UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO — TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2022 Frihbauerova Jitka



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko — technologicka

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

PRUBEH A JEJI VYUZITI V DIAGNOSTICE GENETICKYCH PORUCH

Frithbauerova Jitka
Bakalarska prace

2022



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologické
Akademicky rok: 2020/2021

ZADAN{ BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni:  Jitka Friihbauerova

Osobni &islo: C18217

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma prace: Polymerazova fetézova reakce, pribéh a jeji vyuZiti v diagnostice ge-
netickych poruch

Téma préce anglicky: Polymerase Chain Reaction, Course And Its Use For Diagnosis Of Ge-
netical Disorders
Zadavajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Seznamte se s literdrnimi (daji o historii objevu polymerazové fetézové reakce (PCR) a o jejim
pribéhu.

2. Popiste teoretické poznatky nezbytné pro realizaci PCR.

3. Popiste experimentilni provedeni PCR, vietné pfistrojového vybaveni, vSech chemickych
slou¢enin a detekci finalnich produktd.

4. Popiste praktické vyuZiti PCR v mediciné, genetice a onkologii se zaméfenim na studium ge-
netickjch poruch u &lovéka.

5. Informace prehledné zpracujte, pouZijte obrézky, schémata a grafy a ze ziskanych literarnich
(tdajii vyvodte zivéry o diagnostickjch postupech u nemocnych s genetickymi poruchami.






Prohlaseni autora

ProhlaSuji, Ze jsem praci s nazvem Polymerdzova fetézova reakce, pribc¢h a jeji vyuziti
v diagnostice genetickych poruch vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a

informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a o zmén¢ nekterych zakonl (autorsky zakon), ve znéni pozdéjSich predpist, zejména se
skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mé pozadovat ptriméfeny prispévek na tthradu nakladd, které na vytvoteni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skolach a o zméné¢ a
doplnéni dalSich zakont (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich predpisti, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdéani, zvefejiovani a formalni upravu
zav€reCnych praci, ve znéni pozdé¢jSich dodatkli, bude prace zvefejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 29.06.2022

Frihbauerova Jitka



PODEKOVANI

Velice rada bych podékovala vedoucimu prace panu prof. Ing. Alexandru Ceganovi, CSc., za
odborny dohled, poskytnuté materidly a pomoc pii zpracovani mé bakalaiské prace. Dale bych

rada pod€kovala své rodiné€ za neutuchajici podporu béhem celého studia.



ANOTACE

Ve své bakalaiské praci se zabyvam popisem geneticky dédicnych onemocnéni pomoci
polymerazové tetézové reakce. V prvni ¢asti popisuji princip a typy polymerazové tfetézové
reakce, dale se vénuji typiim a diagnostice diabetu mellitus a enzymm, jez ovliviiuji rozvoj
této choroby. V nasledujici ¢asti se zabyvam popisem a diagnostikou Gilbertova syndromu

a enzymum, jez zhorsuji prubéh tohoto chronického onemocnéni.
KLICOVA SLOVA

Deficit enzymt, diabetes mellitus, Gilbertiv syndrom, polymerazova fetézova reakce

TITLE
Polymerase Chain Reaction‘s, Course and Use for the Diagnosis of Genetical Disorders
ANNOTATION

In my bachelor‘s thesis, I deal with the description of genetically inherited diseases using the
polymerase chain reaction. In the first part, I describe the principle and types of the polymerase
chain reaction, then I focus on the types and diagnosis of diabetes mellitus and the enzymes that
influence the development of this disease. In the following part, I pursue the description and
diagnosis of Gilbert‘s syndrome and the enzymes that make the course of this chronic disease

Worse.
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Uvod

Rozvoj sekvenace lidské DNA v poslednich desetiletich zaznamenal vyrazny rozvoj. Zaroven
stale rychleji pribyva lidi s civiliza¢nimi a geneticky dédi¢nymi onemocnénimi jako je diabetes
mellitus a Gilbertliv syndrom. Vyuzitim polymerazové fetézové reakce 1ze zrychlit a zptesnit
diagnostiku onemocnéni a zaroven snizit vydaje spojené se zdravotni pé¢i. V soucasné dobe¢ je
vSak tieba divat se vice dopiedu. Je mozné z lidského genomu piedurcit rozvoj téchto

onemocnéni, ¢i jejich komplikovangjsi pribeh?

V prvni Casti bakalarské prace jsem se vénovala popisu polymerazové tetézové reakce. Jeji
objev zapfi€inil revoluci v biologickém a genetickém vyzkumu. Z ptivodni jedné metody se

vyvinulo nékolik typt, které sekvenaci DNA ¢ini rychlejsi a presngjsi.

V nésledujici ¢asti jsem se zaméfila na Ctyfi enzymy, k jejichz sekvenaci se vyuziva
polymerazové fetézové reakce: konkrétné alfa—1—antitrypsin, thiopurin S—methyltransferazu,
apolipoprotein B100 a dihydropyrimidindehydrogenazu. Popsala jsem jejich ptlisobeni
v lidském organismu, lokalizaci v lidském genomu a projevy jejich deficitu v genotypu
a fenotypu. S ohledem na jejich vliv v lidském téle jsem se zabyvala tim, jak ovliviiuji diabetes

mellitus a Gilberttiv syndrom.

Diabetes mellitus je civilizacni onemocnéni, které se typicky projevuje hyperglykémii. Déli se
na nékolik druht, z nichz vétSina je geneticky podminéna. K uréeni vhodné 1écby je dilezité
tyto typ rozeznavat. Jelikoz je diabetes stale Castéj$Si onemocnéni, zaméfila jsem se 1 na
moznosti diagnostiky. Nasledné jsem se zabyvala tim, jak ovlivituji enzymy alfa—1—antitrypsin

a thiopurin—S—methyltransferaza toto onemocnéni.

Gilbertiiv syndrom je chronické onemocnéni, pro néz je charakteristicky zvySeny bilirubin
v séru. Bilirubin funguje v lidském téle jako antioxidant, proto maji lidé s Gilbertovym
syndromem sniZené riziko vyskytu kardiovaskuldrnich onemocnéni a rakoviny. Zaméfila jsem
se na popis genetické mutace, jez zptisobi Gilbertiiv syndrom, a jeho diagnostiku. Déle jsem se

zabyvala vlivem apolipoproteinu B100 a dihydropyrinmidindehydrogendzy na tento syndrom.
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1 Polymerazova tetézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je Casto vnimana jako zésadni diagnosticka metoda
v molekularni biologii, forenzni véd¢ a potravinatském prumyslu. Jeji objev umoznil in vitro

zmnozeni neboli amplifikaci specifického fragmentu DNA v jednoduché enzymatické reakei.

Ackoli byla tato metoda popsana Keppem a spolupracovniky jiz v roce 1971, teprve v roce
1983 ji byl Kary Mullis schopen uskutecnit. O deset let pozdé&ji za tento objev ziskal Nobelovu
cenu. Od té doby se PCR stéle vylepsuje, vznikaji nové moznosti, jak reakci provést, a tim roste

1jeji vyuziti v diagnostice.

PCR zapficinila revoluci v biologickém a genetickém vyzkumu diky vlastnosti repetitivnosti,
lze tudiz 1 z malého mnozstvi DNA ziskat velké mnozstvi totoznych kopii dostacujicich pro
naslednou analyzu. Teoreticky tedy neni mnoZstvi matricové DNA limitujicim faktorem. PCR

povazujeme za techniku klonovani ¢i purifikace.

Diive se k amplifikaci DNA vyuzivaly bakterie. Tato metoda byla velmi ndrocn4 jak ¢asové,
tak z hlediska provedeni. Proces zahrnoval pieneseni DNA do plazmidu, ¢i jiného vektoru
bakterie, transformaci kombinované DNA do bunky, nasledny rist znaéného mnozstvi bakterii

a ¢isténi fragmentu DNA z bakterii (Maheaswari, 2016).

1.1Princip PCR

Metoda PCR je zalozena na repetici tii po sobé jdoucich kroktl. Jednotlivé kroky zahrnuji
denaturaci templatu, nasedani primeru a naslednou elongaci nového komplementarniho fetézce
DNA. Charakteristické je stiidani teplot, kdy se vzorek nejprve zahteje, nasledné ochladi a opét

zahteje. Tento cyklus se opakuje ptiblizné tiicetkrat (Lorenz, 2012).

Samotna PCR se sestava ze tii opakujicich se kroktl a je k ni potieba n¢kolik komponent. Dané
komponenty jsou templatova DNA, primery, puft, volné nukleotidy a enzym DNA polymeraza.
Templat predstavuje DNA o znamé sekvenci, ktery je potfebny amplifikovat. Obsah vzorku
DNA je variabilni, ale obvykle je tvofen od 100 do 1000 bp. Jelikoz DNA extrahovana
z organismu obsahuje velké mnoZstvi nukleotidovych sekvenci, je nutné odliSit ze vSech
moznych sekvenci, ty, které jsou v oblasti z4jmu. K tomu jsou vyuzivany primery, jeZ jsou
komplementarni k templatové DNA. Primery jsou jednovldknové oligonukleotidové fetézce
slozené z 16 az 20 bazi. Aplikuji se ve dvojici, tvofené dopfednym a reverznim primerem.
Volné nukleotidy se slucuji na zéklad¢ replikace DNA pomoci enzymu DNA polymerazy za
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vzniku produktu PCR. Takto nové syntetizovand DNA se stava Sablonou pro dalsi replikaci,

¢imz vznika fetézova reakce a pocet novych kopii DNA roste exponencialné (Bartlett, 2003).

Jelikoz technika PCR zahrnuje n€kolik krokii s vysokymi teplotami, je potiebné, aby DNA
polymeraza byla tepeln¢ odolnd. DNA polymeréaza byla izolovéana z termofilnich bakterii, jako
je bakterie Thermophilus aquaticus. Odtud vznikl nazev Taq polymeraza. Tyto polymerdzy
jsou aktivni i pi vySSich teplotach, nezli je potfebné k denaturaci. Diky tomu lze provadét PCR

bez nutnosti dopliiovani enzymu po kazdém cyklu (Cline, 1996).

Pouzivaji se ale i jiné termostabilni bakterie. Naptiklad se jedna o 7/i polymerazu izolovanou
z Thermococcus litoralis. Jeji nejvyssi polymeraéni aktivity je dosaZeno pti 75 az 80 °C. Treti
vyuzivanou polymerdzou je Pfu polymeraza. Izoluje se z Pyrococcus furiosus, ktera je
extrémng tepelné stabilni. Pfednosti téchto polymeraz je vyssi presnost, jelikoz maji schopnost
korektury (proof-reading polymerase). Je ovSem nezbytné zdlraznit, ze presnost metody PCR
ovliviiuje i optimalni zvoleni sloZeni pufru, pH, koncentrace Mg?* a koncentrace nukleotidii

(Innis, 1995).

Pted samotnym provedenim PCR je nutné zajistit aseptické prostiedi, jelikoz vysetfovand DNA
je velmi citliva na kontaminaci. Prace laboranta by méla byt pfesnd, rychld a také asepticka. Po
zajisténi téchto podminek se nejprve vysettovany vzorek odsttedi, jelikoZ by mohl byt zdrojem
aerosolll a kontaminoval by laboratot (Park, 2011). Takto pfipraveny vzorek templatové DNA
smichame s ostatnimi reagenciemi, coz jsou dva primery, které zahajuji syntézu, Taq
polymeraza, nukleotidy ve formé deoxynukleosid trifosfatu a puft, jeZ zajiStuje optimalni
podminky reakce, diky optimdlni koncentraci ionti a pH. Samotnd metoda PCR sestava ze tii

na sebe navazujicich a opakujicich se krokt (Clark, 2019).

Pti prvnim kroku dochézi k denaturaci dvou fetézci DNA na dva jednoduché fetézce. Aby
rozdéleni fetézcli probéhlo, smés se zahieje na 94 °C po dobu 15 aZ 30 sekund. Pii této teploté
dochazi k rozvolnéni vodikovych vazeb, ty drzi obé komplementarni vlakna spojené. Druhy
krok, nazyvany anneling, probihd za teploty 50 az 58 °C po dobu 15-60 sekund. Je
charakteristicky nasedanim primerti na specificka mista denaturované DNA. Pfimy a reverzni
primer nasedaji na opacné konce komplementarniho cilového vlakna. Poslednim tfetim krokem
je tzv. elongace. Odehrava se za teploty 72 °C, pii které je aktivni termostabilni polymeraza.
Enzym DNA polymerdza syntetizuje novy komplementarni DNA fetézec za vyuZiti volnych
nukleotidii. Dochdzi tedy k elongaci neboli prodluzovani nového fetézce DNA. Obecné
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postacuje 1 minuta na vytvotreni 1000 bp. Tyto tii kroky se cyklicky opakuji pfiblizn¢ 30 x
v pfistroji nazyvaném termocyklér. Po probéhnuti amplifikaéni reakce je nezbytné dany
amplikon (amplikovany produkt) detekovat pomoci manuélni ¢i automatizované metody.
Nejcastéji vyuzivanou metodou je elektroforéza. Pti ni dochéazi k rozdéleni fragmenti DNA
podle jejich velikosti na agarovém gelu ¢i polyakrylamidovém gelu obarveném etidium
bromidem. Produkty se na gelu jevi jako jednotlivé pasy odpovidajici sekvenovanym
fragmentim DNA o urcité velikosti. Pfi vyuziti ultrafialového svétla dochazi k fluorescenci

(Maheaswari, 2016).

PCR je velmi specifickd metoda cili neexistuje univerzalni sada podminek, které by vzdy
ktera se pohybuje nejcastéji mezi 50 a 68 °C. Dale Gcinnost tepelného cyklovace, ten zajist'uje
omezeni poctu cyklil a jejich délky. Dilezitym parametrem je i sloZeni pufru. Zde jde predevsim
o nastaveni optimalni koncentrace Mg®" a dalsich iontli (Pherson, 2000). Aby se sniZilo
mnozstvi nespecifickych vedlej$ich produktl pridavaji se do reakce tzv. aditiva. Nejéastéji se
jednd o formamid, dimethylsulfoxid, hovézi sérovy albumin ¢i tetramethylamoniumchlorid

(Yuce, 2014).

Hlavnimi vyhodami PCR jsou vysoka citlivost a specificnost, snadnost kvantifikace, rychlost

analyzy a reprodukovatelnost.

) 5" :
PO I e — Fosan e
5 e n |
e - | 5 g Flevpise rrme
Denaturation l ” i
95‘6 :'!'I 5 b Tiay podym paisa
w n
: 7"
Annealing l Repeated
60 °C ¢ 5 cycles
5’ L1111 1iiil
3' n
5 LLLLL 5 RN
Extension l
72°C

8 __ 5
5 [T,
o

5

Obrazek 1 Schéma polymerdzové retézové reakce (Engstrom—Melnyk, 2015)
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1.2 Real-time PCR

Specificnost real-time PCR (PCR v redlném case) tkvi v amplifikaci a detekci DNA v realném
case. Klasicka PCR se naopak spoléha na detekci a analyzu DNA az na konci tepelného
cyklovani. Diky této tpravé real-time PCR poskytuje rychlejsi a presnéjsi vysledky. Metoda
real-time PCR potfebuje termocyklér vybaveny optickym systémem pro zachyceni
fluorescenc¢niho signalu a pocitac se softwarem schopnym zaznamenat tato data a provést jejich
zaverecnou analyzu. Zachyceny signal fluorescence je ptimo umérny mnozstvi produkti PCR,
které jsou detegovany fluorescencnimi barvivy nebo sekvencné  specifickymi
oligonukleotidovymi sondami. Hodnoty fluorescence se zaznamenavaji béhem kazdého cyklu

(Mackay, 2002).

Existuje velky vybér komercialné dostupnych fluorescencnich barviv. Mezi ty nejznaméjsi
zahrnujeme ethidiumbromid, SYBER Green I, SYBER Gold, SYTO, BEBO a BOXTO
(Arikawa, 2008). Nej€astéji pouzivanym je SYBER Green I, asymetrické kyaninové barvivo,
které se vyznacuje vysokou afinitou k dSDNA. Po navdzani barviva na dsDNA, komplex
absorbuje modré svétlo (497 nm) a emituje zelené svétlo (520 nm). Hlavni nevyhodou SYBER
Green barviva je jeho nespecifi¢nost. Pokud jsou v testu pfitomny nespecifické produkty nebo
primer—dimery, zvySuje se mnozstvi faleSn€ pozitivnich vyslednych signali. Tento problém je
mozné eliminovat pomoci softwaru schopného analyzy fluorescen¢ni kiivky tani. Princip
metody je zaloZen na rozdilné teploté, pii které dojde k denaturaci specifického a
nespecifického produktu. Krat§i primer—dimer ma niz$i teplotu denaturace nezli amplikon plné

délky. Porovnanim vyslednych kiivek umozni rozlisit, o jaky produkt se jedna (Zipper, 2004).

Druhou moZnosti je vyuziti oligonukleotidovych sond, jez jsou specifitéjsi, avSak 1
nakladné€j$i. Sondy jsou tvotfeny oligonukleotidy, na které jsou napojeny malé fluorescenc¢ni
molekuly, tzv. fluorofory. Nejvice rozsifené jsou tzv. TagMan sondy. Jednd se o kratky
oligonukleotid, jenZ zahrnuje 5" koncovy reportérovy fluorofor a 3" koncovy zhéase€. Intaktni
sondy neemituji fluorescenci, ponévadZz jsou navazané (zhaSen¢). Aby doslo k vytvofeni
fluorescencniho signélu, nejprve se pii 60 °C musi sonda navazat na komplementarni fetézec
DNA. Pii této teploté soucasné dochazi ke Stépeni 5—koncové sondy TagMan pomoci Taq
polymerazy. Tim se uvolni fluorescencni barvivo od zhdSeciho barviva. Fluorofor bez
navdzané¢ho zhaSece po excitaci fluoreskuje. Vysledny signdl je pfimo Umérny mnoZstvi

amplifikovaného specifického produktu. Pouziti nespecifickych fluorescen¢nich barviv nebo
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nakladné¢jSich oligonukletidovych sond zéalezi na designu reakce urCujicim jakd moznost je

vvvvvv

1.3 Reverzni transkriptazova PCR

Reverzni transkriptdzova PCR (RT-PCR) je velmi citliva metoda vhodna k detekci a métfeni
RNA. Diilezitou roli zde hraje enzym reverzni transkriptazy, ktery prevadi molekuly RNA na
jejich komplementarni sekvence DNA, tzv. cDNA (Koolman, 2012). cDNA nésledné slouzi
jako templat pro amplifikaci pomoci PCR. RT-PCR je jedno ¢i dvoukrokova metoda.
Jednokrokova metoda kombinuje reakci reverzni transkripce a PCR v jedné zkumavce.
Dulezité je vyuziti sekvencné specifickych primert, které reakci umozni. U dvoukrokové
metody se jednotlivé kroky odehravaji v samostatnych zkumavkach. V prvni zkumavce probiha
syntéza cDNA, ktera se nasledné ptenese do druhé zkumavky pro PCR. Zde se vyuzivaji oligo
(dT) ¢i genove specifické primery. Oba postupy maji klady i zapory. Jednokrokova metoda je
vhodna pro vysoce vykonny screening diky snadnému nastaveni reakce. Dvoukrokova metoda

je idedlni pro detekci vicera zprav z jednoho vzorku RNA (Jajali, 2017).

Enzym reverzni transkriptdza, ktery byl objeven u retrovird, je schopny vytvofit
komplementarni fetézec DNA na zékladé sekvence RNA (Bhagavan, 2015). Enzym obsahuje
celkem tfi enzymatické aktivity. V prvnim kroku RNA-dependentni DNA polymeraza
syntetizuje komplementarni fetézec DNA k templatu RNA. Nasledné RNaza H oddéli fetézec
RNA z hybridni dvouSroubovice RNA-DNA. V zavéru DNA—dependentni DNA polymeraza
dokonc¢i syntézu fetézce dvouvldknové DNA (Clark, 2019).
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Obrazek 2 Reverzni transkripce (Marintcheva, 2018)

1.4 Nested PCR

Nested PCR (vnofend) vyuzivad dva pary primeri zaméfujicich se na jeden lokus. Cilova
sekvence DNA prvniho péru primert (vnitini primery) je vnofena do cilové sekvence druhého
paru primerti (vnéj$i primery). Reakce PCR probé&hne nejprve standardné za pouziti ,,vnéjSich*
primert. Posléze probéhne druha PCR reakce s ,,vnitinimi* primery, kde jako templat slouzi
produkty z prvni reakce. Tento postup zajistuje zvyseni citlivosti diky opakované dvoukrokoveé
amplifikaci. Zaroven je zvySena 1 specifi€nost reakce, jelikoZ vnitini primery amplifikuji

vyhradné specifické produkty z prvni faze (Pico, 2007).

Targei DA

First Amplaon

First Set
ol Prirmers

== ==

Seconad Ser
of Primers

Sy il swyali Nt by o €l Dingei DHNA

Obrazek 3 Princip funkce primerii, nested PCR (Marmiroli, 2007)
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Velkou nevyhodou této metody je vysoké riziko kontaminace. K tomu dochazi predevSim pfti

ptenosu produktii z prvniho kola do druhé zkumavky (Debnath, 2010).

1.5 Multiplexni PCR

Multiplexni PCR je metoda, pii které jsou v jedné reak¢éni zkumavce zaroven amplifikovany
dva a vice fragmenty DNA. To je umoznéno diky zahrnuti vice parti primerti do reakéni smési.
Spravny vybér primeri je pro multiplexni PCR reakci nezbytny. Pary primerit musi byt
kompatibilni. Dilezitd je podobna teplota nasedani primert a zaroven by nemély byt vzajemné
komplementarni. Velikosti amplifika¢nich produkti by mély byt dostatecné odlisné, aby byla
zajiSténa identifikace vSech fragmentii na agar6zovém gelu ¢i pfi kapildrni elektroforéze.
Vyhodou metody je vylou¢eni moznosti faleSnych pozitiv nebo negativ, proto ze jedna sada

primertt mize fungovat jako vnitini kontrola (Markoulatos, 2002).

wewr

je nutné optimalizovat mnoho reakcnich podminek. Reprezentuje vSak vyznamnou techniku
pro vysoce vykonné analyzy, hojn¢ se vyuziva v analyze potravin, které se testuji na ptitomnost
raznych toxickych latek v jednom vzorku (Pico, 2007), a také pti typizaci humannich vzorkt

ve forenznich kitech (Butler, 2010).
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2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je civilizacni, metabolické onemocnéni, které zahrnuje skupinu
heterogennich poruch (4ndél, 2001). Jejich spoleénym znakem je chronickd hyperglykémie
z diivodu poruchy sekrece inzulinu, G¢inku inzulinu ¢i obojiho. Chronicka hyperglykémie vede
k dlouhodobému poskozeni, dysfunkci az selhani mnoha organti, zvlasté oci, ledvin, nerva,

srdce a cév (American diabetes association — ADA, 2004).

Soucasna klasifikace rozliSuje diabetes 1. typu, ktery je podminén absolutnim nedostatkem
inzulinu, a diabetes 2. typu, pro né&jz je typicky relativni nedostatek inzulinu se snizenou
ucinnosti na cilové tkdné (Roden, 2016). Mlzeme stanovit i méné Casté typy DM. Jedna se
o gestacni diabetes mellitus (GDM), diabetes indukovany léky nebo chemicky a také diabetes
pridruzeny k onkologickému onemocnéni napt. pankreatu (4ndeél, 2001). V ramci prevence je
také dilezité odlisit stavy sméfujici k DM. K jedincim s vys$S$im rizikem rozvoje DM patii
osoby s obezitou, s hypertenzi a s hyperlipidémii (Patel, 2010). Mezi prediabetes se fadi stavy
se zhorSenou gluk6zou nala¢no (IFG) a také porucha gluk6zové tolerance (IGT) (4DA, 2014).
Pro oba typy je charakteristicky prechodny stav hyperglykémie s vyssi hladinou glukézy, nez
je norma, ale pod prahem DM. Prediabetes je progresivni asymptomaticky stav, objevujici se
vzdy pted rozvojem DM. Pokud se prediabetes zachyti v¢as, je mozné rozvoj diabetu zvratit ¢i
aspon zpomalit. Uprava Zivotniho stylu, pfedev§im snizeni télesné hmotnosti, snizuje riziko
rozvoje diabetu 0 40 az 70 % u dospélych jedinci. Moznosti je také vyuziti farmaceutické 1éCby
pomoci metforminu, ktery snizuje produkci glukozy v jatrech, a biguanidu, jenz sniZuje
inzulinovou rezistenci (Olokoba, 2012). U déti se vSak farmakoterapie ptili§ nedoporucuje,

jelikoz dlouhodobé disledky nejsou zcela jasné (Bansal, 2015).

Mezi typické projevy hyperglykémie patfi polyurie, polydipsie, rozmazané vidéni, Spatné
hojeni ran, brnéni, necitlivost, ubytek télesné hmotnosti, obcCas s polyfagii. Akutni disledky
nekontrolovaného DM se projevuji hyperglykémii s ketoacidézou ¢i neketotickym
hyperosmolarnim syndromem. Tyto stavy jsou zivot ohrozujici. Naopak pomalu se vyvijejici,
chronickd hyperglykémie piispiva ke zhorSeni rGstu a zvySuje nachylnost k infekcim.
Naslednymi dlouhodobymi obtiZzemi DM jsou retinopatie s pfipadnou ztratou zraku; nefropatie
az uplné selhani ledvin; periferni neuropatie s rizikem viedd na dolnich koncetinach, rozvojem
Charcotovych kloubli az amputaci. Neuropatie taktéz vede ke gastrointestindlnim,

genitourinarnim a kardiovaskuldrnim symptomiim a k sexualni dysfunkci (4DA4, 2014).
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2.1 Diabetes mellitus 1. typu
Diabetes 1. typu je autoimunitni onemocnéni, jez je podminéno genetickymi faktory a vlivem
prostfedi. Pfedstavuje jenom 5-10 % diabetikli a projevuje se jiz v détském ¢i dospivajicim
veéku. Vyznacuje se uplnou ztratou beta bunck pankreatu a velmi snizenou az nulovou sekreci
inzulinu. Mezi typické pfiznaky se fadi ubytek hmotnosti, nadmérnd tnava, zizeti a moceni.
Inzulin ma vliv na metabolismus proteinti i tukii. Dochazi tedy k ubytku jak svalové, tak tukové

tkang (Pippitt, 2016).

Pti¢inou vzniku je vrozena odchylka obranyschopnosti organismu. Ta se mize projevit, az kdyz
dojde ke stimulaci spoustéciho faktoru. Vyvoldvacim cinitelem mohou byt rizné infekce
(zardénky, ptfiuSnice, angina), chemikalie ¢i stres. Pfi téchto stavech se vyplavuji stresové
hormony, jako je napf. kortizol. K normalizaci Gi¢ink stresovych hormonti napomaha inzulin,
tudiz se zvySuji naroky na jeho dostupnost. Pokud je sekrece inzulinu naruSena, dochazi
k manifestaci onemocnéni. Typickymi projevy jsou hyperglykémie, naslednd polyurie
a dehydratace. Castym priivodnim jevem je i ketoacidéza. Pii laboratornim vySetieni 1ze nalézt
markery znacici imunitni destrukci B-bunék obsahujicich autoprotilatky proti inzulinu,
autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové a autoprotilatky proti tyrosinfosfatdzam
[A-2 aTA-2 p. Pii po¢atecni hyperglykémii je jedna Ci vice téchto protilatek pfitomno azu 85—
90 % jedinct (ADA, 2004).

Pii odeznéni vyvolavajiciho onemocnéni se ndroky na inzulin sniZi. Pfesto jiz dochazi
k postupné destrukci beta bun€k pankreatu. Imunitni systém aktivuje leukocyty, pfesnéji B a T
lymfocyty. B lymfocyty tvoii protilatky namifené proti pankreatické tkani. T lymfocyty ptsobi
cytotoxicky a destruuji beta bunky pankreatu (4ndél, 2001). Rychlost celkové destrukce beta
bunék je variabilni — u kojenct a déti probihd destrukce rychle, v pozdé€jsim véku se proces

destrukce zpomaluje (ADA, 2004).

Geny piredurcujici vznik DM jsou umisténé na kratkém raménku 6. chromozomu
(Bélobradkova, 2006). Na tomto lokusu se nachazi oblast hlavniho histokompatibilniho
systému, ktery obsahuje geny HLA systému. HLA systém slouZzi ke zprostfedkovani zdkladnich
funk¢nich interakci mezi bunkami imunitniho systému. U diabetu 1. typu imunitni systém
vnima beta buiiky pankreatu jako antigeny. Ty jsou schopné vyvolat cytotoxickou reakci, a i

naslednou tvorbu protilatek proti beta buiitkdm (Roden, 2016).
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2.2 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu piedstavuje chronické metabolické onemocnéni, které se diky své
vysoké prevalenci postupné stava v nékterych zemich epidemii. Jeho rozvoj je vysledkem
pusobeni genetickych, enviromentdlnich a behaviordlnich cCiniteld. DM reprezentuje
heterogenni skupinu hyperglykemickych syndromt, pficemz vétSina ptipadt diabetu 2. typu je
dédéna polygenné. Fenotyp Clovéka s timto typem diabetu zahrnuje projevy metabolického
syndromu (syndrom X, Reaventuv syndrom), do kterého lze zaradit centralni typ obezity,
inzulinovou rezistenci, zvySeny cholesterol ¢i arteridlni hypertenzi. Vzhledem k nartstu obezity
u déti a dospivajicich neni DM 2. typu jen zalezitosti jedinci v pozdnim véku zivota.
K typickym behaviordlnim projeviim patii sedavy zplsob Zivota, koufeni cigaret a Castd
konzumace alkoholu. Byl zjiS§tén 1 mirny pozitivni vzdjemny vztah mezi koncentraci
enviromentalnich toxind a vyskytem DM 2. typu. Tento jev byl popsan pii vyskytu
bisfenolu A v moci: ten je soucasti nékterych plasti. DM muze byt také ptidruzené
onemocnéni, pokud uz jedinec trpi napf. na akromegalii, Cushingiiv syndrom, chronickou

pankreatitidu, tyreotoxikozu a rakovinu (Olokoba, 2012).

Tento typ DM se vyznacuje zhorSenou inzulinovou sekreci, rezistenci na inzulin a moznym
selhanim pankreatickych beta buné€k, coz vede ke snizenému transportu glukézy do jater a ke
svalovym a tukovym buiikdm. Nésledn¢ se zvySuje odbouravani tukii spolu s hyperglykémii, ta

ma negativni vliv na kardiovaskularni, neurologickou a renalni funkci (Fujioka, 2007).

Diabetes mellitus 2. typu je civiliza¢ni onemocnéni, které postihuje nejcastéji osoby ve
Ctyficadtém patém az Sedesatém patém roku zivota. Riziko rozvoje DM podstatné zvySuje

pozitivni rodinna anamnéza a obezita (Andél, 2001).

2.3 Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY)

Termin MODY zahrnuje monogenetické defekty funkce p-bun€k. Jednd se
o non— inzulindependentni DM s brzkym zacatkem, obvykle do 25. roku Zivota, a autosomalné
dominantnim typem dédi¢nosti. Charakteristickd je porucha sekrece inzulinu bez snizeni u¢inku
inzulinu. Diabetes u mladych lidi s nastupem zralosti (MODY) zahrnuje pét podtypi, jejichz

zakladem jsou genetické predispozice k onemocnéni.

wrwe

je lokalizovan na dlouhém raménku 20. chromozomu. HNF—4a, jakozto nuklearni protein, ma
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vliv na regulaci exprese genil v jatrech a pankreatu. Nasledkem mutace se tvoii protein
s omezenou schopnosti vazby na DNA. Fenotypové pak dochézi k postupnému selhavani
kontroly glykémie. MODY 2 zahrnuje genetickou poruchu umisténou na kratkém raménku
7. chromozomu. Coz vede k mutaci lokusu pro enzym glukokinazu. Glukokinaza ovliviiuje
metabolismus glukozy, enzym katalyzujici fosforylaci glukozy na gluk6za—6—fosfat. Pii této
mutaci dochazi ke snizeni vnimavosti enzymu pro f—buniky vici hyperglykémii, coz se projevi
snizenim inzulinové sekrece. MODY 3 ptedstavuje genetickou poruchu lokalizovanou na
dlouhém raménku 12. chromozomu a vyvolava mutaci genu pro hepatalni nuklearni faktor 1a
(HNF—1a). Tento protein pusobi jako transkripéni faktor a fidi expresi nékterych gent
predevsim v jatrech, pankreatu a ledvinach. Nasledkem toho klesa funkce f—bunék. U pacienta
se projevi polyurie, polydipsie a hyperglykémie. Hrozi i vysoké riziko mikrovaskularnich
komplikaci, napf. retinopatie. MODY 4 reprezentuje mutaci genu pro inzulinovy promotorovy
faktor 1 (IPF—1). Tento gen se nachazi na dlouhém raménku 13. chromozomu. IPF-1 jakozto
transkripéni faktor ma vliv na rany vyvoj pankreatu a expresi gentl v p—bunkach, predevsim
gend pro inzulin, GLUT 2, amylin a glukokinazu. Pfesny mechanismus rozvoje diabetu vSak
neni zcela zfejmy. MODY 5 demonstruje mutaci genu pro hepatalni nuklearni faktor 1 (HNF—
1B). Gen byl objeven na 17. chromozomu. Tento podtyp DM je vzacnosti, proto je stale

predmétem studia (Andel, 2001).

2.4 Latent Autoimmune Diabetes in Adults (LADA)

Latentni autoimunitni diabetes u dospélych (LADA) se projevuje pomalou autoimunitni
destrukci pankreatickych buné¢k a Ize ho z poc¢atku 1é€it bez vyuZiti inzulinu. Proto se pfi prvotni
diagnoze jevi jako diabetes 2. typu, ackoli je vice podobny diabetu 1. typu. K pfesné diagnoze
slouzi tfi kritéria: dosp€ly vEk pacienta, pfitomnost autoprotilatek proti pankreatickym f3
bunkdm a nezéavislost na 1écbé inzulinem po dobu Sesti mesict od stanoveni diagnézy. Typicka

veékova hranice pacientd se pohybuje od 25 do 40 let Zivota (Fourlanos, 2005).

2.5 Diagnostika DM

Testy slouzici k diagnostice diabetu jsou jednoduché a Siroce dostupné, vySetfeni probiha
bezbolestné. Pfesto méa az 25 % nové€ diagnostikovanych mikrovaskuldrni onemocnéni, coz
znaci, ze onemocnénim trpéli jiz 4-7 let predtim, nez jim bylo diagnostikovano. Samotné testy
se rozd€luji do dvou skupin. Prvni hodnoti hladinu glukozy v séru, druhou moznosti je

screening glykovanych proteinti. Prvni skupina zahrnuje testy na plazmatickou gluk6zu nala¢no
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(FPG), ndhodnou plazmatickou glukézu (RPG) a oralni glukozovy tolerancni test (OGTT).
Pokud se zaméfujeme na testy glykovanych proteinl, nejcastéji se urcuje glykovany

hemoglobin HbAlc.

Diagnostika diabetes mellitus se provadi pii pozitivni rodinné anamnéze, zaroven pokud jsou
zfejmé 1 vn&jsi projevy. U DM 1. typu mluvime o snizeni télesné hmotnosti, inavé, polyurii,
polydipsii. Naopak pii diabetu 2. typu evidujeme obezitu, arteridlni hypertenzi az zndmky
retinopatie. [ zvySena hladina gluk6zy nala¢no (nad 5,6 mmol/l) je pfi té€chto dvou ptilezitostech
dostateCnym kritériem pro diagnostiku, pokud se pfi vySetfeni stanovi hladina plazmatické
glukézy nalacno (FPG) vys$si nez 7,0 mmol/l, ¢i pfi ordlnim glukézovém testu (OGTT)
s hodnotou plazmatické glukézy nad 11,1 mmol/l, dvé hodiny po perordlnim podani

vySetfovaciho roztoku (Cox, 2009).

2.5.1 FPG test

Tento test zaméfeny na méfeni hladiny plazmatické glukdzy nalacno je hojné vyuzivany diky
snadnému provedeni, nizkym nakladiim a malym rizikim. Hladina glukézy je vySetfena z krve
po nejméne osmi—hodinovém la¢néni. Zaroven je nezbytné zpracovat krev béhem dvou hodin,
jinak glukoza v krvi klesa a neodrazi redlny vzorek pacienta. V soucasné dobé¢ je podezieni na
diabetes pii hodnoté glukézy v plazmé vyssi nez 126 mg/dl (7,0 mmol/l). Pii této hodnoté mé
vsak test jen mirnou citlivost. V porovnani s OGTT FPG test rozpoznal jen 55 % diabetickych
pacientil, pi1 100% specifité. Pi snizeni hladiny FPG na 110 mg/dl (6,1 mmol/l) se sice zvysila

citlivost na 85 %, ale snizila se specifita o 12 %.

FPG test se nedoporucuje ke stanoveni prediabetu, jelikoZ vykazuje Casté faleSn¢ negativni
vysledky. I pokud vyjde FPG test pozitivni pro diabetes je nutna kontrola provedenim OGTT
¢1 urceni proteinu A1C (Cox, 2009).

2.5.2 RPQG test

RPG test vyuziva prilezitostné méteni glukdzy v plazmé. Jeho nepochybnou vyhodou je, ze jej
lze provést kdykoli, jelikoZ nepoZaduje specidlni pfipravu od pacienta. Nutné je vSak rychlé
zpracovani krve jako pii testu FPG. Pro stanoveni diagnézy musi byt hladina glukézy vétsi nez
200 mg/dl (11,1 mmol/l) spolu s vyskytujicimi se charakteristickymi symptomy. Hodnoty pro
prediabetes jsou urc¢eny mezi 140 a 199 mg/dl (7,8—11,0 mmol/1).
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RPG test se doporucuje vyuzivat pfedev§im u symptomatickych pacientti jako rychly a kdykoli
dostupny test. V ostatnich ptipadech test vykazuje pomérné nizkou citlivost (Cox, 2009).

2.530GTT
OGTT je nejcastéji vyuzivana metoda slouzici k diagnostice diabetu. Princip testu funguje na
sledovani slozité reakce odpovédi organismu na podani glukézy a kontrole, zda organismus je

po tomto zatizeni schopen udrzet glykémii.

Provedeni testu trva ptiblizn¢ dvé hodiny. Réno nala¢no se odebere pacientovi zilni krev, ve
které se stanovi hladina glukézy. Ta by méla byt nizsi nez 95 mg/dl (5,3 mmol/). Posléze béhem
peti az deseti minut vypije pacient roztok, jez obsahuje 100 g glukdzy a 250 ml vody. Dalsi
odbéry zilni krve probehnou po jedné a dvou hodinach od vypiti roztoku. Opét se zméii hladina
glukoézy v krvi. Po prvni hodiné by hodnota neméla presdhnout 180 mg/dl (10,0 mmol/l) a po
druhé hodin¢€ 155 mg/dl (8,6 mmol/l). V pribéhu testu je dialezité, aby vySetfovany nemél
fyzickou zatéz a vyvaroval se koufeni. Pro pozitivni vyhodnoceni testu je nutné, aby alespoi

dv¢ hodnoty byly vyssi, nez je dané kritérium.

Velkou nevyhodou tohoto testu je Spatna reprodukovatelnost, zatéz pro pacienta, ktery
z pocatku laéni minimaln€ osm hodin a nésledné vypije glukdézovy roztok. Naroky jsou kladeny
1 na oSettujici personal, jelikoZ test probihd minimaln¢ dvé hodiny. V potaz se nebere ani Uprava
davky glukézy vzhledem k hmotnosti pacienta. Pfesto je OGTT povazovana za zlaty standard

pro diagnostiku diabetu. Hojné€ se vyuziva pfi stanoveni gestacniho diabetu (4DA, 2004).

2.5.4HbAlc
Analyza HbAlc poskytuje dulezité dlouhodobé udaje, jelikoz odrazi thrnnou glykemickou
historii za posledni dva az tfi mésice. Diky tomu se stanoveni HbAlc pouziva predevSim ke
kontrole chronické hyperglykémie. Souvisi vSak 1 s vyskytem rizik dlouhodobych komplikaci

diabetu.

HbAlc je produktem neenzymatické glykace hemoglobinu, ktery je soucasti Cervenych
krvinek. Glykace probih4a navazanim glukézy na N—termindlni konec P—fetézce, jenz tvori
Schiffovu bazi. Pii nasledné ptestavbé baze vznikaji produkty amadori, nejzndméjSim z nichZ

je HbAlc.
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Obrazek 4 Vznik glykovaného hemoglobinu HbAlc (Sherwani, 2016)

Pii tvorbé€ glykovaného hemoglobinu v prvnim kroku reaguje v reverzibilni reakci hemoglobin
s krevni glukézou za vzniku aldiminu. Nasledné se aldimin nevratné pfeménuje na stabilni
ketoamin. Normélni hemoglobin dospélych se d€li do frakei HbA, HbA2 a HbF. Frakce HbA
je zastoupena z 97 %. Z toho je asi 6 % tvoreno HbA[1, ktery se také déli do frakei HbAlal,
HbAa2, HbA1b a HbAlc. Nejhojnéjsi je frakce HbAlc, jez tvoti asi 5 % z celkového HbA
(Sherwani, 2016).

Samotny test je velmi nendro¢ny a lze ho provést kdykoli. Nevyzaduje zadnou ptipravu od
pacienta, k vySetfeni sta¢i jen zkumavka krve. Dalsi vyhodou je vysoka piedanalyticka stabilita
glykovaného hemoglobinu. Hodnoty HbAlc, které ukazuji pro diabetes jsou vys§i nez
48 mmol/l (> 6,5 %). OvSem bez jednoznacné hyperglykémie je nutné test pro potvrzeni
opakovat €1 vyuzit jin€¢ho testu. Prediabetes zna¢i hodnoty mezi 39 a 46 mmol/l (5,7-6,4 %)
(Florkowski, 2013).

2.6 Alfa—l—antitrypsin

Alfa—1-antitrypsin (A1AT ¢i AAT) patii do skupiny sekre¢nich glykoproteint akutni faze. Je
to hlavni inhibitor serinovych protedz (SERPIN). Pomoci vytvofeni komplexu s aktivnim
mistem serinovych proteaz blokuje jejich enzymatickou aktivitu. AAT je sloZen z jednoho
polypeptidového fetézce o 394 aminokyselinovych zbytcich spolu se sacharidovymi
postrannimi fetézci. Molekulova hmotnost zralého proteinu je 51 kDa. PfestoZze je vétSina
plazmatického AAT tvofena buiikami jaterniho parenchymu, diky své malé velikosti prostupuje

do vsech télesnych tekutin. Plazmatickd hladina tohoto glykoproteinu je urcena geneticky
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alelami, které jsou popsany ve vice fenotypech, z nichz nékteré souvisi se snizenim hladiny

AAT (Hashemi, 2007).

Primérni funkci AAT je inhibice proteaz SERPIN, ptfedevsim téch souvisejicich s trypsinem.
Dale inhibuje protedzy odvozené z degranulujicich neutrofil, pocinaje neutrofilni elastazou
(NE), proteindzou 3 a katepsinem G. Antiprotedzova aktivita AAT byla popsana iu dalSich
serinovych protedz souvisejicich s koagulaci, travicimi enzymy a urokindzou. AAT funguje
hladina se zvySuje troj az pétinasobné pii zanétu ¢i infekci, coz odpovida hodnotdm 80—
250 mg/dl. Naopak pfii jeho nedostatku je zvysené riziko rozvoje plicniho emfyzému vedouci
k chronické obstrukéni plicni nemoci. Deficit alfa—1 antitrypsinu (AATD) vede také

k chronickym jaternim onemocnénim, hepatitidé€, cirhoze a rakoviné (Bergin, 2012).

2.6.1 Genetika AAT

Gen kodujici AAT, piezdivany SERPINA1 (SERine Proteinase INhibitor Al), je umistén
v lokusu PI (inhibitor proteindzy) na q raménku 14. chromozomu (14q31-32.3). M4 12,2 kb
a je slozeny ze sedmi exontl, z nichz ¢tyti jsou kodujici (II, 111, IV, V) a tfi nekodujici (IA, IB,
IC), a Sesti intron. Exon II obsahuje start kodon a signalni peptid. Stop kodon a reaktivni

centralni smycku najdeme v exonu V. Exon II a III obsahuje sacharid navdzany na asparaginyl

(Asn46, Asn83 a Asn247) (Hazari, 2017).

SERPINA1 e

) iB K i i 1] V

Obrazek 5 Genomickad organizace genu SERPINAI (Hazari, 2017)

Gen SERPINAL je vysoce pleomorfni. Hladinu AAT v séru 1ze ur¢it nefelometrii. Nasledné se
jednotlivé varianty (fenotypizace) stanovi pomoci izoelektrické fokusace (IEF). PiestoZe ze je

IEF casové ndrocnd metoda, predstavuje zlaty standard pro ur€eni AATD. Rozdéleni pomoci
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IEF je zalozeno na rozdilné rychlosti migrace, ktera je dana proménlivosti naboje, v dasledku
zmén AMK. IEF byly popsény ¢tyfi formy alel F, M, S a Z. Nejcastéji se vyskytuji alely PI*M,
PI*S a PI*Z. Nazvoslovi je odvozeno od rychlosti migrace proteinu ve skrobovém gelu pfi
elektroforéze; M se pohybuje stfedni rychlosti, S pomalu a nejpomaleji Z. Alela M je
nejbeéznéjsi ve zdravé populaci a urcuje normalni plazmatickou hladinu AAT (>104 mg/dl).
Oznacuje se jako divoky typ a projevuje se jak normalni hladinou AAT v séru, tak i funkéni
aktivitou inhibovat NE. Alela PI*Z je nejcastéjSi formou spojovanou s klinickym
onemocnénim. Forma Z je nasledkem tranzice, pfechodu G (guaninu) na A (adenin), v exonu 5,
coz vede k nahrad¢ kyseliny glutamové za lysin. Forma S je vysledkem transverze A na
klinicky fenotyp zptisobi homozygotni genotyp Z, jelikoz az 85 % celkového proteinu PI*Z se
hromadi v endoplazmatickém retikulu jaternich buné€k (Bartels, 2009). K rozliSeni téchto dvou
nejcastéjSich deficitnich alel se vyuZziva real time PCR (Veith, 2019). Hlavni vyhodou real time
heterozygotnich pfenasect, které nelze detekovat pomoci snizené hladiny AAT (Greulich,

2016).

Primérni molekula AAT je tvofena z 418 aminokyselin (AK, AMK), z nichZ prvnich 24 AMK,
oznaCenych jako signalni peptid, je pfi uUpravé molekuly odstranéno. Vysledny zraly
polypeptidovy fetézec je tvofeny 394 AMK, jenz je post—translacné upraven glykosylaci
pfipojenim  N-asparaginylu vazajictho postranni fetézec, ktery je tvofen N-—
acetylglukosaminem, galaktézou, manozou a kyselinou sialovou. Tercidlni struktura
globularniho proteinu AAT je sloZzena z deviti a helix@, tfi B skladanych listh a reaktivni

centralni smycky (Bartels, 2009).
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Obrazek 6 3D struktura AAT (Hazari, 2017)

Typickym znakem vSech SERPINu je podobnost s cilovymi protedzami. SERPINy se vazi
nevratnym ,,jednordzovym® ¢i ,,sebevrazednym* inhibi¢nim mechanismem. DileZitou oblasti
je reaktivni stfedova smycka (RCL), kterda diky aminokyselinové sekvenci rozpozna danou
protedzu. Po navazani vznikne Michaelis komplex, ktery vede ke ,,stresové* konformaci AAT.
Tim je vyvolano §tépeni mezi Met**® (methionin) a Ser®* (serin), diky némuz je dokonceno
pfipojeni proteazy. Kone¢nym krokem je zvySeni tepelné stability AAT konformacéni zménou.
Tato zména zajisti vytvorfeni dal§iho vlakna pomoci vloZeni RCL do stfedu B—listu A (Hazari,

2017).

2.6.2 Deficit AAT

Deficit AAT je dédi€né onemocnéni, které se vyznacuje sniZenim hladiny AAT v séru o
25-85 % oproti normalni hladin€ u zdravych jedinct. Deficit AAT muze byt jak kvantitativni,
tak kvalitativni. K identifikaci dysfunk¢ni alely se vyuziva feno ¢i genotypizace (Poplawska,
2013). Nejcastéjsi deficitni varianta je zpiisobend alelou Z. Varianta Z je nasledek bodové
mutace, pii niz dochazi k substituci GAG za AAG. V disledku Spatného skladani proteina se
vytvofi naruSend struktura. Dochézi k rozSiteni f—listu A, ¢imZ se narusi vztah s RCL. Pfi
navazovani dal$i molekuly ptes P-list A na RCL vznika fetézec smyckovych polymera.
Naslednou agregaci se tvoii inkluzni téliska, jeZ jsou zadrzovana v hepatocytech. Hromadici se
polymery AAT jsou pro bunky jater cytotoxické a zpiisobuji rizna onemocnéni od

novorozenecké Zloutenky po cirhdzu a karcinom u dospélych jedincti. Homozygot PI1*ZZ

30



vylucuje pouze 10-15 % kvalitniho AAT. Heterozygot PI*MZ oproti tomu vylucuje az 50 %
normalni hladiny AAT. Druhd varianta je dana alelou S. Mutace zptsobi substituci GAA na
GTA. Alela PI*S nezapfiCini velké strukturdlni zmény v B— listu A, ale projevi se pomale;jsi
tvorbou polymert oproti alele PI*Z. Diky tomu nedochazi k vyznamnému hromadéni polymera
v hepatocytech. Homozygot PI*SS ma 52 % normalni sérové hladiny AAT. Heterozygot
PI*MS ma az 75 % normalni sérové hladiny AAT. Vyrazny pokles normalni sérové hladiny

AAT nastava u heterozygota s kombinaci PI*SZ a to na 32 % (Hazari, 2017).

Nedostatek AAT je autozomalné-kodominantni geneticka porucha, vyskytujici se nejcastéji u
bélochti evropského plivodu. AATD se projevuje jak nedostatkem cirkulujiciho AAT
v krevnim ob¢hu, tak onemocnénim jater ¢i emfyzémem. Primarni tilohou tohoto proteinu je
ochrana bunék pted silnym enzymem NE, nasledné i proti jinym serinovym protedzdm. Enzym
NE je produkovan bilymi krvinkami a uplatiiuje se v boji proti infekci. AAT dohlizi, aby
nedoslo k poskozeni i zdravych bun¢k. Pti deficitu AAT neni NE kontrolovéna a jeji aktivita
nici drobné vzduchové vaky v plicich, coz vede az k emfyzému. Onemocnéni jater je zptisobeno

hromadénim abnormalniho proteinu AAT (Hazari, 2017).

2.6.3 Vliv AAT na diabetes mellitus

diabetu dochdzi postupné k destrukci B bunck pankreatu. Zaroven pii snizené hladiné¢ AAT
(<1,0 mg/ml) se zvySuje riziko rozvoje DM 2. typu. Naopak zvysSend hladina AAT sniZuje edém
a infiltraci leukocytil do pankreatickych bunck, také zabranuje rozvoji hyperglykémie.
Mechanismus, kterym jsou chranény buiiky pankreatu a jenz zvySuje sekreci inzulinu, funguje
na zvyseni produkovaného inzulinu zplisobem zavislym na glukéze. AAT také zesilil G€inky

glukagonu a chrani bunky pfed apoptozou, jeZ je indukovand TNF-o (tumor nekrotizujici

faktor) (Bergin, 2012).

Terapie pomoci AAT ma velky potencidl pii diabetické retinopatii (DR). DR patii mezi
Mechanismus onemocnéni zahrnuje postupné zanétlivé a degenerativni zmény bunék, coz
negativné ovliviiuje retinalni mikrocirkulaci. To vede k hypoxii a nasledné angiogenezi. Nové
cévy rostou v sitnici a ve sklivci, ovS§em kvuli jejich kiehkym sténam je vyssi riziko krvaceni.
Poslednim stadiem vedoucim ke slepoté je rozvoj vitreoretindlni fibrézy, kterd podporuje

odchlipeni sitnice. Lécba DR vyuziva ochrannych G¢inkd AAT, diky jeho ¢etnym aktivitdm a
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protizanétlivym vlastnostem. AAT ptisobi jako inhibitor prozanétlivych molekul, napt. NF-kB
(nuklearni transkripéni faktor kB) a TNF—a. Diky inhibici serinovych protedz, aktivujici PAR
(protedzou aktivované receptory), se snizuji proangiogenni a zanétlivé procesy. Mezi dalsi
pozitivni efekty AAT patii schopnost inhibovat u¢inky MMP (matricova metaloproteinaza).

MMP spolu s hyperglykémii oslabuje stény cév, jelikoz narusuje tvorbu elastinu.

AAT
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Obrazek 7 Pozitivni ucinky AAT zpomalujici progresi DR (Ortiz, 2014)

Diky vSem témto vlastnostem je AAT schopno oddalit progresi onemocnéni DR. Pfi Casné

terapii AAT ho lze vyuzit k prevenci €1 zpomaleni rozvoje DR (Ortiz, 2014).

2.7 Thiopurin—S—methyltransferaza
Thiopurin methyltransferaza (TPMT) je cytoplazmaticka transmethyldza, jejiz funkci je pfenos
methylové skupiny S—adenosyl methioninu (SAM) na atom siry thiopurini. TPMT se

prezentuje na tfadé tkdni, pfedevSim na jatrech, ledvinach a stfevech (Li, 2021). Tento
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cytosolovy enzym je dulezity pii terapii imunosupresivy a chemoterapeutiky, jelikoz
metabolizuje thiopurinové léky S—methylaci. Léky jako azathiopurin, 6—merkaptopurin a 6—
thioguanin se vyuzivaji k 1é€bé autoimunitnich onemocnéni ¢i u pacientli s transplantaci.
Thiopurinové Iéky ptlisobi cytotoxicky, imunosupresivné a myelosupresivné. TPMT
metabolizuje tyto 1éky na neaktivni, netoxické latky. Diky tomu se vyznacuje ochrannymi
vlastnostmi pfed Skodlivymi vedlejsimi efekty a toxickymi ucinky thiopurinovych léki.

Bezpecnost vyuziti thiopurinovych 1é€iv zavisi na genetické varianté TPMT (Katara, 2016).

2.7.1 Genetika TPMT

Enzym TPMT se dédi autozomaln¢ kodominantné a je kddovan genem TPMT, ktery je umistén
na 6. chromozomu (6p22.3). Sklada se z 10 exont a 9 intronti o celkové délce 34 kb. TPMT ma
n¢kolik geneticky kdédovanych polymorfismi, jez maji vliv na metabolismus 1é¢iv (Wang,
2010). Vétsina populace ma vysokou aktivitu TPMT, jelikoz zdédili divoky typ homozygotné,
u 11 % populace je zaznamenana snizend aktivita TPMT v disledku heterozygotnosti. Jen
u 0,3 % populace 1ze pozorovat nizkou az Zadnou enzymatickou aktivitu, jelikoz ob& zdédéné
alely jsou nefunkc¢ni. Nejbéznéjsi variantni alela je TPMT*3A, kédovana na exonech 7 a 10.
Zpusobuje az o 400krat niz$i hladinu proteinu a nulovou aktivitu enzymu TPMT, je typicka
u bélosské populace. U obyvatelt Afriky a jihovychodni Asie se objevuje typ TPMT*3C, jenz
je umistén na exonu 10. Projevuje se také sniZzenim hladiny proteinu, avSak jen 1,4nésobné
oproti normalni koncentraci. Méné Castou, ale nejdiive objevenou variantou alely je TPMT*2,
jez je lokalizovana na exonu 5. Tato mutace snizuje aktivitu enzymu 100nasobné. VSechny tyto
mutace jsou zaloZeny na substituci aminokyselin a reprezentuji vice nez 95 % dédi¢nych
deficita (Li, 2021). K rozliSeni téchto tii typickych polymorfismii TPMT se vyuziva alelové
specifickd PCR (AS—PCR). Detekce specifickych sekvenci DNA probihd pomoci specifickych
primerti a restrikénich enzymti. AS-PCR je levna metoda vhodna piedevsim pro klinickou

diagnostiku (Chowdhury, 2007).

2.7.2 Deficit TPMT

Deficit enzymu TPMT miize byt 1 zZivot ohrozujici stav, pokud je jedinec s timto deficitem
zaroven lécen thiopurinovymi 1éky. Obecné se testovani na nedostatek enzymu doporucuje pied
zahdjenim 1écby, ¢i pifi objeveni prvnich komplikaci. U heterozygotl, ktefi maji sniZenou
aktivitu TPMT, se doporucuje zah4jit [écbu niz§imi ddvkami, neZ je standardni. Homozygotim,

ktefi maji nizkou az Zadnou aktivitu enzymu, by se davky 1€kt mély drasticky snizit, idealn¢ je
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nutné zvolit alternativni latky pro 1écbu, pokud to stav pacienta dovoluje. Pii Spatné zvolené
davce 1é¢iva jsou pacienti vystaveni riziku rozvoje zavaznych nezadoucich reakei na 1éky
(Katara, 2016). Muze se rozvinout hematopoeticka toxicita (Wang, 2010), neutropenie az zivot

ohrozujici suprese kostni dien¢ (Groop, 2014).

2.7.3 Vliv TPMT na diabetes mellitus
TPMT je dulezity cytosolicky methyla¢ni enzym. I pfes rozsahlé vyzkumy je vSak jeho
fyziologicka funkce nejasna (Azami, 2014). Ani rozsdhlym studiem soucasnych dostupnych

zdroji se mi nepodafilo najit spojitost TPMT s diabetem mellitus.
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3 Gilbertlv syndrom

Gilbertiv syndrom reprezentuje benigni autozomalné recesivni poruchu jater. Poprvé byl
popsan Augustinem Gilbertem a Pierem Lereboulletem v roce 1901. Jednd se o nejcastéjsi
dédicny metabolicky defekt jater, vyskytujici se u 4-16 % populace (Chandrasekar, 2022).
Projevuje se mirné zvysSenou hladinou nekonjugovaného bilirubinu, obvykle do 6 mg/dl. Mezi
zevni projevy patii zezloutnuti kiize a ocniho bélma v disledku ukladani nadbytku bilirubinu
(UGT1ALl), coz zpisobi snizeni aktivity enzymu UGTI1Al pftiblizné na 30 % a poskodi
glukuronidaci, coz vede k nekonjugované hyperbilirubinémii (4iso, 2017). Gen UGT1Al,
ovlivilyjici stejnojmenny enzym, je umistén na chromozomu 2q37.1. U zdravych osob je
v promotoru genu obsazeno Sest thymin—adeninovych repetic — A(TA)6TAA. Naopak u jedinci
s Gilbertovym syndromem dochazi k elongaci ¢i deleci TA sekvenci v promotorové oblasti
nebo ke strukturdlnim zménam v kodujici oblasti genu UGT1A1 (Radlovic, 2014). Enzym
UGT1Al poméha navazat nekonjugovany bilirubin na kyselinu glukuronovou za vzniku
konjugovaného bilirubinu. Konjugovany bilirubin je rozpustny ve vodé, tudiZz jde snadno

vyloucit mo¢i (Chandrasekar, 2022).

Za zminku také stoji spojeni diabetu mellitus s Gilbertovym syndromem. Gilbertiv syndrom se
Castéji vyskytuje u pacientll s diabetem I. typu. JelikoZ se pifi diabetu vyskytuje také
ne—alkoholové ztuénéni jater (NAFLD) a s nim sekundarné hyperbilirubinémie, mize byt

diagnostika Gilbertova syndromu zanedbéna (King, 2019).

3.1 Klinicky obraz

Ackoli je Gilbertiiv syndrom dédi¢né onemocnéni, prezentuje se jako benigni porucha, ktera se
projevuje mirnym zvySenim hladiny nekonjugovaného bilirubinu. Klinické projevy obvykle
nastavaji béhem rané adolescence a az Ctytikrat Casteji u muzi. Vyssi prevalence u muza je
nejspiSe disledkem vySs$i koncentrace pohlavnich steroidiit a vysSi produkce bilirubinu
(Chandrasekar, 2022). DalSim moznym vysvétlenim je také vyssi pocCet erytrocytii a mnozstvi
svalové hmoty. Nyn¢&jsi studie nicméné ukazuji, Ze se Gilbertiv syndrom mtize prokdzat uz
unovorozencli a mladSich kojencl. Gilbertiiv syndrom se projevi, pokud doprovazi
onemocnéni, jako jsou napf. vrozend hypertrofickd stendza pyrolu, atrézie tenkého stfeva

a hypogalaktie (Radlovic, 2014).
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Pacienti jsou obvykle asymptomaticti s vyjimkou mirné Zzloutenky. Epizody zloutenky
a nekonjugované hyperbilirubinémie mohou byt vyvolané riznymi spoustéci, napt. pistem,
fyzickou namahou, menstruaci, pozitim alkoholu, hore¢natymi onemocnénimi a hemolytickymi
reakcemi. Hyperbilirubinémie miize byt vyvolana 1 pfi nizkém dennim energetickém piijmu

(400 kcal) ¢i pti normokalorické dieté bez suplementace lipidi (Chandrasekar, 2022).

Hladiny nekonjugovaného bilirubinu se v ¢ase méni. Bilirubin se typicky pohybuje v rozmezi
30-90 umol/l (Radlovic, 2014). Mohou byt vSak zaznamenany i normalni hodnoty bilirubinu
(do 5 umol/1). Charakteristické jsou normalni hladiny krevnich testti mimo bilirubin, slezina ani
jatra nejsou zvétSeny, moc ani stolice nejsou atypicky zbarveny. Hemolyza se neprojevuje.
Pacienti s Gilbertovym syndromem vsak maji zvysené riziko vzniku zlu¢ovych kament. Také
dochéazi ke snizeni oxidace plazmy a ovlivnéni metabolismu 1é¢iv u kterych je potiebna
glukuronidace (Fretzayas, 2012). Toxicky se projevuje 1€k irinotekan, aktivni metabolit SN —
38 zptisobuje prijem a myelosupresi. Glukuronidaci vyzaduji také 1€ky acetaminofen, estradiol
benzoat, rifampicin a tolbutamid. Gilberttiv syndrom u dospélého jedince je komplikace pouze
tehdy, kdyz doprovazi talasémii, sférocytdzu, cystickou fibrézu ¢i pii poziti irinotekanu (Kuntz,

2009).

Gilbertiv syndrom nejspiSe také ovlivituje rozvoj zloutenky z matefského mléka a Zloutenky
pii kojeni. Tento jev se projevuje od prvniho ¢i druhého tydne Zivota a pfirozené€ mizi po ¢tyfech
mésicich zivota kojence (Maruo, 2000). Po nahrazeni matetského mléka umélou vyzivou se
koncentrace bilirubinu pfirozené snizi. Naopak pii opétovném nasazeni matetského mléka
hladina bilirubinu opé€t vzroste. Matetské mléko obsahuje 5p—pregnan—3a,20p—diol, jenz tlumi
glukuronidacni aktivitu bilirubinu. Pokud jsou kojenci s homozygotni mutaci UGT1A1*6
krmeni matefskym mlékem, mize se u nich projevit nekonjugovana hyperbilirubinémie

(Maruo, 2014).

3.2 Diagnostika

Jelikoz Gilbertiiv syndrom neni pfili§ Casté onemocnéni, obvykle trva, nez se definitivné stanovi
tato diagndza. Je mnoho onemocnéni jater, proto je ze zaCatku dileZzité vyvratit ostatni akutni
avazngjSi moznosti. Dfive se k prlikazu Gilbertova syndromu vyuzival test zahrnujici
hladovéni ¢i snizeni kalorického ptijmu pod 400 kcal po dobu 24 hodin. To vedlo ke zvySeni
nekonjugovaného bilirubinu v séru az dvojnasobné. Dals$i moznosti bylo intraven6zni podéani

kyseliny nikotinové, coz vedlo k vyznamnému narustu nekonjugovaného bilirubinu. Tyto testy
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vSak nejsou specifické a zvySeni hladin bilirubinu mtze byt zplisobeno jinymi onemocnénimi

(Keren, 2007).

V soucasné dob¢ se vyuziva k diagnostice rifampicinovy test. Peroralné pacient uzije 600—
900 mg rifampicinu. Hladina nekonjugovaného bilirubinu se zvysi béhem 2 az 4 hodin
v disledku snizené aktivity enzymu UDP—glukuronyltransferazy, kterd napomaha ke vzniku
konjugovaného bilirubinu tim, Ze katalyzuje navazani nekonjugovaného bilirubinu na kyselinu
glukuronovou. Nejspolehlivéjsi moznosti je diagnostika pomoci molekularné genetickych
testi. Vyuziva se metoda PCR, kterd pii sekvenaci DNA dokaze najit odchylky v genu
UGTI1A1l. Nejcastéjsi genotyp Gilbertova syndromu je homozygotni polymorfismus

A(TA)TTAA v promotoru UGT1A1 genu (Fretzayas, 2012).

Gilberttiv syndrom je benigni onemocnéni s vybornou prognoézou, které nevyzaduje 1écbu.
Obecné je doporuceno vyvarovat se potencidlnim spoustécim. Pii t€zkém vyskytu subikteru

1ze podéavat 50-150 mg fenobarbitonu na noc (Radlovic, 2014).

V soucasné dob¢ jsou pozorovany i urcité ,,vyhody* Gilbertova syndromu. Bilirubin ptisobi
jako antioxidant, coZz ma pozitivni vliv na nizsi vyskyt ischemické choroby srdecni. Studie také
poukazuji na snizeni vyskytu Hodgkinova lymfomu a celkové niz8§i mortalitu spojenou

s rakovinou oproti bézné populaci (Chandrasekar, 2022).

3.3 Apolipoprotein B100

Apolipoprotein B100 (Apo B100) je glykoprotein, jenZ se zasadné podili na metabolismu
lipoproteind, ptedevs§im na odstranovani lipoproteinti o nizké hustoté (LDL) z krve. Apo B100
je nejvétsi zndmy jednoduchy polypeptidovy fetézec, slozeny z 4563 aminokyselinovych
zbytki a piiblizné 5 % sacharidt (Murray, 2002). Jeho celkovd molekulovd hmotnost dosahuje
515 kDa. Apo B100 je syntetizovan v jatrech na ribozomech drsného endoplazmatického
retikula, k navdzani na lipoproteiny dochéazi v hladkém endoplazmatickém retikulu. Primarni
funkci lipoproteint je distribuce cholesterolu. Apo B100 se nejprve vaze na lipoproteiny o
velmi nizké hustoté¢ (VLDL). Po uvolnéni VLDL z jater dochazi v plazmé k postupné uprave
za vzniku LDL. Apo B100 se podili na sestaveni a udrzeni struktury lipoproteinu, tudiz kazda
jedna ¢astice LDL ma sviy Apo B100, jeZ tvoti 25 % z celkové hmotnosti molekuly (Orekhov,
2014). Ponévadz je apoprotein amfipaticka Castice, zlstdva navazana po celou dobu
metabolismu LDL, aZ nakonec zprostifedkuje vazbu LDL na LDL receptor. LDL receptory jsou

umisténé opét v jatrech, kde dochazi k rozkladu LDL. Pti vyssi koncentraci LDL v krevnim
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feCiSti dochazi k navazani na receptory umisténé v arteridlnich sténach, kde se postupné

hromadi (Krisko, 2007).

Free Fatty

LDL receptor
= ApoB-100,E

Obrazek 8 Transport a skladovani lipidii (Zhyvotovska, 2019)

3.3.1 Genetika Apo B100

Gen pro Apo B100 je umistén na druhém chromozomu (2p24.1). Celkova délka genu je asi
43 kb, skladd se z29 exontl a 28 introndl (Zdk, 2011). Apo B100 ma jakoZto nejvétsi
polypeptidovy fetézec i nékolik specifik v genetické strukture. Rozd¢leni intronti v genu je
vysoce asymetrické. Diky tomu vznikly dva exony s neobvykle dlouhymi otevienymi ¢tecimi

ramci (ORF). Exon 26, o celkové délce 7572 bp, mé nejdelsi znamy ORF pro kterykoli savéi
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gen (Blackhart, 1986). UrCeni sekundarni struktury Apo B100 neni zcela jednoznacné.
Sekundarni struktura je ovliviiovdna zménou teploty, iontovou silou ¢i slozenim lipida
(Khattari, 2017). Pti vyuziti infraervené spektroskopie méla byt struktura slozena z 24 % o—
helixi, 23 % B-listl, 24 % P—tetézch, 6 % P— zavith a 24 % neuspotfaddaného slozeni. Naopak
pfi vyuziti cirkuldrniho dichroismu bylo popsdno 40 % o— helixd, 20 % P-listd a 40 %

nahodilého svinuti (Krisko, 2007).

3.3.2 Deficit Apo B100

Deficit Apo B100 naruSuje vazbu LDL na LDL receptor, coz vede k hypercholesterolémii.
Nasledkem je zvySené riziko rozvoje predcasné aterosklerdzy a ischemické choroby srdecni
(ICHS). Familiarni defektni Apo B100 se dédi autozomdlné¢ dominantné (Robles—Osorio,
2003). Byly popsany tii mutace zapfi€ifiujici plazmatickou akumulaci LDL. VSechny jsou
lokalizované na exonu 26. Nejbéznéjsi mutace se tyka zmény CGC na CAG pro AMK 3500,
coz se projevi substituci argininu (Arg) na glutamin (Gln). Lipoproteiny s touto mutaci maji az
0 90 % sniZenou afinitu k LDL receptoru. Tato mutace vede ke zvySeni cholesterolu v krevnim
fecisti, a proto pfevlada u jedincii s hypercholesterolémii. Druhd vyznamna mutace se nachdzi
v pozici 3531 a je zapfi¢inéna zménou Arg na cystein. Jedna se o mirnéjs$i mutaci, jelikoz
snizuje afinitu k LDL receptoru jen o 30 %. Statisticky pievlada u pacienti s ICHS. Posledni
mutace je umisténa v pozici 3500 a jedna se o zdménu Arg za tryptofan (Ludwig, 1997).
K rozliSeni téchto tfi mutaci Apo B100 se vyuziva PCR, jez dokadze rozliSit substituce

jednotlivych nukleotidd (Welty, 2001).

Mrwe

LDL receptoru. Mutace lokalizované na LDL receptoru jsou mnohem castéjsi a je jich popsano
vice nez 1 600 typl. Na Apo B100 se nachdzi mnohem méné mutaci, jelikoZ vétSina z nich je
lokalizovana v oblasti p.3527 nazyvané jako mutacni ,hotspot*. Mutace Apo B100 jsou
nejéastdji popisovany u obyvatel stfedni Evropy a piedev§im Svycarska. Nabozenska skupina
Amishil je povazovana za zakladatele mutace Arg3500GIn, jelikoz az 12 % disponuje touto

mutaci a naslednou hypercholesterolémii (Andersen, 2016).

3.3.3 Vliv Gilbertova syndromu na Apo B100

Gilbertiiv syndrom se projevuje zvySenym nekonjugovanym bilirubinem v plazmé. Bilirubin je
vyznamny antioxidant a pisobi pozitivné proti nadmérnému oxida¢nimu stresu. Oxidac¢ni stres
ve fyziologickych hodnotach je nezbytny pro fizeni Zivotnich procest. Naopak pii nadmérné
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oxidac¢ni zatézi dochazi k poskozovani biomolekul (Sies, 2017). Pokud oxidacni stres plisobi
chronicky na LDL molekuly, méni jejich biologickou funkci a nésledkem toho zvySuje riziko
rozvoje aterosklerdzy. Pokud jedinec trpi mutaci Apo B100, zvySuje se mnozstvi LDL molekul
v plazmé, jelikoz LDL molekuly maji snizenou schopnost se vazat na LDL receptory. Pokud
jsou zaroven vystaveny oxidacnimu stresu, vznikaji oxidované lipoproteiny, jez vyvoléavaji
mnoho proaterogennich procest, které vedou krozvoji kardiovaskularnich onemocnéni
(Peluso, 2012). V téle se pfirozené vyskytuji antioxidanty, aby chrénily buiiky pfed negativnim
pusobenim oxida¢niho stresu a volnymi radikaly. OvSem jedinci s Gilbertovym syndromem
mayji diky vyssi hladin€ bilirubinu vétsi ochranu nez normalni jedinci. Nekonjugovany bilirubin
spolecné s o—tokoferolem piimo inhibuje oxidaci LDL molekul, ¢imz snizuje rozvoj
aterosklerdzy (Wagner, 2021). Bilirubin tak plsobi proti deficitnimu Apo B100. Jedinci
s Gilbertovym syndromem maji niz8i vyskyt ICHS, ptfipadné se u nich vyskytuje v leh¢i formé

(Vitek, 2002).

3.4 Dihydropyrimidindehydrogenaza

Dihydropyrimidindehydrogenaza (DPD) je enzym pyrimidinovych bazi obsahujici dusik. DPD
se podili na katabolismu pfirozen¢ se vyskytujiciho thyminu a uracilu jakozto pocatecni
arychlost urCujici enzym (Kuilenburg, 2016). Diky tomu je znam také jako
dihydrothymindehydrogenéza ¢i uracilreduktaza. Enzym DPD hraje dileZitou roli pii 1é€bé
onkologickych onemocnéni, jelikoZ aZ z 80 % metabolizuje protinddorovy 1€k S5—fluorouracil
(5-FU) (Sharma, 2019). 5-FU ma velky rozsah ucinku, jelikoz plisobi jako uracilovy analog,
¢imz inhibuje syntézu DNA a RNA. Tento 1ék je aktivovan mnoha enzymy uvnitf bunky
andsledné¢ je degradovan DPD. Uvadi se vSak, Ze pouze jen 1-3 % podaného 1éciva je
metabolizovano na cytotoxické metabolity a vice nez 80 % je pomoci DPD rychle degradovano.
Enzym DPD pisobi v jatrech, kde 5-FU pfeméni na 5—fluorodihydrouracil (FDHU). Nasledn¢
je FDHU metabolizovan na 5—fluoro—p—alanin, ktery je jakoZto kone¢ny metabolit vyloucen
moci. Pokud se u pacienta vyskytuje snizend aktivita enzymu DPD, prodluZuje se tim polocas
1é¢iva a zvySuje se riziko zadvazné toxicity (Amstutz, 2010). Nezadouci ucinky postihuji 10—
20 % pacientl, mezi ty nejcastéjSi patfi prijem, mukozitida, hematologicka toxicita
a neurotoxicita. V nékterych ptipadech miize dojit k rozvoji té€Zké az Zivot ohroZujici toxicité
5-FU, cozZ vede k pferuseni ¢i odloZeni chemoterapie a niz§i mife vyléceni. V¢asné stanoveni

snizené aktivity enzymu DPD miZe zvysit terapeuticky index (Ciccolini, 2010).
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3.4.1 Genetika DPD

Enzym DPD je kédovan genem DPYD, jenz je lokalizovan na chromozomu 1 (1p22). DPYD
je gen o celkové molekulové hmotnosti 843 kb, skladajici se z 23 exont a piiblizn¢ 43 kb
zabiraji introny. DPYD postihuji casté mutace a polymorfismus, jeZ snizuji aktivitu enzymu
DPD a tim zvySuji toxicitu pro organismus pii nedostatecném odbouravani 5—FU (Offer, 2014).
Deficit DPD se dédi autozomalné recesivneé. Uvadi se tfi mutace, jez zpusobuji nejvazné;si
deficit DPD a naslednou toxicitu. Prvni mutace ozna¢ovana jako rs 3918290 (DPYD*2A) je
lokalizovana v misté sestfihu intronu 14. Tato bodova mutace zplisobi pteskoceni exonu 14.
DPYD*2A je nejcastéj$Si mutace, ktera zaroven zplisobuje nejnizsi aktivitu enzymu DPD.
Druhé varianta rs 55886062 ¢i také DPYD*13 je lokalizovana na exonu 13 v kodonu 560. Vede
k vyméné isoleucinu za serin. V populaci se nevyskytuje Casto, avSak také zptisobuje snizenou
aktivitu enzymu DPD. Posledni vyznamnou mutaci je rs 67376798, jez se nachazi na exonu 22
v kodonu 949. Projevi se zdménou kyseliny asparagové za valin. Tato mutace se nachazi na
mist¢ AMK, jez je u savcl velmi konzervativni. Tento vyjimecny typ také vede ke snizeni

aktivity enzymu DPD, jelikoZ naruSuje transport elektront (Amstutz, 2011). K identifikaci
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téchto mutaci se vyuzivd RT-PCR. RT-PCR dokaze rozlisit jednotlivé mutace, které zptisobuji

snizenou aktivitu enzymu DPD (Johnson, 200).

3.4.2 Deficit DPD

Deficit DPD je reprezentovan vrozenou vadou v metabolismu uracilu, thyminu a léku 5-FU,
jez se vétSinou projevuje snizenou hladinou enzymu DPD. Deficit DPD ma bohatou
fenotypovou variabilitu. V nékterych piipadech se symptomy viibec neprojevi, u jinych jedinct
dochazi k intelektudlnimu postizeni az motorické retardaci a kie¢im. U pediatrickych pacientii
je deficit DPD spojen s thyminuracilurii, u onkologickych pacientti 1é¢enych 5—FU se objevuje
zvysené riziko toxicity (Wei, 1996). Lék 5—FU se vyuziva pii 1é¢be rakoviny prsu, plic, tlustého
stfeva, kone¢niku. V téle inhibuje syntézu DNA a RNA, zaroven zvySuje sraZeni krve a pisobi
proti leukocytim. Tim zvySuje riziko rozvoje infekce. 5—FU se vyznacuje uzkym terapeutickym
indexem. Mezi typické komplikace patii horec¢ka, nauzea, prijem, zanét ust, kiize, nizky pocet
erytrocytl, ztrata vlast. Az u 10-26 % pacientt se rozvine t€zka, zivot ohrozujici mukozitida,
myelotoxicita nebo cerebelarni toxicita. Ta je vétSinou zplsobena deficitnim enzymem DPD.
Zivot ohrozujici stavy se projevi u homozygoti s mutaci DPYD*2A, ponévadZ maji tplny
deficit enzymu DPD. U heterozygoti stejné mutace je 50% aktivita enzymu (Sharma, 2019).
Jelikoz ma 3—5 % populace castecny deficit DPD, doporucuje se pied zahajenim 1écby provést

genotypizaci enzymu DPD, zvlasté na vySe uvedené mutace (Toffoli, 2015).

3.4.3 Vliv DPD na Gilbertiv syndrom

Gilbertiv syndrom se projevuje zvySenym mnozstvim nekonjugovaného bilirubinu v plazmé.
Jednad se benigni onemocnéni, které vSak mulze mit vliv na farmakokinetické vlastnosti
nekterych 1ékti. Léky pouzivané pii onkologickych onemocnénich jsou citlivé na zmény
metabolismu jater. 5-FU je metabolizovan v jatrech pomoci enzymu DPD. Pokud dojde
k nasyceni enzymu DPD, 1ék vyuZije glukuronidaci, kterd je ov§em u Gilbertova syndromu
snizend (Ha, 2017). N&které zdroje doporucuji extrémni opatrnost v uzivani léku 5-FU, pokud
je hodnota bilirubinu vyssi nez Smg/dl (Aparo, 2012). Literatura, ktera kombinuje Gilbertav
syndrom, deficit DPD a 1é¢bu pomoci 5-FU, vSak neni v dostupnych zdrojich.
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Zaveér
Cilem mé¢ bakalarské prace bylo prozkoumat vliv enzymt alfa—I—antitrypsinu a thiopurin—S—

methyltransferdzy na  diabetes  mellitus a  vliv  apolipoproteinu B 100

a dihydropyrimidindehydrogenazy na Gilbertv syndrom.

V uvodni ¢asti jsem se vénovala polymerazové fetézové reakcei, jez je zaloZzena na sekvenaci
lidské DNA. V soucasné dob¢ se polymerazova fetézova reakce vyuziva k ¢asné diagnostice

geneticky dédi¢nych chorob.

V nasledujicich ¢astech jsem jiz zaméfila na diabetes mellitus a Gilbertiiv syndrom a enzymy,
které maji vliv na jejich prub¢h.

Enzym AAT funguje v téle jako protizanétlivé ¢inidlo. Jelikoz pti onemocnéni diabetes

AAT. Zvysend hladina AAT pozitivné ovliviiuje glykémii v séru a chrani pankreatické buiiky.
DalSim pfinosem pii terapii pomoci AAT je zpomaleni rozvoje diabetické retinopatie, jelikoz
enzym AAT pusobi proti negativnim vlivim prozanétlivych molekul. Naopak pfi nedostatku
enzymu AAT ma jedinec vys$i riziko rozvoje DM 2. typu. Druhym zkoumanym enzymem

v souvislosti s DM byl thiopurin—S—methyltransferdza. TPMT pisobi v téle jako methyla¢ni
enzym. Jeho deficit mlize mit zivot ohrozujici nésledky, pokud je ¢loveék lécen
thiopurinovymi léky. Souvislost s diabetem se mi vSak pro nedostatek dostupnych zdrojt
nepodarilo prokazat.

Apo B100 je dilezity pfenaSe¢ lipoproteint o nizké hustoté. Pii jeho nedostatku se zvysSuje
rozvoj aterosklerdzy. Naopak zvySeny bilirubin u Gilbertova syndromu ptisobi jako
antioxidant. Diky tomu bilirubin dokdze vyrovnat negativni vliv, pokud je Apo B100
deficitni. Enzym DPD se podili na katabolismu pyrimidinovych bazi. Jeho nedostatek muize
mit vazné fenotypové projevy. Deficit DPD také negativné ovlivituje 1é€bu rakoviny pomoci
5-FU. Spojeni s Gilbertovym syndromem a deficitnim enzymem DPD se mi vSak nepodatilo
prokazat, jelikoZ kombinace téchto onemocnéni je velmi vzacna.
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