ANNOTATION

Phenylketonuria is inherited metabolic disease, which causes failure of amino acid
phenylalanine metabolism. In this way is formed pathological process that leads to
irreversible damage of brain and mental retardation if therapy fails. This thesis deals with
formation, diagnosis, treatment and occurrence of this disease in Czech Republic and

countries of the Europe Union.

Keywords:

Phenylketonuria, Phenylalanine, Phenylalaninehydroxylasa
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UvVOoD

Prvni zminku 0 onemocnéni s ndzvem fenylketonurie (PKU), bych rada vénovala
jejimu pojmenovani. Toto 0znaceni vystihuje piiznaky, které ji doprovazi. U novorozenych
déti, které jsou touto dédi¢nou chorobou postizeny, je moc¢ citit charakteristickym
zapachem po mysSich. Pii zkoumani pfi¢iny tohoto zapachu se zjistilo, ze ho zpisobuje
zvySené mnozstvi fenylpyruvatu a jeho ketokyselin. Nazev prozrazuje, Zze jde o

fenylpyruvat v moci, tedy fenylketon-urie.

Nemoc se dédi autosomalné recesivné a postihuje svymi mutacemi usek na

dlouhém raménku 12. chromosomu s informaci o enzymu fenylalaninhydroxylaze.

PKU je dédicnym onemocnénim, defektné se projevujici v metabolismu
aminokyseliny fenylalaninu a zpusobujicim bud’ snizeni, nebo Uplné zastaveni jeho
zpracovani v organismu. Produkty metabolismu fenylalaninu jsou hormony a tkanovy
pigment. Nedostatek pigmentu se u osob s PKU fenotypové projevuje modryma o¢ima a
svétlymi vlasy. Pokud nedojde u ditéte k zachyceni onemocnéni screeningem nebo neni
dodrZovéna ptisna dieta, nezpracovany fenylalanin a produkty jeho patologické premény

mohou poskodit mozek a zptisobit tak mentalni retardaci.

Tato prace vznikla piedev§im proto, ze i kdyz je PKU jednou z nejcastéjsich
geneticky podminénych metabolickych poruch, je pro laickou vefejnost stale neznamou.
Hlavnim cilem prace bylo shrnout veskeré dostupné informace o PKU z oblasti genetiky,

biochemie a mediciny do ptfehledu jak pro odbornou, tak pro laickou vetejnost.
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1. VLIV GENETICKE VYBAVY NA ORGANISMUS

Genetickou vybavu (genom) chapeme jako veskeré geny, které jsou obsazeny

Vv bunikach ¢lovéka i ostatnich zivych organismil. Buiiky v sobé maji zakédované veskeré

informace o celém jedinci; jeho anatomii, funk¢nosti jeho organti, ale i o jeho vzhledu a

charakteru. Tyto informace muzeme jednoduse rozdélit podle toho, zda jsou u vedené

vlastnosti vidét na prvni pohled ¢i nikoli. Vlastnosti jedince udavajici napi. barvu vlast,

o¢i, velikost rti nebo také somaticky vzhled, fadime do tzv. fenotypu. Informace tykajici

se funk¢nosti organtl, inteligence nebo nachylnosti k riznym chorobam oznacujeme jako

genotyp.

1.1 Geneticka vybava

Zakladem, umoziujicim uchovéni a ptenos genetické
informace, je deoxyribonukleovd kyselina, znaméa pod
zkratkou DNA. DNA obsahuje dva fetézce slozené ze Ctyf
typt nukleotidi. Nukleotid je sloZen ze sacharidu a fosfatu
tvoticiho tzv. kostru DNA a z baze, urcujici typ nukleotidu.
Bézemi jsou purinové slouCeniny (adenin, guanin) a
pyrimidinové slouceniny (cytosin, thymin, uracil), z nichzZ
se v DNA nevyskytuje uracil (je obsazen v RNA misto
thyminu). Baze mezi sebou vytvaii komplementarni pary,
ve kterych jsou baze vzdjemné spojeny vodikovymi

vazbami. Par adeninu a thyminu je spojen pomoci dvou

> A
__,.»"-\’_’:"_:r" -
P / 6 H ¢
Ve ® 4 A
2 JER = B e
PO A
coHEe=7 7

Obrazek 1 — Schéma

dvousroubovice DNA

vazeb, zatimco par cytosinu a guaninu je spojen vazbami tfemi. Polaritu fetézce udava

zpusob uchyceni nukleotidi. Touto polaritou jsou rozliSovany konce fetézce jako 3' konec,

zakonéen -OH skupinou sacharidu a 5' konec zakon&eny fosfatovou skupinou. Retézce jsou

vzajemné komplementarni (vzajemné se dopliuji) a jsou antiparalelné spojené (polarita

jednoho fetézce je opacna k polarité druhého). Retézce se vzajemné obtadeji a vytvaii tak

v . 1
Sroubovicovou strukturu.

1Zé1klady bunééné biologie: tvod do molekularni biologie buiiky, Alberts, 2005, 2.vyd., str. 184-188
Obrazek 1 — Zaklady bunééné biologie: ivod do molekularni biologie buiiky, Alberts, 2005, 2.vyd, str. 186
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Retézec DNA obsahuje dva druhy sekvenci. Sekvence kédujici tvorbu bilkovin
V translacnim procesu se oznacuji jako exony. Exony jsou od sebe oddélovany introny, coz
jsou sekvence, které se neptekladaji translaci do bilkovin. Introny tvoii az 75 % lidské
DNA. Casto se opakujici (repetitivni) introny byvaji oznatovany jako mikrosatelitni DNA
a mén¢ se opakujici introny jako minisatelitni. Introny mezi exony jsou rtizn¢ dlouhé, a pii
tvorbé bilkovin jsou ,vystfizeny“, aby mohla vzniknout funk¢éni bilkovina. Vyznam

. o , 2
intronti neni zcela pochopen.

DNA tvorici vlakno se shlukuje spolu s bilkovinami (t;. teloméra )
. . iy . . , ryr A
histony a nehistonové bilkoviny) v chromatin, ktery vytvari ) s
nukleohistonovy komplex oznacovany jako chromosom.? remene
centroméra — -
Chromosomy jsou Vjadie viditelné ve dvou Castech
bunééného cyklu, mitéze (bunétné déleni) a meidze (vznik ot
zarode¢nych bunék — gamet). Béhem téchto fazi se .
sesterske
. . o ., . , chromatidy _
chromatin shlukuje do chromosomi, pro lepsi rozdéleni
genovych sad do vznikajici dcefiné buiiky nebo gamety.* Obrazek 2 - Chromosom

Chromosom v somatické bunce tvoifi dvé identické (sesterské) chromatidy. Dvé
chromatidy jsou oznacovany jako diploidni sada. Haploidni sada chromatid se vyskytuje
v zarode¢nych buiikach (spermie, oocyty), aby po jejich splynuti a dokonceni druhého
meiotického déleni (,,promichani* paternalni a maternalni DNA), vznikl jedinec s diploidni
sadou.”> Chromatidy jsou spojeny v misté oznatovaném jako centromera. Centromera
béhem mitdzy jiz duplikovana je, a proto lze chromatidy pii anafdzi (¢ast mitotického
déleni) oddélit a odtdhnout od stiedu jadra. Zakonceni ramének je oznaCovano jako
telomera. Telomery kazdého chromosomu jsou stejné — obsahuji tzv. telomerickou DNA.
V této Easti se opakuji stejné sekvence aZ stovek bazickych para.® V tomto bodu se zdroje

rozchézeji, nebot’ v Pritchardovych Zakladech 1€kaiské genetiky je uvadéna sekvence 5'-

2 Zaklady lékaiské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 20

® Molekularni biologie v medicing, Koc¢arek E., 2007, 1.vyd., str. 39-40

4 Zaklady 1ékatské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 17

Obr. 2 — Chromosom -http://bioweb.genezis.eu/?cat=2&file=jadro (25. 2. 2013)
® Molekularni biologie v medicing, Kocarek E., 2007, 1.vyd., str. 39-40

6 Zaklady l1ékarské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 18-20 a 36



http://bioweb.genezis.eu/?cat=2&file=jadro
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GGGTTA-3', zatimco V ostatnich zdrojich napiiklad v Otové nebo v ¢lancich od

Tarsounasové je sekvence od 5' konce ke 3' konci TTAGGG."®°

Jak bylo feceno vyse, zakonCenim chromosomu jsou sekvence telomerické DNA.
Na povrchu telomer se nachazi molekula oznacovand jako RADSID, ktera vytvari
»cepicku chranici telomery pfed poSkozenim. Telomery byvaji oznaCovany jako tzv.
biologické hodiny, nebot’ pfi kazdém bunécném déleni se délka kazdé telomery zkrati.
Pokud se telomera ,,spottebuje* tplné nebo pokud je uz pfili§ kratka, buitka za¢ne starnout
a nakonec odumte. Vyjimkou jsou rakovinné bunky, které se oznacuji jako ,,nesmrtelné®.
V tom jim napomaha enzym telomeraza tim, ze zpozd'uje zkracovani telomer. V takovém

v 1 X 10,11
ptipadé jde o abnormalné ucinnou mutovanou telomerazu.

Chromosom je centromerou rozdé€len na raménka dlouha (Q-raménka) a kratka

(p-raménka). Podle mista vyskytu centromery na chromosomu rozdélujeme chromosomy

na nékolik druhti. Chromosomy se

? 2o L . o . o
!! i; “;‘s " AR Y i - r stejné dlouhymi raménky spojenymi
H - e | nEREEESEpCo 3 .
T 2 3 s+ s | moEam=mgales | centromerou uprostfed, oznacujeme
TR EscEE e =
=s =" . . , . . ,
| i B2t ooow | EEFES jako metacentrické / mediocentrické.
g 7 &8 & 1 mo o2 12346567 8 0101112 . i
TR TRl _ | Pokud centromera rozd¢luje raménka
12 14 18 18 17 18 EEE 2:55:5 . v v . ,
= =EEm nestejnomerngé, jedna se 0
CCO T a e it o 2 | n
- -
o= n oz x remmrwwmanny » | sSubmetacentricky / submediocentricky
Obr. Karyotyp 46, XX (vfavo) a schéma idiogramu (vpravo) typ chromosomu. Akrocentrick}'/ typ
Obrazek 3 — Karyotyp a idiogram ¢loveéka chromosomil ma satelitni p-raménka.

Telocentricky typ, kterému p-raménka
zcela chybi, se u ¢lovéka nevyskytuje.*> ** Chromosomy jsou podle podobnosti chromatid
oznacovany jako homologni (stejné¢). Nehomologni (nestejné) chromosomy jsou pohlavni

chromosomy muzii X a Y, protoze je chromosom Y akrocentricky a X chromosom

" Lékaiska biologie a genetika, dil I., Otova B., 2008, 1.vyd., str. 92

® Telomere Maintenance Requiresthe RAD51D Recombination / Repair Protein, Tarsounas M. 2004
® Medical genetics at a glance, Pritchard D. J., 2006, 3.vyd., str

Telomere Maintenance Requiresthe RAD51D Recombination / Repair Protein, Tarsounas M. 2004
Obrazek 3 - http://bioweb.genezis.eu/?cat=7&file=pojmy (24. 3. 2013)

1 7aklady lékaiské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 24
http://bioweb.genezis.eu/?cat=7&file=aberacie (3. 4. 2013)

3 BI10OS instant notes; GENETICS, Fletcher H., 2013, str. 75



http://bioweb.genezis.eu/?cat=7&file=pojmy
http://bioweb.genezis.eu/?cat=7&file=aberacie
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submetacentricky (viz. Obrazek idiogramu).** Chromosomy jsou &islovany podle velikosti
od 1 do 22 a rozdéleny do skupin podle své makrostavby (velikosti chromosomu a

umisténi centromery) na A az G.»

Zakladem pro pochopeni genetiky jsou Mendelovy zdkony dédi¢nosti o jednotce
dédicnosti, dominanci, segregaci a volné kombinovatelnosti alel. Mendelovy zakony plati

bez vyjimky pro vSechny diploidni organismy.

e Zakon o jednotce dédi€nosti:
, Dédicné vlastnosti jsou determinovany nedeélitelnymi jednotkami informace
(genu). Alela je jednou z forem genu. *

e Zakon dominance:
L Alely se vyskytuji u kazdého jedince v paru, ale ucinek jedné alely miize byt
prekryt dominantni parovou alelou.

e Zakon segregace:
., Béhem tvorby gamet se kazdy par alel rozejde (oddéli), takze libovolna gameta
nese pouze jednu alelu z kazdého pdru. Pary alel se obnovuji pri fertilizaci.

e Zakon volné kombinovatelnosti:
., Riizné geny ridi rozdilné fenotypové znaky a alely riiznych genu se kombinuji

I3

navzajem nezavisle. ‘

Mendelovy zakony se nevztahuji na vlivy vdzané na pohlavi, mitochondrialni
dédic¢nost (maternalni DNA v mitochondriich), genetickou vazbu (vazba alel tésné u sebe
na chromosomu se spoleénym pienosem na potomstvo), polygenni stavy (dédi¢né nemoci
bez charakteristického modelu dédi¢nosti), netplnou penetraci (dominantnost alely se
nemusi projevit), genomovy imprinting (plisobeni maternalni nebo paterndlni ¢asti

chromosomu u nékterych genti) a dynamické mutace.

Zpusob, jakym se vlastnosti predavaji na potomky, rozdélujeme na tzv. monogenni
a polygenni dédicnost. Polygenni dédi¢nost je dana vlivem vice genl najednou, zatimco

monogenni dédi¢nost se vaze na jeden gen. Dale dédi¢nost ovlivituje druh chromosomu, na

14Zeiklady bunééné biologie: uvod do molekularni biologie butiky, Alberts, 2005, 2.vyd., str. 247
Phttp://homepages.uel.ac.uk/V.K.Sieber/human.htm (3. 4. 2013)
16 7aklady lékaiské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 59
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kterém se gen pro urcity znak vyskytuje. Tato dédicnost se oznacuje jako autosomalni a
gonosomalni. Autosomalni dédi¢nost je vazand na autosomy (nepohlavni chromosomy) a
gonosomalni dédi¢nost vazana na pohlavni chromosomy. Vyznamnym zastupcem nemoci
s gonosomdlni dédicnosti je naptf. hemofilie, porucha krevni srazlivosti vztazend na X
chromosom. Spolu s autosomalni a gonosomalni dédi¢nosti hraje dilezitou roli i vzajemny
vztah obou alel. Pokud jsou ob¢ alely dominantni a kazda z alel vytvaii jinou vlastnost
daného znaku, projevi se u jedince oba znaky (napi. krevni skupina AB). Pokud je vSak
alela recesivni, dominantni alela pfevazuje a projevuje se pouze znak dominantni alely.
V piipad¢ pritomnosti obou recesivnich alel se projevi znak, ktery dominantni alela

piekryvala.'’

1.2 Vznik genetickych mutaci

Mutaci se oznacuji veskeré ndhodné zmény v DNA. Hlavnim divodem mutaci
v DNA muze byt ndhodnd ,,spontanni“ mutace, nebo miize byt zpiisobena plsobenim
mutagenu, tzv. ,,indukovand* mutace. Spontanni mutace nejsou ovlivnény vnéjsimi vlivy a
byvaji zpisobeny chybnym zatazenim nukleotidu pfi replikaci (zmnozovani) DNA, napf.
pfi meidze. Indukované mutace jsou vyvolany vnéjSim plsobenim mutagenu, pfimym ci
nepifimym. Pfimé plsobeni mutagenu vyvold poskozeni DNA a nepiimé plisobeni zvysi
pravdépodobnost vzniku mutace. Charakter mutagenti lze roztiidit do tii skupin:
fyzikalnich, chemickych a biologickych. Fyzikalni mutageny, jako UV zafeni, ionizujici
zafeni atd., zplsobuji rozruSeni vazeb DNA nebo chemickou pfeménu nukleotidi.
Chemické mutageny mohou chemicky preménit slozky DNA. Biologické mutageny jsou
hlavné viry, které mohou svou virovou DNA zatadit do DNA hostitele a mohou tak
ptrerusit néktery z genli. Mutace mohou poskodit genetickou vybavu v rizném rozsahu.
Miize jit o tzv. genové mutace ovliviiyjici jeden gen, bodové mutace, které¢ zméni jeden
nukleotidovy par, ale mize jit i o mutace, které mohou zplsobit zménu struktury nebo

zménu poctu chromosomu, coZ oznacujeme jako mutaci chromosomovou.*®

Yhttp://www.vrozene-vady.cz/genetika/index.php?co=dedicnost (7. 4. 2013)
'8 Molekularni biologie v medicing, Ko&arek E., 2007, 1. Vydani, str. 115-116
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1.2.1 Druhy genetickych mutaci

Mutace na chromosomalni urovni rozd¢lujeme na chromosomové aberace,
numerické odchylky a strukturni odchylky. Numerické odchylky 1ze rozlisit na polyploidie
a aneuploidie. Polyploidie miizeme charakterizovat jako znasobeni haploidniho poctu vice
jak dvakrat, takze misto vzniku diploidni sady chromosomi vznika triploidni i tetraploidni
sada. Polyploidie chromosomii embrya neni slucitelnd se zivotem a zpravidla dochazi
k samovolnym potratim. Aneuploidie je zmnozeni nebo chybéni jednoho chromosomu.
Nejcastejsi aneuploidii je trisomie, tj. pfitomnost nadbyte¢ného chromosomu v paru.
Trisomie vznikaji na mnoha riiznych genech, napt. trisomie chromosomu 21 je znama jako
Downtiv syndrom, trisomie 18 jako Edwardstv syndrom apod. Mén¢ ¢astou aneuploidii je

monosomie, kdy v chromosomovém péru jeden chromosom chybi. Zndmym ptikladem

monosomie je Turneriv syndrom, kdy divkam chybi jeden chromosom X.

Strukturni odchylky vznikaji zaménou sekvenci mezi stejnymi nebo ruznymi
chromosomy, piipadné chybou pfi reparaci chromosomalnich zlomu. Strukturni aberace
zahrnuji translokace, delece, kruhové chromosomy, duplikace, inverze, izochromosomy a

centricke fragmenty.

Translokaci chapeme vymény chromosomového obsahu mezi chromosomy, které
podle pfi¢iny rozliSujeme na centrické faze, reciproké translokace a inzer¢ni translokace.
Centrickd translokace vznikd fizi dvou chromosomil, které obsahuji v okoli centromer
zlomy. Centricka translokace se vyskytuje u akrocentrickych chromosomt 13, 14, 15, 21 a
22 obsahujicich informace pro syntézu rRNA (ribosomélni RNA), které jsou obsazeny
v mnoha kopiich na ostatnich chromosomech. Reciproka translokace na rozdil od centrické
probiha jen v ramci jednoho chromosomu a také se oznacuji jako tzv. interchromosomové.
Inzeréni translokace je nejvzacnéj$i a dochazi pii ni k pfesunuti intersticidlniho
(vmezefeného) segmentu na jiné misto bez jeho nahrady za jiny segment. Translokace
nema dusledky pro jedince, u kterého vzniknou, mohou vSak ohrozit potomstvo

vytvofenim nestalé chromosomalni sestavy.

Deleci rozumime Uplnou ztratu Casti chromosomu s geny. Proces delece vznika
chybnou reparaci dvou zlomt, nerovnomérnym crossing — overem (kombinace ¢asti
chromosomil napt. pfi vzniku gamet) pii predeslé meidze nebo jako nasledek translokace u
rodi¢e. I zde se mize jednat o terminalni (okrajovou) nebo intersticialni (vmezefenou)

sekvenci.
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Kruhové chromosomy oznacované také jako ,,ring* — prstencové, vznikaji pii deleci
dvou mist na stejném chromosomu s naslednym propojenim. Pokud kruh obsahuje

centromeru, mize byt zachovan do dalSich buné¢nych déleni.

Duplikace v chromosomu vytvari dvé kopie uréitého segmentu chromosomu, které

na sebe navazuji.

K inverzi (pievraceni), dochazi v piipad¢, ze se na chromosomu objevi dva zlomy a
vznikly segment se zpét pfipoji obracené. Podle pfitomnosti centromery v inverznim
segmentu rozliSujeme pericentrickou (obsahuje centromeru) a paracentrickou (bez
centromery) inverzi. Stejn¢ jako wu translokaci miize inverze zpusobit vznik

nebalancovanych gamet.

Posledni z vyc¢tu strukturnich odchylek je izochromosom. U chromosomu s touto

vadou chybi jedno raménko, a zaroven druhé raménko je duplikované. Izochromosomy

Mrwe

embryi jsou castou pfiCinou spontannich potrati. Pfi vyskytu izochromosomu na

chromosomu X vznika stejné jako pti monosomii Turnertiv syndrom.lg’ 20

1.3 Geneticka mutace u fenylketonurie

Vlédkno DNA obsahuje velké mnozstvi genti a kazdy
gen lze pfifadit ke konkrétnimu tiseku DNA. Tento usek
se oznacuje jako lokus.”* Chromosom 12 je velmi bohaty

na lokusy spojené sriznymi onemocnénimi, kde se

vyskytuje ze 487 lokust 5,2 % znamych geni nemoci.

O
e
Gt =

ol BER o o B B
w|ZBERY LRI SL|Stn o Rl B

Gen, ktery nese informaci 0 enzymu

Raakl

fenylalaninhydroxylaze (PAH), je umistén na g-raménku
12. chromosomu (12922-g24).

12

Chromosom obsahuje 13 exonut, je kolem 90 kb
Obrazek 4 — Orientacni

znazornéni lokustl na (kilobaze) dlouhy a koduje cca 2400 bazi. Mutace miize
chromosomu 12

19 7aklady 1¢kaiské genetiky, Pritchard D. J., 2007, 1.vyd., str. 51-56

% Klinick4 genetika, Thomson J. S., 2004, 1. Vyd.,

2! Molekularni biologie v medicing, Kogarek E., 2007, 1.vyd., str. 39-40

Obrazek 4 - http://www.biologia.uniba.it/rmc/2-Y AC-BAC/BAC-Chromosome/ideograms/12.html (4.
3.2013)
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byt lokalizovana na vSech 13 exonech, ale i v sousednich sekvencich.? Exony PAH genu
zahrnuji 2,88 % genomové sekvence. Nejkrat§im exonem je exon 9, ktery obsahuje 57
bazickych part (dale jen bp). Nejdelsi je exon 13 s obsahem 892 bp. Nejkratsim intronem
je intron 10 s 556 bp a nejdelsi je intron 2 s 17874 bp. %

Osoby s deficitem PAH jsou vétSinou heterozygoty a maji dvé rizné mutace. Forma
hyperfenylalaninémie (HPA), kterou lze zmapovat na lokusu PAH, je klasicka PKU a
mirna PKU. Rozdil mezi klasickou a mirnou PKU souvisi s riznymi alelami PAH. Dalsi
forma HPA, kterou na PAH lokusu zmapovat nelze, zahrnuje mutaci v genech kodujicich
enzymy na syntézu a recyklaci tetrahydrobiopterinu (BH,4). Mutace v genech kodujicich
syntézu BHy tvofi zhruba 2 % pacientt s HPA (rozdil klasické, mirné a PKU s deficitem

iy N 24,25
BH, viz nize).

22 Dgtska neurologie, J. H. Menkes a kol., 2011, 7. vydani, str. 49

*The PAH Gene, Phenylketonuria, and a Paradigm Shift, C. R. Scriver, 2007

24 Diagnostika a 1é¢ba dédi¢nych metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 259
»The PAH Gene, Phenylketonuria, and a Paradigm Shift, C. R. Scriver, 2007
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2. FYZIOLOGIE METABOLISMU FENYLALANINU ZDRAVEHO
JEDINCE

Pro vysvétleni déji, které probihaji béhem nemoci je nutno nejdiive nastinit procesy,
které probihaji v naprosto zdravém organismu. Hlavni roli v metabolismu aminokyselin
hraje pfijem bilkovin z potravy. Piijmem potravy se do organismu dostavaji bilkoviny,
které je nutné rozStépit na aminokyseliny, ze kterych jsou bilkoviny slozeny.
Aminokyseliny jsou velmi dillezitou slozkou potfebnou pro metabolické déje v organismu.
Vétsinu aminokyselin si organismus dokaze vytvofit sam, ale existuji i ty, které ziskame
pouze z potravy. Tyto aminokyseliny oznacujeme jako esencialni. Do skupiny esencialnich

aminokyselin patii pravé fenylalanin, jehoz metabolickéd draha bude objasnéna.

2.1 Fenylalanin a jeho metabolismus

Jak bylo napsano vyse, fenylalanin je esencialni
aminokyselinou, kterou lidsky organismus ziskava OH
pouze z potravy. Fenylalanin (Phe) se pomoci enzymu NH;

fenylalaninhydroxylazy pfeménuje hydroxylaci, coz je .
Obrazek 5- Fenylalanin

proces navazani hydroxylové skupiny na aromatické

jadro fenylalaninu, na aminokyselinu tyrozin (Tyr), OH OH

0
| |
NS CH—CH—CHy
ktery se v naslednych krocich odbourdva na dopamin, )y }H
HANT NN

melanin a katecholaminy. Zasadnim krokem celého —
H  Tetrahydrobiopterin

procesu je hydroxylace fenylalaninu, kterd je
Obrazek 6 - Tetrahydrobiopterin

katalyzovdna  enzymem  fenylalaninhydroxylazou

(PAH).”® Enzym je v jatrech a ledvinach exprimovan 452 aminokyselinami nejprve jako
monomer, ktery prechdzi na funkéni dimer a trimer.?’ Sama PAH potiebuje ke své spravné
enzymatické funkci tetrahydrobiopterin  (BH)), ktery je jejim kofaktorem.
Tetrahydrobiopterin (BHs4) vznika enzymaticky z guanosintrifosfatu (GTP).?

% Diagnostika a 16¢ba metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 258
?"The PAH Gene, Phenylketonuria, and a Paradigm Shift, C. R. Scriver, 2007

Essential Phisiological Biochemistry, S. Reed, 2009, str. 175

Obrazek 5 — Fenylalanin;_http://chemistry.about.com/od/imagesclipartstructures/ig/Amino-Acid-
Structures/Phenylalanine.htm (22. 4. 2012)



http://chemistry.about.com/od/imagesclipartstructures/ig/Amino-Acid-Structures/Phenylalanine.htm
http://chemistry.about.com/od/imagesclipartstructures/ig/Amino-Acid-Structures/Phenylalanine.htm
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2.2 Vyznam fenylalaninu a jeho metabolit pro organismus

Jak bylo uvedeno vyse, fenylalanin patii do skupiny esencialnich aminokyselin.
Produkty vzniklé metabolickou pifeménou oznacujeme jako metabolity a v pfipadé
fenylalaninu jde o tyrozin. Metabolity tyrozinu jsou velice dulezité latky pro organismus.
Jedna se predevsim o hormony §titné zlazy, diené nadledvin a pigment melanin. Prestoze
se fyziologicky metabolity netykaji fenylalaninu ptimo, je pro n¢ jeho syntéza na tyrozin

podstatna. %

Fenylalanin

l fenylalaninhydroxylaza

Tyrozin

thyreoperoxidaza A tyrozinhydroxylaza

MIT (Monojodtyrozin ) DOPA (dihydroxyfenylalanin)

thyreoperoxidaza l l dekarboxylaza

A

r
~

DIT (Dijodtyrozin ) Dopamin

W

l hydroxylaza

thyreoperoxidaza

r

Noradrenalin
T3(Trijodtyronin) l

v

STITNA ZLAZA

W

NIAATAVN NHId

metylace

T4 (Tyroxin) Adrenalin

Obrazek 7 — Schéma hormonalnich metabolitd fenylalaninu

Katecholaminy jsou latky vznikajici ve dfeni nadledvin a v centralnim i perifernim

nervovém systému. Jsou oznacovany podle své struktury a obsahu aminoskupiny jako

Obrazek 6 — tetrahydrobiopterin

http://www.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical _Cases/aa%20metab%20cases/PKU%20Cases/PKU%20bio
chem%20intro.htm (17. 4. 2012)

Obrazek 8 — Schéma hormonalnich metabolitd fenylalaninu, Katetina Pirklova, 2012

»Amino acid metabolism, Bender D. A., 2012, 3.vyd., Str. 324

Obrazek 9 — Biosyntéza katecholaminti, Barevny atlas biochemie, Koolman J., 2012, str. 435



http://www.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical_Cases/aa%20metab%20cases/PKU%20Cases/PKU%20biochem%20intro.htm
http://www.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical_Cases/aa%20metab%20cases/PKU%20Cases/PKU%20biochem%20intro.htm
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biogenni aminy. Je =zajimavé, Ze v prvnim kroku syntézy ztyrozinu na produkt
dihydroxyfenylalanin (DOPA), je nutna ptitomnost kofaktoru BH,, ktery je vyuZzivan i pro

syntézu tyrozinu z fenylalaninu (viz kap. 2.1). Vznik dopaminu je podminén pfitomnosti

dehydro- S-adenosyl- S-adenosyl-
o askorbdt  askorbat  methionin  homocystein

(uaoen)  (kaDP)
$oo- ?00' co, CH,
. . . .
HN—CH \ma H,N—?N u‘N—clu., HyN—CH, HNTCH,
CH, 1 CHy _ Q) CH, HO—CH _\7 HO—CH

3 —» 4 —»
/\\\ 7 ) \j - /&\ 7 ’ ‘i RS ; 'Ai\l
(e L K5 Gl CL
> o oK

.
7 N N ~
OH H OH
T .
OH OH OM OH OH
tyrozin dopa dopamin noradrenalin adrenalin

Obrazek 8 — Biosyntéza katecholamint

kofaktoru pyridoxalfosfatu. Dopamin je vyznamnym neurotransmiterem V CNS, ale
vyskytuje se i v periferiich, kde je vSak jeho tloha zatim nejasna. Ve dieni nadledvin je
dopamin zabudovédn v sekre¢nich véccich, kde je hydroxylovan na noradrenalin. Po
uvolnéni noradrenalinu z vackul je noradrenalin methylovan na adrenalin. Noradrenalin je

tvofen 1 mimo dien nadledvin, a to v postgangliovych nervovych vlaknech.

Funkci katecholamint je pfenos nervovych vzruchii na synapsich nervii. Adrenalin
a noradrenalin zaroven funguji jako hormony zvysujici kardiovaskularni ¢innost, aktivuji
sympatikus, uvadéji metabolickou ¢innost do pohotovosti (zvySeni glykémie, aktivace
lipolyzy a dalsi), stimulace uvolnéni glukagonu a potlaceni inzulinu. Sekreci
katecholaminli vyvolavaji stresové situace a vedou organismus k navozeni tzv. poplachové

reakce.>°

Dalsi skupinou hormontli syntetizovanych z tyrozinu, jsou hormony S§titné zlazy.
Tyto hormony jsou jodovanymi aminokyselinami, jejichZz syntéza je pro organismus
metabolicky ndro¢na. Plsobenim ftady procesti dochdzi jeSt¢ pred samotnou jodaci
(navazéani jodu na molekulu) tyrozinu k vychytavani jodu, k jeho neutralizaci a po jodaci
k naslednému uvolnovani podle plazmatickych hladin obou hormont §titné zlazy (T3 —
trijodtyronin a T4 — thyroxin / tetrajodtyronin). Uginky hormont $titné Zlazy jsou
riznorodé. Podle soucasnych studii a piedstav o pusobeni T3 a T4 v organismu, je

uc¢innym hormonem §titné Z1azy pouze trijodtyronin. Trijodtyronin je oznaCovan jako tzv.

%0 [ ékatska fyziologie, Kittnar O., Grada, 1. Vyd., 2011, str. 536-537
Obrazek 8 - Lékarska fyziologie, Kittnar O., Grada, 1. Vyd., 2011, str 536
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nuklearni hormon (z latinského nucleus — jadro), protoze se vaze na receptory jadra uvnitf
bunék a ovliviiuje tak metabolické déje v bunice. Thyroxin ma vyznamnou funkci pouze
V nitrodéloznim vyvoji, nebot’ vyvijejici se mozek plodu dokaze zpracovat pouze T4 (T4
nasledn& dejoduje na T3).*' Hlavnimi u¢inky hormont §titné Zlazy je ovlivnéni bazalniho
metabolismu, zvySeni plicni ventilace, podpora produkce erytropoetinu (krvetvorba),
podpora kardiovaskularniho systému a také plisobi na rist kosti a vyvoj mozku plodu

v prib&hu prenatalniho vyvoje jedince.

Kromé hormonalnich metaboliti §titné Zlazy a nadledvin (viz obrazek 7), se navic
Z tyrozinu tvoii melanin. Melanin je hnédocerny pigment, ktery se napf. vyskytuje ve
vlasech a oc¢ich. Biochemicky se jedna o dusikaté barvivo vznikajici oxidaci a polymeraci

%3 34 Melanin vznika v melanocytech, v epitelu sitnice oka,

aromatickych aminokyselin.
vnitiniho ucha, bunkach centralniho nervového systému (Substantia nigra a locus
coeruleus) a dokonce u obéznich lidi ve visceralnich tukovych bunkach. V nervovém
systému se mnoZzstvi melaninu zvySuje s vékem a pravdépodobné ma i vliv na patogenezi u
Parkinsonovy choroby.* Z melanocytii, kde je syntetizovan, je melanin transportovan do
koznich keratinocyti. Melanin chrani pokozku pied poskozenim DNA a ma silny
antioxida¢ni ucinek. UV =zafeni, které je silnym karcinogenem, podporuje syntézu
melaninu v melanocytech epidermis. Sluneéni UV zafeni obsahuje slozky UV-A a UV-B,
které se lisi rozsahem vlnové délky a zpisobem pusobeni na pokozku. Dalsi slozkou je
UV-C, ktera ma nejvétsi energii, ale neprochazi atmosférou. UV-A zpusobuje oxidativni
poskozeni tkané. Oxidacni procesy vedou k pigmentaci tkané béhem nékolika minut.
Mechanismus této rychlé pigmentace dosud neni znam. UV-B zplsobuje poskozeni DNA
vedouci k transkripci enzymil syntetizujicich melanin. Pigmentace touto cestou vznika

béhem nékolika dnt.*

3 Endokrinologie — interdisciplinarni obor, Blaho§ J., Triton, 2006, str 26 - 29

%2 1 ékatska fyziologie, Kittnar O., Grada, str. 515

% Biochemie, Odstréil J., 2005, str. 131
*http://www.news-medical.net/health/Melanin-What-is-Melanin.aspx(15. 4. 2013)

% Evidence for the ectopic syntesis of melanin in human adipose tissue, Randhawa M., 2009

% UVA Phototransduction Drives Early Melanin Synthesis in Human Melanocytes, Wicks N. L., Current
Biology, 2011



http://www.news-medical.net/health/Melanin-What-is-Melanin.aspx

23

3. PORUCHY METABOLISMU FENYLALANINU

K odbourani fenylalaninu je nezbytna ptitomnost enzymu fenylalaninhydroxylazy
(PAH), ktery ke své spravné funkci potiebuje tetrahydrobiopterin. BH4 plni roli kofaktoru
a funguje tak jako kli¢ ke spusténi enzymové aktivity. V ptipad¢, ze je BH4 vadny, vznika
pravé  fenylketonurie. Dalsi moznosti defektu je, Ze neprobiha tvorba
fenylalaninhydroxylazy (PAH) v jatrech, nebo je PAH nefunkéni. Tim, Ze neprobiha
hydroxylace fenylalaninu na tyrozin, se spusti druha cesta odbouravani, ktera neni ve
zdravém organismu téméf nikdy metabolicky aktivni a misto potifebnych metabolitl

v organismu vznika fenylpyruvat a dalsi metaboli‘[y.37

PAH

fenylalanin +> tyrozin

dekarboxylace / \ transaminace

fenylpyruvat fenylethylamin
hydratace l karboxylace
fenyllaktat fenylacetat
l glutamin

Fenylacetyl glutamin

Vylouceni ledvinami

Obrazek 9 — Schéma patofyziologickych metaboliti fenylalaninu

$"Essential Physiological Biochemistry, S. Reed, 2009, str. 175
Obrazek 9 — Schéma patologického metabolismu fenylalaninu, Katefina Pirklova 2012
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Systémové hromadéni Phe v organismu vede k abnormalitam v organismu, o kterych

bude pojednano nize.*®

Zasadni je vliv PKU na mozek. PKU zafazujeme mezi tzv. difuzni
neurometabolické encefalopatie. Pfimé poSkozeni mozku je zplsobeno tfemi moznymi
pfi¢inami. Jednd se o toxické vlivy nahromadéného metabolitu (v pfipad¢ PKU
fenylalaninu), deficit potiebnych metabolitd pro vyvoj mozku a poskozeni zplsobené
sekundérné — poruchou vnitiniho prostfedi. Projevy metabolickych encefalopatii mohou
byt napt. epileptické zachvaty, zvraceni a v nékterych piipadech i poruchy védomi. U

pokrocilé encefalopatie se setkdvame s poruchami motorickych funkci se sekunddrnimi

epileptickymi Zétchvatty.39

W ul
Pro pochopeni dal§ich charakteristik je | "% 5™ : /
" 3 “ ------- 3 L-fenylalanin f ryploran
. « P . « duhydromeﬂdh """"""" porucha 1 |
potieba vysvétleni pojmu ,,fenotyp*. i i ;enyuanM ";2"3:'\§'/ b
T?'.‘?‘f‘.’?f.-- .
Definice fenotypu: WY e o il S
, L-tyrozin v mod: l,
»” Fen Olyp .] e pop is zevnich citlivostna svitlo  €—  Nedostatok m°¢" - gRntiing ’ro.tet:iaco.
charakteristik  bunky, tkané nebo ) )
] 0 Obrazek 10 — Schéma funkce a dysfunkce PAH
organismu.

Z definice vyplyva, ze fenotyp je projev genotypu navenek. Zevnéjsek fenylketonurika se
nijak vyrazné od zdravych lidi nelisi. Charakteristickym rysem je vSak barva vlasi a oci.
Vlivem nedostatecného mnoZstvi tyrozinu (vzniklého z fenylalaninu) nevznika dostate¢né
mnozstvi melaninu, coZz vede ke svétlému typu clovéka s PKU* U jedinct s PKU je

Castym nalezem katarakta o¢i (Sedy zélkal).42

3.1 Rozdéleni poruch metabolismu fenylalaninu

%

Poruchy metabolismu fenylalaninu mohou byt zptisobeny rtiznymi pti¢inami, podle

kterych je PKU klasifikovana do nékolika skupin. Zakladnim rozdélenim je diferenciace

%8pPhenylalanineammonia — lyase modified with polyethyleneglycol: Potential therapeutic agent for
phenylketonuria, K. Ikeda, a kol., 2005

* Klinickéa neurologie, Bednaftik J., Triton, 2010, str. 751 — 753

O Kmenové buriky, biologie, medicina, filozofie, Filip S., Galen, 2006, ptiloha — slovnik zakladnich pojmi
! Atlas patofyziologie, Silbernagl S., Grada, 2012, str. 260

Obrazek 10 — Atlas patofyziologie, Silbernagl S., Grada, 2012, str. 261

2 O¢ni 1ékafstvi, Kuchynka P., Grada, 2007, str. 47
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podle pfic¢in na primarni (z genetickych mutaci — klasickd PKU) a sekundarni (napt. pii
tézkém poskozeni jater). PKU (primarni) je dale klasifikovana podle defektu na defekt
PAH bez BH, senzitivity a PKU s BH, senzitivitou. PKU, u které je BHy senzitivita
prokazana, se dale li$i podle defektni casti — defekt v syntéze BH, nebo v regeneraci
BH,.*

3.1.1 Nedostatek fenylalaninhydroxylazy

Jak bylo popséno v predchozich kapitolach, fenylalaninhydroxylaza je enzym
katalyzujici pfeménu fenylalaninu na tyrozin.** PKU z nedostatku PAH je rozliSovana
podle procentualni funkénosti PAH. Jako klasickda PKU je charakterizovana aktivita PAH
pod 1 % normalni aktivity, kdy je plazmatick4 hladina Phe vyssi nez 1200 umol/l. U mirné
PKU je enzymaticka aktivita PAH mezi 1 a 3 % s plazmatickou hladinou Phe mezi 600 a
1200 umol/l. Posledni formou je mirna HPA, u které je aktivita PAH mezi 3 az 10 %
S plazmatickou hladinou Phe mezi 120 az 600 pmol/l. Mirna HPA je také oznacovana jako

non-PKU.*> 46

3.1.2 Poruchy metabolismu biopterinu

Poruchy metabolismu biopterinu mizeme rozlisit podle toho, zda se jedna pfimo o
poruchu syntézy nebo o poruchu regenerace biopterinu. Tyto poruchy jsou cca u 2 % lidi
trpicich PKU. Defekt pti syntéze BH4 je dan dysfunkci GTP-cyklohydrolazy nebo 6-
pyruvoyl-tetrahydropterin syntetazy, coz jsou enzymy, které na sebe navazuji pii syntéze
BH,4. U poruchy regenerace BH, je problém u enzymu dihydrobiopterin reduktazy, ktery
BH, po reakci s PAH obnovuje zpét na BH,. Protoze je BH4 kofaktorem nejen pro PAH,
ale 1 pro hydroxylazy tyrozinu a tryptofanu, dochazi pii jeho defektu k mnohem
rozséahlej$im problémim. Kromé HPA v organismu dochazi k nedostatku neurotransmiterti

. . o v ow , v v , v . 47
a akumulaci pterinti, coz muze vést az k détské formé Parkinsonovy choroby.

*® pediatrie, Muntau A. C., Grada, 1. Viyd., 2009, str 97-98

4 Diagnostika a 1é¢ba metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 258

*® pediatrie, Muntau A. C., Grada, 1. Vyd., 2009, str. 98

*®*Inborn Metabolic Diseases: Diagnosis and Treatment, Saudubray F., 2006, 4. Viyd., Str. 224
*" Pediatrie, Muntau A. C., Grada, 1. Viyd., 2009, str 100
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Fenylketonurie je autosomalné recesivni onemocnéni S deficitem PAH, tvorby a

recyklace BH,4 nebo poruchy pterind, vedouci k hyperfenylalaninémii. Poprvé byla popsana

doktorem Asbjornem Follingem v roce

1934, ktery ji pojmenoval jako ,,Imbecilitas

phenylpyruvica“.*® Po prokdzani mendelovské d&di¢nosti byla zatazena do katalogu
Mendelovské dédicnosti u &lovéka (OMIM) pod oznacenim MIM 261600.%° *°

4.1 Charakteristika a genealogie PKU

Fenylketonurie je dédi¢na choroba postihujici jedince, ktefi po obou rodi¢ich ziskali

Rodice prenasedi

P @

D

X

Ditd bez mutace D&t prenaledi

Dité nemocne

Obrazek 11 — Schéma pravdépodobnosti

recesivni alely s deficitem PAH. Rodice jsou
fenotypové zdravi a oznacuji se V tomto ptipadé
jako heterozygoti, pienaseéi. U rodi¢t se PKU
neobjevi diky zdravé dominantni alele, ktera
alelou.
s PKU
je 25% pro

prevazuje nad defektni recesivni

Pravdépodobnost  narozeni  ditéte
rodic¢im, ktefi jsou prenaSeci,

kazdého potomka (viz obrazek 11).>t

Zakladem pro genetické vysvétleni dédi¢nych nemoci je ilustrace rodokmenu (viz

genealogicka schémata). Pro schémata

zpusobem prezentuji genotyp jedince

vramci rodiny (viz. Obrazek 12).
Prostfednictvim rodokmenli lze pak
snadno urcit charakter dédi¢nosti. U

autosomalné recesivnich onemocnéni se
nemoc objevuje zpravidla ob jednu

generaci.”

1

1

byly navrzeny symboly, které jednoduchym
m

L o
MééééET

Obrazek 12 — Rodokmen PKU

*® Diagnostika a 16¢ba dédiénych metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 259
**The PAH Gene, Phenylketonuria, and a Paradigm Shift, Scriver C. R., 2007
*%http://omim.org/entry/261600?search=MIM%20261600&highlight=261600%20mim (28. 5. 2013)

*thttp://www.vrozene-vady.cz/genetika/index.php?co=dedicnost (7. 4. 2013)

Obrazek 11 - http://www.gennet.cz/pravdepodobnosti.html (4. 4. 2013)

Obrazek 12 - http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:AR.png (10. 5. 2013)
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4.2 Zdravotni diasledky

Normalni hladina fenylalaninu v plazmé zdravého &lovéka je niz$i nez120 pmol/1.%®

Uroveti hladiny fenylalaninu u nelé¢ené PKU miize vystoupat na vice nez 1200 pmol/l. U
mirné PKU hladina kolisd mezi 200 aZ 450 umol/1.>** Hladina fenylalaninu od 360 do
600 umol/l miize u ditéte vést k zdvaznému progresivnimu poskozeni rozvijejiciho se
mozku. Od prvniho do desatého roku ditéte je doporu¢ovana hladina fenylalaninu pod
360 umol/l. V obdobi gravidity musi byt hladina fenylalaninu udrzovéana pod 360 umol/l,

aby se zabranilo poskozeni plodu maternalni PKU.>

Podle mutaci v genu pro PAH Ize rozlisit mirnou hyperfenylalaninémii (MHP nebo
také non PKU), mirnou PKU a tézkou PKU. PKU s BH, senzitivitou, ktera lze 1é¢it
dodavanim organismu kofaktor BH4, obsahuje mutaci pouze v jedné alele pro syntézu BHy.

T&zka PKU, u které 1é&ba BH,4 nefunguije, je zptisobena mutaci na obou alelach.>®

Vysoka hladina fenylalaninu u déti vede K patologické zméné mozku postihujici
Sedou 1 bilou hmotu. Zmény se rozliSuji na ovlivnéni mozkového vyzravani, poruchy
myelinizace (izolace neurond a pienos vzruchtl) a sniZzeni pigmentace mozku (Substantia
nigra, locus coeruleus). Tyto patologické zmény u neléCenych déti zplsobuji tézkou
mentalni retardaci a IQ téchto déti byva nizsi nez 50. Retardace postihuje hlavné fe¢ a
nacvik hygieny. U neléenych déti se také mohou objevit zachvaty v podobé& spasmi (kiec
snadmémnym stahem svalti), které mohou piejit do zachvatd tonicko-klonickych kieci
(napnuti svall se zaskuby, tonicka extenze) podobnym epileptickému zéchvatu.”” Piestoze
je pozdni diagnostikovani PKU spojeno s nevratnym neurologickym poSkozenim, je po
nasazeni diety mozné lehké zlepseni psychickych testii.”® Také je popisovan inhibiéni vliv

nadbytecného fenylalaninu na tvorbu melaninu, pigmentu tvofeného zZ metabolitii tyrozinu,

>?http://genetika.wz.cz/genealogie.htm (11. 5. 2013)

Obrazek 13 - http://genetika.wz.cz/genealogie.htm (11. 5. 2013)

53 Metabolicka piirucka 2012, S. Stastna a kol., 2010, str 45

> Poruchy metabolismu a vyZivy, S. Svacina, 2010, str. 85

% D&di¢né metabolické poruchy, G. F. Hoffmann a kol., 2006, 1. vydani, str. 125-126

S%Predicting a clinical / biochemical phenotype for PKU / MHP patients with PAH gene mutation,
Kasnauskiené J., oct. 2008, Russian journal of genetics, vol. 44

 Détska neurologie, J. H. Menkes a kol., 2011, 7. Vydani, str. 50-51

% Late - Treated Phenylketonuria and Partial Reversibility of Intellectual Impairment, Grosse S. D., Jan/Feb
2010, Child Development, volume 81
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coz zpusobuje charakteristicky fenotypovy vzhled jedince s PKU. U lidi s PKU se také

objevuje patofyziologicky ekzém, pro ktery ale zatim neni jasna pfi(“:inat.59

4.2.1 Maternalni PKU

Zeny s PKU maji vysokou nachylnost ke spontannim potratim.™ Dospé&lé Zeny
s PKU by pted otéhotnénim mély ptejit na piisnou PKU dietu a méla by se jim pravidelné
kontrolovat plazmaticka hladina fenylalaninu. Déti Zen s PKU jsou zpravidla heterozygoti
a nejsou tedy PKU pifimo ohroZeny. Velkym nebezpecim pro plod je vSak vysoka hladina
fenylalaninu v krvi matky. Aktivni pfenos latek pfes placentu, tzv. transplacentarni
transport, zasobuje plod potfebnymi latkami ve zvySeném mnozstvi. U fenylalaninu jde o
1,5 nasobek plazmatické hladiny Phe matky. U mirné PKU, kdy je hladina fenylalaninu
Vv plazmé kolem 400 pumol/l neni vyZadovana lécba. Toto mnozstvi fenylalaninu v matetské
plazmé je vSak pro plod toxické a mize vést k mentalni retardaci, mikrocefalii, facialni

dysmorfii a vrozenym srde¢nim vadam.®

4.2.2 Psychologické dopady

Déti s PKU, u kterych se zacalo s 1écbou v€as, maji pfesto nizsi intelekt nez jejich
vrstevnici. Pfi vzrustu plazmatické hladiny fenylalaninu o kazdych 100 pmol/l klesa
inteligen¢éni kvocient (IQ) o 1,8 az 3,8 bodu.®! Pfestoze je posSkozeni vyvoje mozku
v ptimé souvislosti s plazmatickou hladinou fenylalaninu, byl ve vyzkumech zjistén
psychologicky vyznamny rozdil v IQ mezi détmi se stejnymi hodnotami fenylalaninu
v krvi. Nové dukazy vedou k zavérim, Ze intenzita poSkozeni individualné zavisi na
vyvinu hematoencefalické bariéry.®? Vyvoj intelektu se zastavuje v obdobi 10. roku véku.
Ve studiich byly zjistény i poruchy vykonovych funkci. Vykonové funkce zajist'uji
kratkodobou pamét, zaméfeni na urcity cil, udrzeni pozornosti, socialni interakce atd.
Porucha téchto funkci vyznamné ptispiva k neptizpisobivosti déti s PKU se 0 sebe starat,
vyhybat se potravinam, které nesmi, nezapominat na bilkovinné nahrazky (zpravidla

V podobé néapojli) a dalsi Cinnosti. Tyto faktory koreluji se Spatnym zaclenénim do

% Obecna patologicka fyziologie, Necas E., a kol., 2005, str. 323

% D&diené metabolické poruchy, G. F. Hoffmann a kol., 2006, 1. Vydani, str. 307

®psychosocial aspects of PKU: Hidden disabilities — A review, Gentile J. K., 2009, Molecular genetics and
metabolism

82| ate — Treated Phenylketonuria and Intellectual Disability, Grose S. D., 2010, Child development
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spolecnosti, znesnadnénim vytvofenim komunika¢nich schopnosti a tvorby vztahti. U 33 %
dospivajicich s PKU se vyskytuje vice problému ve Skole nez u jejich zdravych spoluzak,

hlavné co se ty&e pozornosti, hlaskovani a matematiky.®®

Pro identifikaci rozsahu poskozeni mozku slouzi neuropsychologické vysetieni
véetné napt. vySetieni mozku pomoci zobrazovacich metod apod. Vysetieni zahrnuje popis
chovani, urCeni intelektudlni vykonnosti a také stanoveni moZznosti zlepSeni stavu
vySetfovaného. Tento diagnosticky postup zohledfiuje také veék, osobnostni faktory,

P s ;s . . . . v v s 64
momentalni zivotni situaci a motivaci pacienta k Vysetrem.6

Mnoho studii se dnes zabyva kvalitou zivota déti s PKU. Ve studiich déti s PKU ze
Svycarska bylo zji§téno, ze v obdobi s vyssi plazmatickou hladinou fenylalaninu maji déti
vice problému v oblasti poznavacich procesu a zvladanim vlastnich emoci nez u déti s nizsi
hladinou fenylalaninu. V tomto obdobi je zaznamenan i pokles sebevédomi a dobrych

psychickych stavii a prozitkti radosti.

Podle studii lidé s PKU mivaji Casto potize s uplatnénim v zaméstnani vzhledem ke
svym problémim se studiem. Neuropsychologické testy dospélych s PKU prokazaly
snizenou rychlost zpracovani informaci a problémy Vv oblasti pozornosti. Lidé s PKU maji

vetsi sklon k depresim, tzkostnym staviim a asocialnimu chovéni.®

83psychosocial aspects of PKU: Hidden disabilities — A review, Gentile J. K., 2009, Molecular genetics and
metabolism

® Klinick4 psychologie v praxi, Bastecka B., a kol., 2003, str. 302-304

®psychosocial aspects of PKU: Hiddend isabilities — A review, Gentile J. K., 2009, Molecular genetics and
metabolism



5. DIAGNOSTIKAAPREVENCE

5.1 PloSny screening

Screening je provadén plosné ve vSech zemich

Evropské unie, zpravidla ve druhém dni zivota
novorozencli. Postup odbéru z paty novorozence Viz

obrazek10. Ukézka screeningové karty viz ptiloha 1. a 2.

5.1.1 Co je to screening?

Screeningem oznacujeme vySetfeni, kterym se
preventivné vysetfuji  lidé urcit¢ veékové skupiny a

umoziuji tak v€asny zachyt zdravotnich problému.
Definice novorozeneckého screeningu:

,, Screening je systematické cilené vyhledavani urcité

choroby pred jeji klinickou manifestaci se snahou predejit

C C o 66
véas jejim moznym nasledkiim “.

Se screeningem se milzeme setkat u vySetfeni na

okultni krvaceni, hladinu cholesterolu, glykémii a
podobné. U novorozencti se screeningem vyhledavaji
choroby v co nejkrats$i dobé po narozeni, aby se zabranilo
nevratnému poskozeni zdravi ditéte. Krom& PKU se

screeningem  novorozencl  vySetfuje  dalSich 12

onemocnéni. Ke v€asnému zachytu onemocnéni jsou
pouzivany tzv. screeningové testy, kterymi se pfimo v
porodnici vySetfuji novorozenci 48 az 78 hodin po
narozeni.”’ Screeningova vysetieni provadéji v Ceské
republice laboratofe novorozeneckého screeningu Vv Praze,

Brné a Ostrave.%®
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Obrazek 13 — Fotografie

odbéru na screening

Obrazek 13 — Fotografie pofizeny v nemocnici Litomysl, Katetina Pirklova, 14. 4. 2012

®®preklinicka pediatrie, Lebl, Provaznik, Hejcmanova, 2007, str. 183
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5.1.2 Historie screeningu PKU

Prikopnikem ve screeningu PKU a dalSich
metabolickych chorob, byl Robert Guthrie, po kterém se
screeningovy test jmenuje. Guthrie pouzil citlivost
bakterii na fenylalanin k vytvofeni screeningového testu,
ke kterému stac¢i kapka krve zaschla na filtracnim papife.

Po nékolika letech zavedeni testi na PKU pfisel Guthrie

na dal$i metabolity, které mohou stanovit dalsi

metabolické  poruchy,  napf. homocysteinurie, | Obrazek 14— Robert Guthrie
(1916 — 1995)

galaktosemie a dalsi.®

Ptivodni Gutrieho test, test bakterialni inhibice (bacterial inhibition assay - BIA), je
provadén tak, ze se krevni skvrna na papirku polozi na agar se sporami geneticky
modifikovaného kmene Bacillus subtilis. Filtra¢ni papirek, ktery je impregnovany
2-thienylalaninem (aminokyselina vytvofena z thiofenu, kompetitivni ristovy inhibitor
specificky pro fenylalanin), inhibuje riist kultury za nepfitomnosti fenylalaninu. Pokud se
Vv krevni skvrné fenylalanin vyskytuje, bakterie na agaru vyroste. Pti pozitivnim vysledku
(narast kolonii kolem papirku) se pouzivaji dalsi metody (viz dale) k potvrzeni ¢i
vyvraceni pozitivity V}'lsledku.70 Screening byl zahajen v 60. letech 20. stoleti, po

isp&$ném zavedeni dietni 16by PKU lékafem Horstem Bickelem.”

5.1.3 Biochemické vySetieni fenylketonurie

Biochemické analyzy jsou pouzivany K potvrzeni ¢i vyvraceni pozitivnich
screeningovych testll a oznacuji se jako druhy stupen screeningu. Biochemické vySetieni
probihd v laboratofich na analyzatorech, ¢imz se vyrazn€ zvysuje presnost testd a snizuje

se potieba testy opakovat.72

$7http://www.labtestsonline.cz/screening/Screening-pojem.html

68 Predstavujeme metabolicka centra v CR a SR, Prochazkova Dagmar, Metabolik, 2004, ¢. 2, str. 3
*NEWBORN SCREENING FOR METABOLIC DISORDERS, DEBORAH MARSDEN, 2006
0ski’s pediatrics, Principles & Practice, Mc Millan J., 2006, 4. edice, str. 164

! D&diené metabolické poruchy, G. F. Hoffmann a kol., 2006, 1. Vydani, str. 125

"“NEWBORN SCREENING FOR METABOLIC DISORDERS, DEBORAH MARSDEN, 2006
Obrazek 14 - http://www.mdch.state.mi.us/pha/bofl/divchemtox/newscreensec.htm 20. 3. 2012
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K instrumentalnimu vysetieni PKU a dalSich metabolickych poruch, se mize také

pouzit tandemova hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatografie a dal§i.”

| pfes pravidelné prezkoumévani spravnosti screeningovych testl, mize dojit
k falesné pozitivni ¢i negativni chybé. Falesné pozitivni vysledek znamena, ze vzorek krve
novorozence, ktery byl vyhodnocen jako pozitivni, je ve skutenosti v poradku a dité
nemocné neni. Tyto faleSné pozitivni vysledky mohou byt zplsobeny fyziologickou
zménou stanovované latky ve vzorku, enzymatické nezralosti u pred¢asné narozenych déti,
jaternim onemocnénim anebo podavanim antibiotik obsahujicich dimetylpropionovou
kyselinu. Falesné negativni vysledek znamena, ze dité je podle testu v poradku, ale ve
skute¢nosti je nemocné. Falesn¢ negativni vysledky mohou byt zplisobeny normalni
hodnotou analytu v dob& odbéru nebo laboratorni chybou.™ Je zajimavé, Ze riziko fale§ng
pozitivniho vysledku se vice objevuje (statisticky) u dévcat nez u chlapct az 0 48 %. Pti

poklesu véhy ditéte o 100g se riziko fale$nd pozitivniho vysledku zvysuje o 4.2 %."

5.1.3.1 BH, senzitivita

Pred zahajenim 1écby u ditéte je nutno nejdiive vySettit, o jak zavaznou formu PKU
se jedna. K vylouceni deficitu BH, se vyuZiva metoda oznacovana jako BHy zatéZovy test.
Ditéti je podavano 20 mg BH4 na kilogram hmotnosti rozpusténych ve 20 az 30 ml vody.
Hodnoty fenylalaninu v plazmé a moci jsou analyzovany ze vzorkd odebranych pied
podanim, po 4, 8 a nasledné po 24 hodinach. Béhem testu je dit¢ normalné kojeno. Touto
metodou ziskdvame piehled postupného zvySovani, poklesu a minimalni hladiny Phe
béhem 24 hodin.” Podle vysledkit BH, zatézového testu mizeme PKU rozdélit na to, zda
jde o defekt PAH bez BH, senzitivity nebo o defekt PAH s BH, senzitivitou. Pokud jde o
PKU s BH, senzitivitou, poskozeni se vyskytuje Vv oblasti syntézy a regenerace BHs. U
zatézového testu se BHy senzitivita prokaze poklesem koncentrace Phe v plazmé az o

30 %.”"

"http://www.labtestsonline.cz/screening/Screening-pojem.html

"“NEWBORN SCREENING FOR METABOLIC DISORDERS, DEBORAH MARSDEN, 2006

"Neonatal birth parameters of positive newborns at PKU screening as predictors of false positive results at
recall testing, Zaffanello M, Journal of medicine screening, 2003

"®Inborn metabolic disease, John Fernandes, (4. Vydani) 2006, str. 66-67

" Pediatrie, A. C. Muntau, 2009, vydani 4., str. 99
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5.1.4 DNA diagnostika

Molekularni testovani je dnes pouzivano jako sekundarni testovani vzorki Castéji

Y IS . r 78
nez vyse zminéné biochemické testy.

V soucCasnosti je zakladni pouzivanou diagnostickou metodou polymerazova
fetézova reakce (PCR). PCR je provadéna v termocyklerech, které dokazi v relativné
kratkém Casovém intervalu ménit a nasledné udrzet stabilni teplotu. U PCR se pouZivaji
tyto hodnoty teplot: 50, 70 a 95 °C. Metoda také vyzaduje DNA sekvenci (primer), podle
které bude PCR probihat. Vzhledem Kk naro¢nosti syntézy primert, jsou tyto sekvence
komercné dodavany specializovanym laboratofim, kter¢é PCR provadi. Pro funkcnost
metody je nutnad pfitomnost DNA polymerazy, ktera je schopna udrzet svoji funkci i pfi
vysokych teplotach. Pro tento piipad je pouzivana termostabilni Taqg DNA-polymeraza,
extrahovana z bakterie Thermus aquaticus. Krom¢ primeru a polymerazy jsou k PCR

potieba nukleotidy, zakladni stavebni jednotky DNA.

Principem PCR je amplifikace (zmnozeni) DNA sekvence, kterou pravé uréujeme.
Po uvodni denaturaci (95 °C) dvouvlaknové DNA ziskdme jedno vlakno pivodni DNA,
které¢ oznacujeme jako templat. V dalSim kroku (55 °C) se na templat vaze primer.
Prostiednictvim navazaného primeru a enzymu Tag DNA-polymerazy dojde k navazovani
nukleotidt a tedy k prodluzovani vlakna (pti 70 °C). Cykly jsou opakovany az tficetkrat.
Na konci PCR lze ziskat detekovatelné mnozstvi produktu, které lze urcit napt. pomoci

elektroforézy.7g' 80

Dalsi moznosti DNA diagnostiky je hybridizace. U hybridiza¢nich metod se
pouziva tzv. sonda, komplementdrni s hledanou sekvenci, kterd je znafena napf.
fluoreskujici nebo radioaktivni latkou. Pomoci restrikéni endonukledzy (enzym Stépici
DNA vldkno) se DNA rozs$tépi na urCité fragmenty. NaStépené fragmenty se
elektroforeticky rozdé€li a sonda vazana na membrané se navaze a zviditelni tak hledanou

sekvenci.®

®NEWBORN SCREENING FOR METABOLIC DISORDERS, DEBORAH MARSDEN, 2006
Molecular Biology: Understanding the Genetic Revolution, Clark D. P., 2013, 2. Vyd., str. 162 - 191
8%http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pcr/ (12. 5. 2013)
8http://www.If2.cuni.cz/projekty/prusa-DNA/newlook/defa4.htm (13. 5. 2013)
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Hybridizace se vyuziva i v metodice oznaCované jako in situ. In situ doslova
znamena ,,na svém misté“. Jedna se o cytogenetickou metodiku, u které jsou zvyraznény
pfimo mista na chromosomech. Sondy se vazou na denaturované¢ vldkno DNA piimo
v chromosomu. Dnes jsou komeréné dostupné tzv. lokus specifické sondy, kterymi lze
pfimo oznacit zkoumany lokus na chromosomu. Znaceni sondami probiha bud ptimo,
nebo nepfimo. Piimé sondy se komplementarné ptipojuji bezprostiedné na chromosom a
intenzitu barvy nelze nijak zesilit. U neptimych sond se vyuziva antigenu zvaného hapten
(mald castice schopnd vyvolat imunitni odpovéd’ pouze pii vazbé na latku vétsi
molekulové hmotnosti®?), ktery je navazan na sondé. Na hapten se nasledn& vaZou znadené
protilatky. Na rozdil od pfimého znaceni sondami, lze u této metody barevnou intenzitu

zesilit. Nejvyznamnéj$i metodou v in situ hybridizaci je FISH (Fluorescent in situ

e
'y

I

hybridization) — fluorescenéni in situ hybridizace.®®

Kombinaci FISH metody se sondami
riznych haptentt vznikla, tzv. mnohobarevna
FISH (mFISH). Pomoci az sedmi riiznych sond
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barvy klasické nebo dopliujici ,,pseudobarvy*. I

19 20 21 22 x

=

Z vysledku lze zjistit vSechny chromosomové

5 o ] Obrazek 15 — Barevny idiogram podle
zmény prosttednictvim  druhé barvy na mEISH

chromosomu.  Podobny  princip  barveni
chromosomil je pouzivan u metody mnohobarevného pruhovani, tzv. mBAND (multicolor
chromosome banding) - mnohobarevné chromosomalni pruhovani. U této metody se
nepouzivaji chromosom specifické sondy, ale lokus specifick¢. Chromosom se obarvi

nékolika barvami, podle pfitomnosti danych lokusi.

8http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/hapten (29. 5. 2013)

8 Molekularni biologie v medicing, Ko&arek E., 2007, str. 218

Obrazek 15 -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sky/skyquery.cgi?clone_display=1&form_type=cell page&kar displa
y=2969&Kkaryo_display=SKYGRAM (23. 5. 2013)
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Dalsi priklad diagnostickych metod vyuziva polymorfismus DNA s vyuzitim PCR.

Jedna se o metodu RFLP (restriction fragment

Inheritance of Parenis
- , , RFLP markers
length polymorphism) — délkovy polymorfismus Shinge
restrikénich fragmentd. Tato metoda se vyuziva Genotypes
A% a3 M 42 Aa  aa A2 AA

pfevazné u rodin s anamnézou autosomalné
dédiénych chorob, at' uz dominantnich nebo
2

recesivnich. U postizenych rodin se RFLP vyuziva S — _— = =

K ur¢eni pfenosu mutovanych alel na déti. Princip

Obrazek 16 — Vysledek RFLP

metody je zalozen na ,;rozstiithani“ DNA v okoli
sledovaného genu restrikénim enzymem na nékolik fragment. Vzniklé fragmenty jsou
hybridizovany extragenovou sondou. Po elektroforéze vzniknou linie jednotlivych
fragmentu, z nichz lze urcit,zda se jedna napt. o heterozygotniho jedince.

Metod pouzivanych pro DNA diagnostiku je velké mnozstvi. Vyjmenované metody

jsou jedny z nejéastgji pouzivanych.?* &

5.2 Prevence

K preventivnim krokiim kromé screeningovych testli novorozencii patii i urcita mira
informovanosti obyvatelstva, kterou zastituje Ministerstvo zdravotnictvi. Pro rozmezi let
2012 az 2014 schvalilo Ministerstvo zdravotnictvi spolu s vladou tzv. L, NARODNI AKCNI
PLAN PRO VZACNA ONEMOCNEN{ NA LETA 2012 - 2014%, ve kterém se kromé
podpory védy a vyzkumu, zahrani¢ni spoluprace v oblasti vzacnych onemocnéni zavazalo i
ke zlepSeni informovanosti obyvatelstva, zlepSeni prevence, screeningu a diagnostiky.86
V ramci mezinarodni asociace pro vzacna onemocnéni byl stanoven na 29. tinora Svétovy
den vzacnych onemocnéni (mimo piestupny rok na 28. tnor). Na tento den jsou poradany
akce, které poukazuji na situaci pacientl a jejich rodin. Svétové dny vzacnych onemocnéni

jsou organizovany ve 24 zemich EU neziskovou organizaci EURORDIS.?" 88

8 Lékatska biologie a genetika, Kohoutova M., 2012, str. 89 - 91

Obrazek 16 - http://drugline.org/img/term/rflp-12939 1.gif (23. 5. 2013)

® Soucasné trendy klasické a molekularni cytogenetiky v hematologii a onkologii, Michalova K.,
Postgradualni medicina, 2002

®NARODNI AKCNI PLAN PRO VZACNA ONEMOCNENI NA LETA 2012 - 2014, CR, 2012
$http://vzacna-onemocneni.cz/informace-0-onemocneni/den-vzacnych-onemocneni/ (8. 5. 2013)
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Preventivni programy pro nemocné s PKU probihaji 1 v rdmci vyzkumi a rGznych
studii. Jedna se piedevS§im o prevenci zachovani nizké hladiny fenylalaninu v Krvi a tim i
zabranu dalSiho poskozeni mozku. S rozvijenim internetové sité a zefektivnéni dostupnosti
online informaci vznikla v Nizozemi studie s ndzvem ,,My PKU*. Této studie se zG¢astnilo
68 pacientl rizného véku po dobu 10 mésicti. Prostfednictvim osobnich webovych stranek
a online informaci z laboratofe o jejich hladiné Phe z pfedchozich dnu, si pacienti
upravovali stravu a mohli vidét pfimou souvislost mezi jejich chovanim (dodrzovéni diety,
psychika nebo nemoc) a hladinou fenylalaninu. Podle véku byly vzorky krevnich skvrn
odesilany do laboratofe kazdy tyden, po 2 tydnech a po mésici. Na webovych strankach byl
kromé vystupnich hodnot umistén i graf ukazujici pokles ¢i vzestup Phe v ramci celé doby
studie s moznosti dotazli. Pacienti si tento systém velmi pochvalovali. Pokud by tento
systém zacal fungovat i v praxi, mohli by si pacienti s PKU v relativné rychlém case

zkorigovat své stravovani podle relativné aktualnich informaci o hlading Phe v krvi.®

88http://www.rarediseaseday.org/article/about-rare-disease-day (8. 5. 2013)
8http://www.eurordis.org/who-we-are (8. 5. 2013)

% «“MY PKU": increasing self - management in patients with phenylketonuria. A randomized controlled trial,
Hoedt A. E., Orphanet journal of rare disease, 2011
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6. LECBA

V dnes$ni dobé je jedinou moznou lécbou V zavislosti na podstaté priciny PKU
finan¢n¢ nakladna dieta potravinami s nizkym obsahem fenylalaninu, ktera musi byt
dodrzovana po cely zivot, nejdislednéji viak v détstvi a dospivani. V CR zajistuje 16¢bu
a sledovani pacientdt s PKU Ustav metabolickych poruch a Klinika détského a
dorostového 1ékafstvi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, Fakultni nemocnice

Kralovské Vinohrady v Praze a Fakultni nemocnice Brno.**

6.1 Dietologie

Dietni rezim sleduje specialista na vyzivu, tedy Iékat zabyvajici metabolickymi
chorobami a rodice, ktefi ru¢i za dodrzovani diety ditéte. Kontroly hladiny fenylalaninu se
provadi v prvnim ptlroku zivota 2 krat tydné, pozdéji 2 krat mésiéng.* Typ diety zavisi na

druhu PKU a na mife zavaznosti nemoci.

6.1.1 Defekt PAH bez BH, senzitivity

V tomto piipadé se pouziva dieta vyZzivou, kterd neobsahuje zadny fenylalanin.
Dieta se oznacuje jako elimina¢ni. Po zjisténi PKU u ditéte se musi co nejdiive zavést
dieta, k co nejicinngjsimu Snizeni hladiny Phe v plazm¢. Po ustaleni plasmatické hladiny
fenylalaninu pod 600 pumol/1 se zavadi dieta chudéa na Phe; strava fenylalanin obsahuje, ale
jen v malém mnozstvi. Individualné pak lze dit€¢ krmit malym mnozstvim matetského
mléka nebo détskymi vyzivami. Ve starSim véku musi byt zjidelnicku vylouceny

potraviny bohaté na bilkoviny.93

6.1.2 Potraviny a vyziva

Jak bylo jiz feCeno vyse, u diety se musi vylouéit potraviny s vysokym obsahem
bilkovin. Lidské matefské mléko je na Phe relativné chudé, déti s PKU mohou byt kojeny
spolu s dokrmovanim ptipravky bez Phe. Pfirozené potraviny s nizkym obsahem Phe jsou

napf. sacharidy, nékteré druhy zeleniny a ovoce. Z pohledu zdravych lidi nemohou

% Metodicky navod k zajisténi celoplosného novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledné péce,
Véstnik MZ CR, 2009

%2 Dgtska neurologie, J. H. Menkes a kol., 2011, 7. Vydani, str. 55

% Pediatrie, A. C. Montau, 2009, vydani 4., str. 99
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fenylketonurici jist téméf nic. Kromé masa, obilovin, ofechti a lusténin musi lidé s PKU
odmitnout i vétsinu zeleniny a napoje s obsahem aspartamu (umélé sladidla).** Dieta u déti
sPKU je individudlni. Kromé prvnich mésici zivota je denni pfijem fenylalaninu
tolerovan na 12 — 24 mg na kilogram hmotnosti. Rizny obsah fenylalaninu v potravinach
je znazornén v tabulce & 1 a v Piiloze & 5.% Seznam potravin, které jsou vhodné pro dietu,
lze nalézt v brozurkéach, které dostavaji rodice od Ié¢kate po diagnéze PKU nebo na

internetovych  strankdch urenych pro nemocné PKU a jejich okoli, napf.

http://www.espku.cz/, http://www.nspku.cz/, http://www.pku-dieta.cz/,
http://www.pku.com/ a dalsi.*®
Potravina (100g) Obsah Phe (mg)
Miéko kravské / mléko mateiské 150/ 55
Vejce 754
Brambory 86
Jablko 15
Chléb 450
Vepiové maso 604
Tabulka 1 — Ukazka obsahu fenylalaninu v potravinach

Potravinami uréenymi pro specialni diety se zabyva Zakon o potravinach. Specialné
o fenylalaninu pojednava Vyhlaska ¢. 54/2004 Sb. Definici potravin neobsahujicich

fenylalanin se zabyva v této vyhlasce § 16.

., Potravinami bez fenylalaninu se rozuméji potraviny vyrobené zvlastnim
technologickym postupem tak, aby obsah fenylalaninu nebyl vyssi nez 20 mg ve 100 g nebo
100 ml potraviny ve stavu urceném ke spotrebe. U potravin vyrobenych ze surovin

prirozené neobsahujicich fenylalanin musi byt jeho obsah nulovy.

% Diagnostika a 16¢ba d&di¢nych metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 260-261
% yyziva v détském véku, J. Nevoral a kol., 2003, str. 359-360

Tabulka 1 - VyZiva v détském véku, J. Nevoral a kol., 2003, str. 360

Piiloha ¢. 5 - http://www.espku.cz/vyziva-hospitalizovaneho-pacienta-s-fenylketonurii/ (27. 5. 2013)

% pediatrie, A. C. Montau, 2009, vydani 4., str. 99
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,,Potraviny bez fenylalaninu jsou urceny pro osoby s vrozenou, geneticky

podminénou poruchou metabolismu fenylalaninu. «97

O potravinach uréenych pro zvlastni vyzivu a o zptsobu jejich pouziti hovoii § 17.
Podle § 17 vyhlasky musi byt potravina bez Phe pouzivana na zaklad¢ doporuceni lékaiem,
na obalu potravin musi byt napsana energeticka hodnota, obsah Phe ve 100g potraviny,

obsah vitamini a mineralt atp.*®

Pro dodani potfebnych aminokyselin, ptedev§im tyrozinu, vitamind a minerald,
jejichz prijem muze byt dietou snizen, jsou vyrabény produkty, které potiebné latky
dodavaji.” Ve statech Evropské unie vyjdou bilkovinné néhrady pro déti (2, 4 a 8 let) a pro
dospé€lé na 4273 € az 21590 € ro¢né (coz je pii kurzu 25 K¢ / 1€ je 539750 K& ro¢né).
Proteinové nahrady jsou v n€kterych zemich EU plné hrazeny pojiStovnou, napft. v Italii a
Anglii, na rozdil od Polska, Spanélska a Nizozemi, kde finan¢ni podpora neprobiha
(Spanélsko a Nizozemi finanéné podporuje nezaméstnané). U dalsich zemi jsou piispévky
limitovany. Podle prizkumu v EU zroku 2011 je uvedeno, Ze nejlevngjsi proteinova
nahrada je v Turecku a Snejvy$§imi vydaji se setkime ve Spanélsku. Ceny
nizkoproteinovych potravin se liS§i. V EU je napfiklad cena nizkoproteinového chleba od
0,04 do 1,60 € za 100 kcal.'® Bilkovinné néhrady jsou oznacovény jako potraviny pro
zvlastni 1écebné ucely. Potraviny pro zvlastni lécebné ucely jsou vétSinou objednavany
prostfednictvim metabolické kliniky a je Caste¢né nebo upln€ proplacena z vefejného
zdravotniho pojidténi. Zdravotni pojistovny neproplaci nizkoproteinové potraviny. '™
Nulovy ptispévek pro nakup potravin na dietu a snizujici se socialni podpora rodin s détmi
od 1 roku do 7 let, které potiebuji neustalou péci (z ptivodnich 7600 K¢ na 3000 K¢ nebo

az dokonce zruseni), pfivadi mnoho rodin do problémfi.102

“"http://eagri.cz/public/web/mze/potraviny/legislativa/zakon-o-potravinach/provadeci-predpisy-
mzd/100064896.html (23. 5. 2013)
®http://eagri.cz/public/web/mze/potraviny/legislativa/zakon-o-potravinach/provadeci-predpisy-
mzd/100064897.html (23. 5. 2013)

% pediatrie, A. C. Montau, 2009, vydani 4., str. 99

19 Diet in phenylketonuria: A snapshot of special dietary costs and reimbursement systems in 10
international centers, Bélabger - Quintana A., 2011
©3http://www.novorozeneckyscreening.cz/index.php?pg=verejnost--pri-prokazane-nemoci--pece-o-dite-s-
fenylketonurii-nebo-hyperfenylalaninemii (8. 5. 2013)
192http://vzacna-onemocneni.cz/pdf/prezentace-Ihotakova-22-5-2012.pdf (8. 5. 2013)
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6.1.3 Defekt PAH s BH,senzitivitou

V piipad¢ Spatné syntézy BHy je 1écba v mnohém snazsi. Staci dodavat BHy
v denni davce 10 — 15mg na kilogram hmotnosti nemocného.'® Farmakem s BH, je
naptiklad Kuvan, ktery byl evropskou komisi schvalen a registrovan v roce 2008 pro celou
EU. V CR je dostupny od 1. 9. 2012. Lé¢ivou latkou je sapropterin dihydrochlorid, ktery je

104

syntetickou kopii BHy. Tablety se podavaji peroralné (tisty).” Kvili poruse metabolismu

pterinlt mize dojit k problému v metabolismu amind v centralnim nervovém systému, coz

v w7 y sy . o 1
se fesi dodavanim neurotransmitert. %

6.2 Enzymova substitu¢ni terapie

V dnesni dob¢ probiha tada studii umélého dodavani enzymii. U PKU se jedna o
nahradu enzymem fenylalaninaminolyazou (PAL). PAL je enzym mnohem jednodussi a
stabilngj$i nez PAH a nevyzaduje zadny kofaktor. Tento enzym odstépi z fenylalaninu
amino skupinu a vznikne kyselina skoficova, kterd je pro organismus bezpecna a vylouci
se moci. PAL pochazi ztasy rodu Anabaena variabilis (patfi mezi vlaknité
Cyanobakterie), ktery je odolnéjsi proti proteolytickym pochodim. V klinickych testech
nebyly zaznamenany vedlej$i G€inky a zatim probihaji studie o bezpecnosti a ucinnosti
opakovaného dodavani enzymu. Zkoumd se ordlni podavani a subkutdnni injekce (pod

kizi). '
6.3 Genova terapie

V dne$ni dobé je rozvoj genetiky a genové terapie nad€ji pro mnoho nemoci.
Nejveétsi cast pokusit o genovou terapii zastupuji nddorova onemocnéni, monogenni
choroby, infekéni nemoci a kardiovaskularni choroby. Podle typu modifikovanych bunck
rozliSujeme zarode¢nou nebo somatickou genovou terapii. Zarode¢nd genova terapie je
vV mnoha zemich zakédzana, vzhledem k etickym rozporim a nejasnym duasledktim zakroku
na gamet¢ €i zygoté. Veskeré genové terapie ¢loveka se provadi formou modifikovanych

somatickych bunék. Modifikace somatickych bunék mohou probihat né€kolika zptisoby.

103 pediatrie, A. C. Montau, 2009, vydani 4., str. 99
10%http:/mvww.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0500870&tab=info (14. 2. 2013)

195 Djagnostika a 1é¢ba dédiénych metabolickych poruch, J. Fernandes a kol., 2008, 4. Vydani, str. 259
1%yp to date knowledge on different treatment strategies for phenylketonuria, A. Bélanger - Quintana, 2011
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Buiiky mohou byt odebrany od pacienta a po modifikaci se vrati do organismu (ex Vivo
terapie). Bunky, které jsou vhodné pro genovou terapii, maji dlouhou zivotnost, proliferuji
a daji se snadno ziskat (naptf. kmenové bunky). Samotnd modifikace bunék probiha
prostfednictvim vektorti s cizim genem. Jako vektory jsou nejcastéji pouzivany viry.
Vyznamné jsou vektory z retrovird, které diky reverzni transkriptaze piepisi svou RNA do
DNA. Dalsim typem virovych vektort je adenovirus, adeno-asociovany virus a lentivirus.
Kromé¢ virovych vektorl jsou zkoumény i nevirové vektory. Nejvice studované nevirové
vektory jsou liposomy, uméle vytvofené castice s fosfolipidovou dvouvrstvou a

inzertovanou DNA uvnitf. Oproti virovym vektoriim viak maji velmi malou u&innost.'®’

Ve tazi vyzkumu je léba zavedenim PAH genu do jaternich bunék, ktery by
,obnovil“ enzymatickou tvorbu. Adeno-asociovany virus (AAV), vhodny pro genetickou
terapii, neni patogenni, nezanétlivy a jeho zavedeni by mélo vyvolavat imunitni reakci jen
minimaln€. AAV s lidskym PAH genem zavedeny do mysich jater prechdzi do bunééného
jadra, kde je pfepsan do DNA. MySim s PKU byl injekei do portalni zily dodan genovy
vektor (sérotyp 8). U mysi byla prokazana fenotypova zména, kdy doslo k pigmentaci srsti
uz od 2 tydne lécby a také doSlo k vyraznému sniZzeni plazmatického Phe na normalni
hladinu na déle jak jeden rok. Testy jater zkoumanych mysi prokazaly, Ze nedochazi
k rakovinnému bujeni & znamkam toxicity.'® Prestoze byly vysledky na mysich velmi
dobré, genova terapie nevede k trvalému odstranéni problému nizké aktivity PAH. Genovy
vektor neni integrovan v jaterni DNA a postupnou regeneraci jaternich hepatocyti dochazi
k vymizeni ucinkd vektoru. Opétovné dodani stejného sérotypu neni ucinné, protoze
v organismu dojde K imunitni odpovédi a jeho naslednému znieni.’® Moznost 1écby
metabolickych onemocnéni jater pomoci bun¢k kostni diené prokazala i studie na mysich

s genetickym defektem vedoucim k tyrozinémii.110

107) ¢kaiska biologie a genetika, Kohoutova M., 2012, str. 101 - 106

1981 ong - term correction of murine phenylketonuria by viral gene transfer: liver versus muscle, Thény Beat,
2009

199yp to date knowledge on different treatment strategies for phenylketonuria, Bélanger - Quintana A., a kol.,
2011

19 K menové buiiky; Biologie, medicina, filozofie, Filip S, Mokry J., Hruska I., Galén, 1.vyd., 2006, str. 82
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7. STATISTIKAPKU YV CR A EVROPSKYCH ZEMICH

V rozmezi mezi 1. 1. 2002 a 31. 12. 2006 se v Ceské republice narodilo 492 177 déti,
pficemz u 56 déti se potvrdila diagnoza PKU. Vyskyt déti s PKU v tomto obdobi je
narozeni 1 postizeného ditéte na 8789 zdravych deti. ™ V Ceské republice je PKU
nejcastéji zptisobena mutaci ozna¢ovanou jako R408W (z 60 %). Tato zkratka udava ¢islo
kodonu (408) a zdménu sekvence pro arginin (R) za sekvenci pro tryptofan (W). Dalsi

vyskytujici se mutaci je R158Q, u které se na kodonu 158 zaménila sekvence argininu za
glycin (Q).**?

Ve 41 evropskych zemich, kde je zaveden screening, je primérna prevalence
vyskytu PKU 1 : 8000. Screening se neprovadi na Malté¢ a ve Finsku z divodu nizké
prevalence. Z genetického hlediska je rozmanitost alel PAH vidét v ramci regionalni
populace napt. v Evropé nebo mezi rasami (b&lochy, asiaty,...). Analyza 9000 evropskych
chromosomil dokazala 29 riznych mutaci, z nichZ se vyskytuje kazda s relativni cetnosti
nad 3%. RUzné sady alel fenotypu pro HPA neni ndhodné rozdélena, coz ukazuje na
regionalni asociaci. Viechny zavéry naznaluji rozmanity ptivod PKU v Evropé. Zadna
samostatnd mutace ve vSech evropskych populacich nepfevlédé.ll?’ V nékterych lokalitach
zemi EU je vyskyt PKU mnohem vyssi. Jedna se napf. o region Katalanska (Spanélsko),

kde je prevalence 1 : 6600, nebo v zapadnim Skotsku a Irsku, kde je prevalence dokonce

1:5000.'*

1Novorozenecky screening v Ceské republice a v Evropé, Votava F., CESKOSLOVENSKA PEDIATRIE,
2008

127 gkatska biologie a genetika, Kohoutova M., 2012, str. 72 y )
Novorozenecky screening v Ceské republice a v Evropg, Votava F., CESKOSLOVENSKA PEDIATRIE,
2008

114 Genotype — phenotype correlations analysis of mutations in the phenylalaninehydroxylase (PAH) gene,
Bercovich D., Journal of Human Genetics, 2008
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo shrnout dostupné informace o fenylketonurii a
uspotradat je do dil¢ich kapitol z hlediska genetického, biochemického a z pohledu
zdravotnich aspektt, které toto onemocnéni provazi. Spolu s diagnostickymi metodami,

dale metodami prevence a 1éCby byla zpracovana i statisticka ¢ast zaméfena na prevalenci

vyskytu PKU v CR a ostatnich zemich Evropské unie.

Poprvé byla fenylketonurie popsana vroce 1934 Asbjornem Follingem jako
Imbecilitas phenylpyruvica podle charakteristického zapachu fenylpyruvatu v moci
pacientt. Fenylketonurie (PKU) je charakterizovana jako difuzni neurometabolicka
encefalopatie. Pficinou poskozeni mozku je toxicky vliv nadbytku fenylalaninu v CNS.
Dalsi ireverzibilni patologické zmény jsou zptisobené nedostatkem metabolitti fenylalaninu
a nasledn¢ dochazi i k poruseni homeostazy. Nadbyte¢né mnozstvi Phe v mozku je mimo
jiné¢ zplusobeno nedostatecné vyvinutou hematoencefalickou bariérou u déti. Vysoka

hladina fenylalaninu u déti zpisobuje vyrazny pokles IQ az pod 50.

PKU se fadi mezi autosomalné recesivni onemocnéni (AR), zptisobené mutaci na
dlouhém raménku 12. chromosomu Vv lokusu 22 az 24. Mutace v tomto lokusu zptsobuje
defekt syntézy fenylalaninhydroxylazy, enzymu zpracovavajici pfeménu aminokyseliny
fenylalaninu na tyrozin. Podle charakteru mutace 1ze PKU rozlisit na klasickou, u které 1ze
mutaci zmapovat na lokusu a stejnych alelach; mirnou, ktera se od klasické 1isi rozdilnymi
alelami a zvlastni typ PKU, kterou na lokusu zmapovat nelze. V rodinach s anamnézou

PKU je vyskyt dédicného onemocnéni zpravidla ob jednu generaci.

PKU je dale diferencovana (krom¢ detekce na alelach) podle funkénosti PAH. Pti
aktivité enzymu niz8i nez 1 % normy je oznacovana PKU jako klasicka. Dal§im typem je
mirna PKU s aktivitou enzymu mezi 1 — 3 % a non PKU (neboli mirna HPA) s aktivitou
enzymu, kterd se pohybuje mezi 3 az 10 %. Porucha syntézy ¢i regenerace BH,4 Casto
tryptofanu, coz vede k deficitu neurotransmiterti, akumulaci pterini vV organismu a nakonec

az tzv. détské form¢e Parkinsonovy choroby.

K syntéze enzymu fenylalaninhydroxylazy je nezbytna ptitomnost kofaktoru BH,4
syntetizované¢ho z GTP. BH, je kofaktorem i pro metabolické drahy tyrozinu a tryptofanu.

V organismu nasyntetizovana aminokyselina tyrozin slouzi k tvorbé hormonu §titné Zlazy,
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katecholamint a melaninu. Nedostatek melaninu se fenotypové projevuje
charakteristickym vzhledem pacienti s PKU — svétlé vlasy a modré o€i. Melanin se krome

kozniho pigmentu vyskytuje i v nervové soustave.

Lécba PKU vychazi z pfisné nizkoproteinové diety, jejimz prostiednictvim se
plazmatickd hladina Phe udrzuje v relativné nizké koncentraci. NejvétSim rizikem je
vysokd hladina Phe pro déti, protoze muze dojit k tomu, ze se fenylalanin a jeho
patologické metabolity za¢nou ukladat v mozku. DalSim rizikovym obdobim v Zivoté
¢lovéka s PKU je obdobi t¢hotenstvi, kdy vyssi hladina Phe v plazmé matky miize

poskodit plod diky transplacentarnimu pienosu.

Diagnostika PKU probiha prostfednictvim novorozeneckého screeningu, kdy se ze
vzorku suché kapky krve ur¢i koncentrace Phe v krvi. Nejvice pouzivanymi metodami
diagnostiky PKU je hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatografie a z metod DNA
diagnostiky napi. RFLP.

V online katalogu Mendelovskych dédi¢nosti u ¢lovéka (Online — Katalog
Mendelian Inheritance in Man — OMIM) je PKU zatazena pod zkratkou MIM 261600.
Podle statistickych dat se v Ceské republice rodi jedno dité s PKU na 8789 zdravych déti,
coz je mnohem niz§i vyskyt nez v ostatnich zemich EU, kde je udévana hodnota
prevalence vyskytu 1 : 8000. Prevalence PKU je vyssi v pfirozené ohrani¢enych oblastech
(ostrovy, regiony ohrani¢ené pohofimi...), napf. Katalansko, Skotsko a Irsko. Az na
vyjimky probihd ve 41 zemich EU celoplo$ny novorozenecky screening pro vcéasné

odhaleni vrozenych chorob.
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11. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAV
AR

Bp

BH.4
DNA
DOPA
FISH
GTP
CNS

1Q
mBAND
mFISH
MHP
MIM 261600
Non PKU
OMIM
PAH
PAL
PCR

Phe
PKU
R158Q
R408W

RAD51D

Adeno-asociovany virus

autosomalng recesivni

bazické pary

tetrahydrobiopterin

deoxyribonukleova kyselina
dihydrofenylalanin

fluorescen¢ni in situ hybridizace
guanosintrifosfat

centralni nervova soustava

inteligen¢ni kvocient

mnohobarevné chromosomalni pruhovani
mnohobarevnd fluorescencni in situ hybridizace
mirnd hyperfenylalaninémie

katalogové ¢islo PKU podle OMIM
mirna hyperfenylalaninémie

katalog mendelovské dédi¢nosti u ¢lovéka
fenylalaninhydroxylaza
fenylalaninaminolyaza

polymerazova fetézova reakce
fenylalanin

fenylketonurie

typ nejéastéjsi mutace PKU v CR

typ 2. nejcastéj$i mutace PKU

oznaceni molekuly ovliviiujici telomerickou délku
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RFLP
RNA
rRNA
T3

T4
uv
UV-A
uvVv-B

uv-C

délkovy polymorfismus restrikénich fragmenta
ribonukleova kyselina

ribosomalni ribonukleova kyselina
trijodtyronin

tetrajodtyronin / thyrozin

ultrafialové zafeni

ultrafialové zareni, slozka A

ultrafialové zareni, slozka B

ultrafialové zafeni, slozka C
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PRILOHA1: SCREENINGOVY TEST




PRILOHA 2: TESTOVACI ZONA SCREENINGOVEHO TESTU
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PRILOHA 3: SEZNAM NEZADOUCICHPOTRAVIN S VYSOKYM
OBSAHEM FENYLALNINU ®

Maso a masné vyrobky (drubezi, kralik, vepifové, hovézi, teleci, skopové, zvéfina, ryby,

vnitinosti, sdjové maso, uzeniny)

Vejce (cela vejce, bilky, Zloutky, susené druhy)

Lusténiny (Cocka, fazole, hrach, cizrna, séja)

Miéko a mléEné vyrobky (syry, tvaroh, jogurty, susena mléka, zmrzliny)
Pecivo, toustovy tmavy i svétly chléb, sladké pecivo

Cukrovinky (mlééna i hotka Cokolada a ¢okoladové bonbony, Zelatinové bonbony,

susenky, oplatky)
Ofechy

Ovoce Cerstvé a suSené (mandarinky, merunky, Svestky, pomerance, banany, ananas,
kokos)

Obiloviny (mouka (pSeni¢na, zitna, so6jova, ovesna, kukufi¢na, ryzova),ovesné vlocky,
krupice, vajecné 1 bezvajecné té€stoviny, Cornflakes a jiné ceredlni vyrobky, knedliky z

prasku (houskové i bramborové)

Népoje slazené umélym sladidlem aspartamem



PRILOHA 4: SEZNAM VHODNYCHPOTRAVIN S NiZKYM
OBSAHEM FENYLALNINU @

Cukr a cukrovinky (med, dzem, ovocné zelé, fondan, tvrdé kyselé bonbony, ovocna

lizatka, ovocné lipo, Zvykacky slazené cukrem)

Napoje (Stavy, dzusy slazené cukrem, sirupy)

Ovoce (jablka, hrusky, meloun, ananas, hroznové vino)

Ovocné vyrobky (pfesnidavky, kompoty, dzemy, ovocné nemlééné zmrzliny, dfen¢)
Zelenina (salatova okurka, hlavkovy salat)

Tuky (maéslo, sddlo, margariny, rostlinné oleje)

Specialni nizko-bilkovinné potraviny (mouky, pecivo, té€stoviny, ryze, mléko, vajecna

nahrazka, piskoty, susenky, vafle, Ip-flakes, cokolada, strouhanka, krupice, majonéza)



PRILOHA 5: TABULKA POTRAVIN S OBSAHEM FENYLALNINU

(29)
Druh potravin (100 g) Obsah Phe (mg)
Cerstvé ovoce 27
Cerstva zelenina 35
Cerstvé houby 29
Brambory a vyrobky z nich 49
Mléko a mlécné vyrobky 51
Pecivo 58
Veptfové maso 44
Hovézi maso 48
Uzeniny 46
Ryby 43
Oftechy 51
Obili 55
Zloutek 49
Bilek 69
Ovoce
Banan 65
Broskev 18
Hruska 14
Jablko 22
Jablko letni 9
Kiwi 35
Mandarinka 49
Merunky 32
Nektarinka 21
Pomeran¢ 42
Ovocna presnidavka (pouze z Cistého ovoce) 10
Ovocné dzemy 15
Ovocné kompoty 10
Zelenina
Kedlubna 54
Mrkev 40
Okurka salatova 14
Okurka sterilovana 20
Paprika syrova 54
Rajce 47
Repa Gervena sterilovana 69
Salat hlavkovy 54
Kecup rajsky (prumér) 50




Rajcatovy protlak 50
Upravené potraviny

Varené brambory (prameér) 100
Dusena ryze 115
Dusena mrkev 45-50
Dusena mrkev s hraskem 25-30
Dusené hlavkové zeli 50 - 60
Dusené kysané zeli 45 - 50
Dusena machovska zelenina 30-40
Dusena kapusta 50-60




