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ANOTACE

Diplomové prace je zaméfena na problematiku diagnostiky adrenoleukodystrofie. Toto
onemocnéni se vyznacuje defektem metabolismu lipidii a peroxizomalni B-oxidace, které
nasledn¢ zplsobuji akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem v plazmé

a tkanich pacientt, pfedevsim pak v mozku a nadledvinkach.

K analyze byla nejprve pouzita metoda tenkovrstvé chromatografie, pomoci které byly
jednotlivé vzorky rozdéleny do péti lipidovych frakci. Nasledné byla stanovena koncentrace
jednotlivych mastnych kyselin ve vSech frakcich pomoci plynové chromatografie
s plamenové ioniza¢nim detektorem. V této diplomové praci bylo celkem analyzovano deset
vzorkl plazmy pacientll, trpicich adrenoleukodystrofii, a jedenact kontrolnich vzorki

zdravych jedinc.

Biochemicka laboratorni diagnostika adrenoleukodystrofie spoc¢iva piedevsim ve stanoveni
koncentrace mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem a jejich pomért. Cilem této prace
vSak bylo zaméfit se na tzv. minoritni mastné kyseliny a urcit, zda by se hodnoty koncentraci

téchto mastnych kyselin daly vyuzit jako dal$i biochemicky marker adrenoleukodystrofie.

Na zékladé¢ ziskanych dat bylo prokdzéano, Ze stanoveni nékterych minoritnich mastnych

kyselin by mohlo byt vyuZivano jako podplrny diagnosticky marker adrenoleukodystrofie.

KLICOVA SLOVA

adrenoleukodystrofie, mastné kyseliny, plynova chromatografie, B-oxidace



TITLE

Determination of minor fatty acids at plasma of patients with adrenoleukodystrophy.

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the issue of diagnosis of adrenoleukodystrophy. This
disease is characterized by a defect in lipid metabolism and peroxisomal B-oxidation, which
subsequently cause the accumulation of very long-chain fatty acids in the patient's plasma

and tissues, primarily in the brain and adrenal glands.

For the analysis, the thin-layer chromatography method was used, when the individual
samples were divided into five fractions. Subsequently, the concentration of individual fatty
acids in all fractions was determined by gas chromatography with a flame ionization
detector. In this thesis, ten plasma samples of patients suffering from adrenoleukodystrophy

and eleven control samples of healthy individuals were analyzed.

The biochemical laboratory diagnosis of adrenoleukodystrophy primarily determines the
concentration of very long-chain fatty acids and their ratios. However, the goal of this work
was to focus on so-called minor fatty acids and to determine, whether the concentration
values of these fatty acids could be wused as other biochemical markers

of adrenoleukodystrophy.

Based on the obtained data, it was determined that the detrmination of some minor fatty

acids could be used as a supporting diagnostic marker of adrenoleukodystrophy.

KEYWORDS

adrenoleukodystrophy, fatty acids, gas chromatography, B-oxidation



VO e n e ee s 15
TEORETICKA CAST .ottt ssses s ssesssenas 16
L1 MaStNE KYSEINY ....ceoiiiiiiieiieeie ettt ettt ettt e saaeeebe e e 16
1.1.1  Fyzikaln€ - chemické v1astnoSti.........ccceevuieiiieiiieniieiiieiie e 16
1.1.2 Rozdéleni mastnych KySelin............ccoevieriiiiiieniiiieeiieeece e 16
1.1.3  Biosyntéza mastnych KYSEliN ........cccceeviiriieiiieniieiieeieeieecee e 17
1.1.4  Odbouravani mastnych Kyselin .........ccccoevieriiiiniininiiniinicenceeceecee 19
1.1.5  Peroxizomy a jejich funkce..........coccueiiiiiiiiiiiiniiieee e 20
1.1.6 MK jako soucast lipidll a vySSich Struktur..........cccceeeiieiiiniiiiiiiieeeee, 21
1.2 Adrenoleukodystrofie . ........oooiiiiiiiiiiiieeieee e 23
1.2.1  Geneticky aSPeKL ...c..eeruiiiiiiiiieiiiietteee et 23
1.2.2  Klinické spektrum a formy ALD .......cccooiiiiiiiiiiieee e 24
1.2.3  Patogeneze a patofyZiologie........cccviiviiiiriiieiiii e 26
1.2.4  DIa@NOSIKA ..ooeoivieiiiieeiie et es 29
1.2.5  Prenatédlni diagnostika a novorozenecky screening...........ccceeeveeeeuveenieeennnenn. 31
L.2.6  TOIAPIC....eeeeiieeeiiie ettt ettt ettt e et e et e et eetaee et e e ensaeesnseeennsaeennnee s 32
1.3 Analyza vzorkd mastnych KySelin........cccccoeviiriiiiniieiiiieciicieeeee e 34
1.4  Tenkovrstva chromatografie........cccoeevieriiiiiriiiicriie e 34
1.5 DEIIVALIZACE ......eiiieiitieiieeieeete ettt ettt ettt e b e et be e st e bt e e b e nae 35
1.6 Plynova chromatografie ..........cccccoeoiieiiiniieie it 36
L.6.1  INOSIY PLYN c.eiiiiiiiieie ettt ettt et e e e enees 37
1.6.2  DAVKOVACT ZaTIZEN....cveiuiiiiiiiiieiiteeeeeee e 37
1.6.3  TOIMOSTAL...cueeiiiiiiieiieeiieee ettt 38
1.6.4  KOIONA ..ottt 38
L.6.5  DEtEKEOTY ..coouiiiiiieiiieiie ettt ettt ettt e aae et eaeenneas 39

1.6.6  Charakteristiky z chromatogramu.............ccceeeuveeriieeiiie e 39



1.6.7  Trend spojeni plynové chromatografie s MS analyzou...........cccccceevvvennennnen. 40

I O 1 1 o) T USRS 41
3 EXPERIMENTALNI CAST....oiiiiiiiiiieiieiiecisceiee st 42
3.1 Laboratorni VYDAVENT .........cccieriiieiiieiieiieeiteeie ettt 42

K 20 I B s 1515 () [PPSR 42
3.1.2  POMUCKY ...outieeiiie ettt ettt e e et e e e tae e e ta e e s saaeessnaeennnee s 42

3.2 Chemikalie a dalSi material ............cccoeeeiiiieiiiii e 43
3.2.1  Deproteinacni TOZLOK .......cccveeeuiiiiiiieciie ettt 43
3.2.2  Mobilni fAZ€ TLC ......ccuiiieiieee et 43
3.2.3  DalSi chemiKAIIC.......ccoouiiiiiiieeiie e 43
3.2.4  DetekCni CINIAIO ..o.vvieeiiieciii e 44
3.2.5  Standard pro GC......cviioiieciieiieieecie ettt et e 44
326 TIAKOVE TANVE ..o 44

R T8 B o e 1o o )4 0 101 1 o SO USSR 44
3.3.1  AnalyZovane VZOTKY .......coooiieeiiieiiiiieciee ettt ee e e eaee s e s 44
3.3.2  Priiprava standardll a Kalibrace ............cccoevveeviieniieiiieniiciecie e 44
3.3.3  Extrakce lipidll a denaturace proteint..........c.ceceveeeieereeecieenieenieenieereenneennns 45
3.3.4  Separace metodou TLC.........ccciiiiiiiiiiiiiee e 45
3.3.5 Derivatizace, pfevedeni na methylestery ..........cocovevveniiniininineniinicnene 46
3.3.6  Separace Metodou GC.......c.oovuiiiiiiiiiiiieieeieee et 47
3.3.7  Analyza VYSIEdKU....ccoeiiiiiiiiiieieee e 47

4 VYSLEDKY ..oociiiiiiieieeiieeiseseeses s esssessssss s st sssessssss s ssssesesssesssssssessenns 48
4.1  Soubor pacientll a zdravych kontrol.............cccooviiiiiiiiiiiiiiieeee e 48
4.2 Stanovované mastné KYSEINY ........ccceeeviriiiriiienieniieie et 48
4.3 Minoritni mastné KySEIINY ......cccoeciiiiiiiiiiiiieiiieie ettt 49
4.4 Kyselina myristova (14:0) a jeji hodnoty .......cccceeciieiiiieiiieeiiieeeeee e, 49
4.5 Kyselina pentadekanova (15:0) a jeji hodnoty .........cccvveviieeiiieeciieeecieeeeeeeeeee 51



5

6

7

4.6  Kyselina sapienova (16:1 n-10) a jeji hodnoty..........cccceeevievieeiieniieniieniecieeees 54
4.7  Kyselina cis palmitoolejova (16:1 n-7) a jeji hodnoty .........cccecvevieeviienienciiennnns 56
4.8  Kyselina cis vakcenova (18:1 n-7) a jeji hodnoty .........ccceeviveiiieniieiieenieciees 58
4.9 Kyselina oktadekadienova (18:2 — 97, 11E) a jeji hodnoty ........cccceeevvevieeiiennnnns 61
4.10 Kyselina oktadekadienova (18:2 — 10Z, 12Z) a jeji hodnoty ..........cccceevueenenn. 63
4.11 Kyselina eikosapentaenova (20:5 n-3) a jeji hodnoty........cccceeevvieecieeccieeennnen. 65

DISKUZE ... oottt ettt sttt sttt e st e seenae s st enseensesneenseensenneenes 68

ZAVER ..o 78



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Retézec mastné KYSEINY............ovoevevieeeeeeeieeeeeeeeeeseseeeeseees e 17
Obrazek 2: Elongace MK a porucha metabolismu VLCFA [11]...ccccoooiiiiiiiniiniiiinienene 28
Obrazek 3: TLC jednotlivych lipidovych frakci [1] .oeeeeveeeeiieeieeeieeeieeeeeeee e 35
SEZNAM GRAFU

Graf 1: Hodnoty kyseliny MYTISTOVE.........ceeiiiieiiieeiiieeieeeiie et evee e vee e e s 49
Graf 1: Hodnoty kyseliny myristové - poKraCovani.........c.ccecueveereerienieneenienecneeieeieneeenne 50
Graf 2: Statistika kySeliny MYTISTOVE .......cc.eevuiiiiieiiieiiieieeeie ettt 50
Graf 2: Statistika kyseliny myristové - poKraCovan..........ccceevueeriieiieniienieeie e 51
Graf 3: Hodnoty kyseliny pentadekanoveé............cccoocviriininiiiniininiinieciececeeeee 52
Graf 4: Statistika kyseliny pentadekanove............ccccociviiiiiiiiniininiiniececeeeeeee 53
Graf 5: Hodnoty KysSeliny SapienoveE. ........c.ccoveeiieriieiiieiieeieeieeeee et seve et sneeseeseaeesee e 54
Graf 5: Hodnoty kyseliny sapienoveé - poKraCovani...........ccceevuverveenieniienieneeenieeeee e 55
Graf 6: Statistika kyseliny SAPIENOVE ..........oovuiiiiiiiiieiiieiieee e 55
Graf 6: Statistika kyseliny sapienoveé - pokraCovani..........cccceeveeriieiieniienienieeeeeeeeee 56
Graf 7: Hodnoty kyseliny cis palmitool€JOve .........ccceeeriiieiiieeiiieeieeeeeeee e 56
Graf 7: Hodnoty kyseliny cis palmitoolejoveé - pokraCovani ...........ccceeeeeveevevveenceeencieeennnnn. 57
Graf 8: Statistika kyseliny cis palmitooleJOVe ..........ccoviiviiiiniiiiiiicecceeeee 57
Graf 8: Statistika kyseliny cis palmitoolejoveé - pokraCovani ...........ccceeceeevienieeiiienieenieene, 58
Graf 9: Hodnoty kyseliny cis VAKCENOVE .........ccccviieiiiiiiiiieiiieeieeeeeeee e 59
Graf 10: Statistika kyseliny cis VAKCENOVE .......ccueveiiiieiiiieiiieeieeceeeeee e 60
Graf 11: Hodnoty kyseliny oktadekadienove..............ccoevieeiieniiiiiiiiienieeeee e 61
Graf 11: Hodnoty kyseliny oktadekadienové - pokraCovani..........ccccceceeveiveniinennenienenn 62
Graf 12: Statistika kyseliny oktadekadienove...........c.cecviveiiiieiiieeiiieeieece e 62
Graf 12: Statistika kyseliny oktadekadienové - pokraCovani...........cccceeeuvvevcieenieeencieeennnnn. 63
Graf 13: Hodnoty kyseliny oktadekadienove (Z)........ccoooveeiieviieiiiiiieniieieeeeeieeeee e 63
Graf 13: Hodnoty kyseliny oktadekadienové (Z) - pokraCovani ...........ccceeeevvevenieniennnne 64
Graf 14: Statistika kyseliny oktadekadienove (Z)........coovvveeviieeiiieeiieeeieecee e 64
Graf 14: Statistika kyseliny oktadekadienové (Z) - pokraCovani...........ccceeevveercrveerveeennnenn. 65
Graf 15: Hodnoty kyseliny eikoSapentaenove ............c.cecveeieeriienieeniienieeneesee e 66

Graf 16: Statistika kyseliny eikosapentanove .............ccecveeiierieniieiiienieeeece e 67


file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486404
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486405
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486406
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486407
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486408
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486409
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486410
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486411
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486412
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486413
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486414
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486415
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486416
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486417
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486418
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486419
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486420
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486421
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486422
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486423
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486424
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486425
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486426
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486427
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486428
file:///G:/UPCE/diplomka%20aktuální/PRÁCE%20KOMPLET.docx%23_Toc133486429

SEZNAM ZKRATEK

AAV9 adeno-asociovany virus 9

ABCDI1 transmembranovy receptoru, gen pro transmembranovy receptor
ACATI1 cholesterol acyltransferaza 1

ACP protein pienasejici acylové skupiny (acyl carrier protein)
ALD adrenoleukodystrofie

ALDP adrenoleukodystroficky protein

AMN adrenomyelopatie

AMP-K proteinkindza zavisla na adenosinmonofosfatu

ATP adenosintrifosfat

CF mozkomi$ni mok (cerebrospinal fluid)

CNS centralni nervova soustava

Cys-SH periferni cysteinovy zbytek

DG diacylglyceroly

ECH estery cholesterolu

ELOVLI1 elongdza mastné kyseliny 1 (elongation of very-long-chain-fatty acids)

FAME methylestery mastnych kyselin (fatty acid methyl ester)
FAS syntaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)

FID plamenové ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)
FISH fluorescen¢ni in situ hybridizace

GC plynova chromatografie (gas chromatography)

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
HCT transplantace kmenovych bunék

IL-6 interleukin 6

LC kapalinova chromatografie (liquid chromaography)



LCAT

LCFA

MCFA

MK

MS

MS/MS

MRI

MUFA

NADPH

NfL

Pan-SH

PC

PL

PCR

PLA2

PLOT

PUFA

RS

SCFA

SOD

TG

TCD

TID

TLC

lecitin-cholesterol acyltransferaza

mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (long chain fatty acids)
mastné kyseliny se stiedné dlouhym fetézcem (medium chain fatty acids)
mastné kyseliny

hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spektrometry)
magnetické rezonance

mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acid)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

neurofilamentni fetézec

centralni 4’ -fosfopantetheinova skupina

fosfatidylcholin

fosfolipidy

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fosfolipaza A2

kolona s absorbentem na vnitini st€né kapilary

polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acid)
roztrousena skleroza

mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids)
superoxiddismutdza

triacylglyceroly

tepelné vodivostni detektor (thermal conductivity detector)
termoioniza¢ni detektor (thermal ionization detector)

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)



TMSH

TNF-a

VLCFA

VM

uv

WCOT

X-ALD

trimethylsulfoniumhydroxid

faktor nekrotizujici nadory

mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (very long chain fatty acids)
volné mastné kyseliny

ultrafialové zafeni

kolona s kapalinou zakotvenou na vnitini sténé¢ kapilary

na chromozom X véazand adrenoleukodystrofie



UvVoD

Adrenoleukodystrofie je nejcastéjsi peroxizomalni dédicna porucha lipidového metabolismu,
s incidenci pfiblizn€ 1 : 16 000. Nemoc se pln¢ manifestuje prevazné u muzd, u postizenych
Zen se onemocnéni projevuje mirngjsi formou. Tato porucha je zplisobena pfitomnosti mutace
v genu pro ABCDI1 transmembranového receptoru, ktery je lokalizovan na chromozomu X.
Dochazi k odchylce metabolismu lipidli, konkrétné v peroxizomalni B-oxidaci mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA). Nésledn¢ dochazi ke kumulaci VLCFA v plazmé
a tkanich pacientd. Nejvice postizené jsou tkan¢ centralniho nervového systému a nadledvinky,
kde nahromadéné VLCFA zplisobuji neurodegeneraci, demyelinizaci, adrenalni insuficienci
a dalsi projevy tohoto onemocnéni. Progn6za u adrenoleukodystrofie je bez v€asné diagnostiky

a terapie velmi neptizniva.

Diagnostiku adrenoleukodystrofie je mozné v soucasné dob¢ provést n¢kolika zpiisoby. Mezi
zobrazovaci techniky patii naptiklad magnetické rezonance mozku. Dale je mozné
diagnostikovat adrenoleukodystrofii biochemickym stanovenim koncentrace VLCFA v plazmé
postizenych pacientll, kterd se prevazné uréuje metodou plynové chromatografie. Diagndza
muze byt také urcena pouzitim molekuldrné biologickych metod, jako je sekvenace nebo

polymerazova fetézova reakce, kdy je pfimo vysetfovan gen pro ABCDI receptor.

Adrenoleukodystrofie se projevuje hlavné u muzi, ale pro zeny pienasecky ve fertilnim véku
pfedstavuje prenatalni diagnostika zdsadni vyhody z diivodu zji§téni, zda plod zdédil mutaci
v genu ABCDI. Tato informace miiZze byt nasledné rozhodujici v otdzce umélého ukonceni
té¢hotenstvi. Také novorozenecky screening je podstatny pro vcasnou diagnostiku
adrenoleukodystrofie z diivodu moznosti véasného zavedeni adekvatni 1é¢by, protoze v€asna
diagnostika a zavedeni terapie je u tohoto onemocnéni velmi dilezita a mize zvysit Sanci
na preziti a ovlivnit naslednou kvalitu Zivota pacientl. Zavedeni novorozeneckého screeningu

je proto vysoce podporovano.

V poslednich né&kolika letech doslo k vyznamnym pokrokim ve vyzkumu geneticky vazanych
a neurologickych chorob, pfesto vSak zatim zlstavaji ur¢ité mechanismy a procesy neznamé
a jejich vyzkum zdaleka neni u konce. Studie ohledné adrenoleukodystrofie se nyni zabyvaji
riznymi mozZnostmi 1écby, jako je naptiklad genova terapie, a urCenim dalSich novych

diagnostickych a prognostickych markert.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou jednim ze stavebnich kament lipidi. Piirozené se vyskytujici
mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s nerozvétvenym uhlovodikovym fetézcem,
ktery obsahuje od 2 do 36 uhlikd. Ve vazbé s dalsimi latkami se vyskytuji ve formé estert, malé
mnozstvi mastnych kyselin, které nejsou esterifikovany se oznacuji jako volné mastné kyseliny.
MK jsou diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem zakladni slozkou lipidii a jsou casto

zabudovavany i do vysSich organizovanych struktur. [1, 2, 3]

1.1.1 Fyzikalné - chemické vlastnosti

MK maji tzv. amfifilni charakter, kdy jejich hydrofobni ¢ast je tvofena uhlovodikovym
feté¢zcem a hydrofilni karboxylovou skupinou. S rostouci délkou fetézce klesa rozpustnost MK
ve vodé. Ve vodném prostiedi tudiz tvoii micely, kdy smérem k vodnému prostiedi jsou MK
natoCené hydrofilni karboxylovou casti. Bod taini MK urcuje délka fetézce a pocet dvojnych
vazeb, kdy s rostouci délkou fetézce se bod tani zvySuje a s rostoucim poctem dvojnych vazeb

klesa. [2]

1.1.2 Rozdéleni mastnych kyselin

U zivoCichi a ve vySSich rostlindich se vyskytuji pfedevSim nasycené mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem, které obsahuji 16 nebo 18 uhlikl (napt. kyselina palmitova a stearova).
Kyseliny s fetézcem kratSim neZ 14 a del$im neZ 22 uhlikil v fetézci predstavuji minoritni ¢ast.
Z diivodu biosyntézy MK maji pfirozené se vyskytujici mastné kyseliny, azZ na vyjimky, sudy
pocet uhlikovych atomt. V lidské plazmé a v lidskych tkanich bylo identifikovano cca 60
riznych mastnych kyselin, jen n€které z nich jsou ale biologicky a diagnosticky relevantni.
Pro jednotlivé Zivoc¢isné druhy i jednotlivé tkdn€ je charakteristicky urcity panel zastoupeni

mastnych kyselin. [1, 2]

Nasycené MK obsahuji ve svém uhlikatém fetézci pouze jednoduché vazby. MK, obsahujici
jednu ¢i vice izolovanych dvojnych vazeb, se oznacuji jako kyseliny nenasycené.
Mononenasycené mastné kyseliny se oznacuji zkratkou MUFA a polynenasycené zkratkou

PUFA. Dvojné vazby mohou tvofit v fetézci mastnych kyselin cis nebo trans konformaci.
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V ptirozen¢ vyskytujicich se lipidech je ve valné vétSiné forma cis, kterd zptisobuje ohyb
fetézce pod thlem 60°. Casto vyskytujici se nenasycené mastné kyseliny jsou kyselina olejova

a linolova. Mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem jsou schopny tvofit pouze bakterie. [1, 2]

Nékteré mastné kyseliny nazyvame esencialni, protoze tyto MK si lidsky organismus nedokaze
syntetizovat a je tedy nutné je pfijimat z potravy. Jednd se pfedevS§im o nenasycené mastné
kyseliny svice dvojnymi vazbami. Dulezitym zastupcem této skupiny je kyselina
arachidonova, kterd obsahuje 20 uhliki a ¢tyfi dvojné vazby. Dale pak osmnacti uhlikaté

kyseliny — linolova a linolenova. [1, 2]

Dale je mozné rozd¢lit MK do skupin podle délky fetézce, a to hlavné kvili jejich rozdilnému
chovani v metabolismu. Kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), které obsahuyji tii az Sest uhlikt
(C3-C0), stredné dlouhym fetézcem (MCFA) obsahujici (C8-C10), dlouhym fetézcem (LCFA)
obsahujici (C12-C18) a velmi dlouhym fetézcem (VLCFA) obsahujici (> C18). [1, 2]

K zapisu struktury fetézce MK se pouzivaji zkracené Ciselné tvary napt. 18:2; 9,12. Kdy ¢islo
18 predstavuje pocet uhliki, ¢islo 2 pocet dvojitych vazeb, ¢isla 9 al2 dale pozici dvojnych
vazeb. Uhlikaty fetézec MK se z pravidla ¢isluje od uhliku, ktery nese karboxylovou skupinu
(C-1). Pro znaceni fetézce se také pouZivaji feckd pismena, kdy a = C-2. Symbol o se pouZziva
pro znaceni posledniho uhliku fetézce. KdyZz se vyskytne symbol ®-3, jedna se o tfeti uhlik

od konce fetézce. [1, 2]

TN~~~ COOH Kyselina palmitoolejova (16:1)

Obrizek 1: Retézec mastné kyseliny

1.1.3 Biosyntéza mastnych Kkyselin

Biosyntéza MK probihd v cytosolu enzymaticky, pfedevSim v jatrech a tukové tkani,
kdy zakladnimi stavebnimi kameny je gluk6za, potazmo acetyl-CoA. Vlastni syntéza probiha
cyklicky za katalyzy multifunkéni syntazou mastnych kyselin (FAS) na principu podobné
opacné B-oxidaci, kdy se vyuzivéa k redukéni reakci misto NADH molekula NADPH, ktera je
do systému dodavana reakcemi pentézového cyklu. Klicovym enzymem je acetyl-CoA-
karboxylaza, jejiz aktivitu ovlivituje hladina inzulinu. Acetyl-CoA-karboxylaza se aktivuje

defosforylaci a proteinkindza zéavisla na adenosinmonofosfaitu (AMP-K), ma schopnost
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ji deaktivovat. Na jeji aktivitu maji vliv i dalsi latky, jako je napf. citrat. Ten svym alosterickym
pusobenim aktivuje acetyl-CoA-karboxyldzu a naopak palmitoyl-CoA, jako koncovy produkt
drahy ji alostericky inhibuje. U obratlovci se struktura kompaktniho enzymatického systému,
syntazy mastnych kyselin, skladd z dvou identickych peptidovych fetézct, ktery tvoii dimer
do tvaru pismene X. Tento dimer katalyzuje vSech sedm reakci syntézy. Kazda podjednotka
je schopna vazat acylové zbytky pomoci thioesterové vazby na dvou riiznych -SH skupinach,
a to na periferni cysteinovy zbytek (Cys-SH) a na centralni 4’-fosfopantetheinovou skupinu
(Pan-SH). FAS je funk¢ni pouze ve stavu dimeru. Jeho podjednotky jsou spojeny centralnim
Pan-SH, ktery obsahuje koenzym A, a je kovalentné vazan na bilkovinnou ¢ast fetézce enzymu.
Tato kovalentni vazba se oznacuje jako acyl-carrier protein (ACP) a slouzi k predavani
substratu z jednoho reak¢niho centra do druhého. Bez tohoto pfenosu by syntéza MK pomoci
FAS nebyla mozZn4, a proto je funkéni jen jako dimer. Diky tomu, Ze vSechny reakce probihaji
postupné¢ a koordinované pomoci multifunkéniho enzymu FAS nedochazi pii syntéze
k spotiebovavani produktt v jinych metabolickych reakcich a reakce syntézy MK jsou presné
a ucinné. Toto uspotadani ptinasi vyhody oproti jednotlivym samostatné fungujicim enzymim.
Prvnim krokem syntézy je navéazani acetylového zbytku na periferni Cys-SH skupinu
a soucasné navazani malonyl-CoA na centrdlni Pan-SH skupinu. V dal§im kroku dochazi
k prodlouzeni fetézce kondenzaci acetylového zbytku na malonylovou skupinu. Nésleduje
redukce 3-oxoskupiny, dehydrogenace 3-hydroxyacylu a jeho dalsi redukce. Zaveérecnym
krokem je pak hydrolytické odStépeni produktu. Koncovym produktem tohoto cyklu
je nasycend kyselina s Sestnécti uhliky, tudiz kyselina palmitova, ktera se nésledné mtize

pfeménovat na dalsi MK. [1, 2, 4]

Vzijemna preména MK miiZze probihat n¢kolika zplsoby. MiiZze dojit ke zkracovani MK,
prodluzovani (napft. z kyseliny palmitové vznikne kyselina stearova) nebo vytvaieni dvojnych
vazeb. (napf. z kyseliny stearové vznikne dehydrogenaci nenasycena kyselina olejova).
Prodluzovani aktivovanych MK, pomoci koenzymu A za spotfeby ATP probiha
na endoplazmatickém retikulu, kdy nezbytnymi enzymy jsou elongazy typu ELOVL. Urcita
mastnd kyselina se prodluzuje vzdy o dva atomy uhliku. Postupnymi reakcemi mohou
vzniknout aZ kyseliny s velmi dlouhym fetézcem. Jejich tvorba je vyznamna ptedevSim
v mozku, kde jsou tyto mastné kyseliny zabudovany do struktur lipidi. U savcii bylo

identifikovano sedm rtiznych ELOVL enzymt (oznacenych ELOVL1-7). [1, 4]

Vznik nenasycenych MK probiha enzymaticky pomoci desaturdz. K vneseni dvojné vazby

je také nutny molekularni kyslik, NADPH a cytochrom bs. Lidské desaturdzy mohou vytvofit

18



dvojnou vazbu jen na urcitych pozicich. Napiiklad mezi uhlikem 9 (C-9) a uhlikem 10,
kdy z kyseliny stearové vznikne kyselina olejova nebo z kyseliny palmitové vznika kyselina
palmitolejova. Dalsi pozice, kde mize vzniknout dvojna vazba je pozice C-4, C-5 a C-6.
Z duvodu, Ze dehydrogenace na dvojnou vazbu neni u ¢lovéka mozna na pozici za C-9, clovek
neni schopen syntetizovat nenasycené MK s vice dvojnymi vazbami, jako jsou kyselina
linolova, linolenova a arachidonové. Esencidlni mastné kyseliny jsou proto kyselina ®-6
linolové a ®-3 linolenova. Kyselina arachidonova je ve své podstaté také esencialni, ale pouze
pokud chybi ve stravé jedince i kyselina -6 linolova, protoze z té uz kyselina m-6 arachidonova
vzniknout muze. Polynenasycené MK (PUFA) jsou dulezitym prekurzorem signalnich molekul
a eikosanoidii. Kyselina linolova je prekurzorem pro jesté delsi polynenasycené MK, které jsou
soucasti mozkové hmoty. Rostliny naopak mohou vytvaret dvojné vazby za devatym uhlikem,
proto jsou rostlinné ®-3 a ®-6 mastné kyseliny podstatnou soucasti stravy. Jak Zivocichové,
tak rostliny vytvareji pomoci svych specifickych desaturdz nenasycené MK obsahujici vazby
pouze v poloze cis. Nenasycené trans-mastné kyseliny vznikaji pii technické rafinaci
potravinovych tukti. Pfedpoklada se, ze tyto trans-mastné kyseliny by mohly piedstavovat

urcité zdravotni riziko pro kardiovaskularni systém. [1, 2]

1.1.4 Odbouravani mastnych Kyselin

Postup odbouravani jednotlivych mastnych kyselin se ¢astecné lisi podle toho, zda se jedna
o MK s kratkym, stfednim, dlouhym ¢i velmi dlouhym fetézcem. Zakladnim procesem je vSak
proces B-oxidace, ktery probihd v matrix mitochondriich. MK s kratkym a stfedn¢ dlouhym
fetézcem piechazeji pomoci monokarboxylatového transportéru do mitochondridlni matrix
a aktivuji se na acyl-CoA. MK s dlouhym fetézcem se aktivuji na vnéj$i mitochondridlni
membrané a poté jsou pomoci karnitinového cClunku pfeneseny skrz vnitini membranu
do matrix. Karnitinovy ¢lunek v podstaté urcuje rychlost odbourdvani MK v mitochondriich.
Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem a rozvétvené MK se nejprve metabolizuji

v peroxizomech a az nasledné v mitochondriich. [1, 5, 6]

Proces mitochondrialni B-oxidace je sled postupnych oxidativnich reakci, ve kterych jsou
z aktivovanych mastnych kyselin postupné odstépovany dvouuhlikaté §tépy. V pribéhu reakce
se vzdy oxiduje skupina acylového zbytku na uhliku C-3, tudiz na  uhliku (proto se tento
oznacuje jako B-oxidace). B-oxidace je katalyzovéana riznymi koenzymy, které se specializuji

na MK s urcitou délkou fetézce. Proces u MK s del§im fetézcem musim probehnout nékolikrat
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za sebou a vznika tak vysoké mnozstvi energie. Prostorové a funkéné je proces -oxidace tésné
napojen na dychaci fetézec a citratovy cyklus. Systém B-oxidace neprobiha v erytrocytech

ani v mozku. [1, 5, 6]

Odbouravani nenasycenych mastnych kyselin, které vétSinou obsahuji cis dvojné vazby,
probihéa jako u nasycenych MK pomoci B-oxidace az do chvile, kdy proces dojde k cis vazbg.
Protoze enoyl-CoA-hydrataza je schopna metabolizovat pouze substraty s trans vazbou, dojde
pomoci isomerazy k pfeméné cis na trans dvojnou vazbu. B-oxidace pak pokracuje dale.
Kdyz proces dojde k dalsi cis vazbé, neprob&hne uz pfeména na trans vazbu pomoci isomerazy,

ale redukuje se pomoci NADPH a proces opét pokracuje dale. [1, 5, 6]

Mastné kyseliny s lichym poc¢tem uhlikii jsou odbouravany stejné jako nasycené MK,
ale v poslednim kroku B-oxidace namisto acetyl-CoA vznikne propionyl-CoA, ktery se dale

meéni v sukcinyl-CoA a pokracuje dalsi metabolickou drahou. [1, 5, 6]

Odbouravani rozvétvenych a methylovanych MK, jako je kyselina fytanova, zacina a-oxidaci
v peroxizomech a nasleduje peroxizomalni B-oxidace, kdy se stfidavé tvoifi acetyl-CoA
a propionyl-CoA. KdyzZ je fetézec zkracen na 8 uhlikii, je pfenesen do mitochondrialni matrix,

kde dokon¢i odbouravani jako MK se stfedné dlouhym fetézcem. [1, 5, 6]

Neékter¢ MK se mohou vzacné odbouravat 1 tzv. m-oxidaci v endoplazmatickém retikulu
pomoci systému cytochromu P450. V tomto pfipadé¢ dochdzi ke karboxylaci koncové
methylové skupiny a vznikd dikarboxylova kyselina. Ta miiZze byt odbourdna -oxidaci az
do délky 6 az 8 uhliki, kdy tyto kyseliny jsou uz dostate¢né polarni, aby byly rozpustné

ve vode, a jsou odbourdvany jinde nebo vylu€ovany moci. [1, 5, 6]

1.1.5 Peroxizomy a jejich funkce

Peroxizomy jsou membranové organely vyskytujici se v cytoplazmé a jsou velikostné
srovnatelné s lysozomy (0,2 - 0,5 um). Jsou pfitomny ve vSech bunkdch a nejvice jsou
zastoupené v jatrech, kde tvofi az 1 % objemu hepatocytu. Peroxizomy neobsahuji DNA

ani ribozomy, vznikaji na endoplazmatickém retikulu a maji schopnost se délit. [1]

Peroxizomy obsahuji oxiddzy, které maji schopnost oxidativné Stépit rizné substraty,
jako lipidové metabolity a nékteré aminokyseliny a zaroven redukovat kyslik na peroxid
vodiku. Jednou z dilezitych funkci peroxizomi je postupné zkracovani mastnych kyselin

s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA), které obsahuji ve svém fetézci vice nez 18 uhlikl
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a Stépeni methyl-rozvétvenych mastnych kyselin. V peroxizomech probihd obdoba
mitochondrialni B-oxidace, ktera ale neslouzi pro ziskdvani energie. Zkraceni VLCFA probiha
v kazdém cyklu o jednu acetylovou jednotku, dokud neni délka fetézce mastné kyseliny 4 az 6
uhlika. Tyto kratké mastné kyseliny jsou dale pfeneseny jako derivaty karnitinu pomoci tzv.
karnitinového ¢lunku spolu s odstépenymi acetylovymi zbytky do mitochondrii. Methyl
rozveétvené mastné kyseliny se nejprve zkracuji systémem a-oxidace, kdy je jejich fetézec
zkracovan vzdy pouze o jeden uhlik v kazdém cyklu. Nasledné jsou také zkracovany B-oxidaci
peroxizomu nebo produkty o délce cca 8 uhlikl jsou pak rovnéz prendseny do mitochondrii.

[1,7]

Dalsi funkci peroxizomu je rozklad etanolu na acetaldehyd diky plsobeni peroxizomalni
katalazy. Pfi procesu zpracovani alkoholu je peroxizomalni cyklus likvidace pouze doplitkovy,
ale ne zcela zanedbatelny. Piedevsim se uplatiiuje pti vyskytu vysokych koncentraci alkoholu.

[1,7]

Onemocnéni, za kterymi stoji poruchy ¢innosti peroxizomu, jsou vyvolany chybnymi kroky
v peroxizomalnim metabolismu nebo nedostatecnymi, piipadné nefunkénimi enzymy
peroxizomalniho cyklu. Mezi tato onemocnéni se fadi napt. Zellwegeriv syndrom, Refsumutv
syndrom nebo adrenoleukodystrofie. Zellwegeriv syndrom je zaloZen na vSeobecném
nedostate¢ném mnozstvi peroxizomil v organismu, které zptisobuje poskozeni predevsim jater
a mozku. Refsumiv syndrom je zptisoben neschopnosti a-oxidace peroxizomu $tépit kyselinu
fytanovou. Adrenoleukodystrofie je vyvolana nedostatecnym mnozstvim ABC transporterti
v peroxozimalni membrané. U pacientd dochdzi k vyraznému hromadéni VLCFA v séru
a nasledné celém téle. VLCFA, které se hromadi u pacientii s adrenoleukodystrofii, jsou
Castecné absorbovany ze stravy, ale vétSina je vysledkem endogenni syntézy prostfednictvim
prodlouZeni mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. V disledku zhorSené degradace VLCFA
a nedostateného importu VLCFA-CoA do peroxizomid je syntéza VLCFA

u adrenoleukodystrofie zesilena. [1, 2, 4]

Vw7

1.1.6 MK jako soucast lipidi a vysSich struktur

Mastné kyseliny predstavuji zékladni slozku lipidi a dalSich vysSich bunécnych struktur.
Jednoduché lipidy jsou estery tvofené urcitymi mastnymi kyselinami a alkoholy. Podle typu
navazanych latek rozliSujeme néckolik lipidovych tfid, napf.: estery cholesterolu,

diacylglyceroly nebo triacylglyeroly. [1, 2]
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Estery cholesterolu (ECH) slouzi jako zdsoba a pfepravni jednotka cholesterolu v téle.
V transportnich ECH je v nevyS$$i koncentraci pfitomna kyselina linolova, dale olejova
apalmitova. V intracelularnich ECH pak kyselina olejova a palmitoolejova. Estery cholesterolu
se tvofi intravaskularné za katalyzy enzymem lecitin:cholesterol acyl transferazy (LCAT).
Jadra lipoproteinti, kterymi jsou pfevazné¢ LDL a HDL lipoproteiny, jsou z podstatné Casti
tvofena prave estery cholesterolu. Pfi ateroskleroze také tvori hlavni ¢ést lipidovych inkluzi

makrofagi v aterosklerotickych platech. [2, 3]

V triacylglycerolech (TG) piedstavuji mastné kyseliny vyznamny zdroj energie. TG jsou hlavni
slozkou tukové tkan¢ neboli adipocytl. Tvoii také zakladni Cast jadra chylomikronti a VLDL
lipoproteint. Diacylglyceroly (DG) pifedstavuji ur€ité mezistupné syntézy nebo degradace
ruznych lipidd, pfipadné€ slouZzi jako tzv. druzi poslové pii n€kterych reakcich metabolismu.

Za fyziologickych podminek je jejich koncentrace v plazmé nizka. [2, 3]

Mal¢ mnozstvi mastnych kyselin, které nejsou esterifikovany, se oznacuji jako volné mastné
kyseliny (VM). Volné mastné kyseliny jsou produkty lipolyzy a piedstavuji zdroj pro syntézu
dalsich lipidt systémem enzymatickych reakci pomoci elongdz ¢i desaturaz. V plazmé jsou

za fyziologickych podminek v nizké koncentraci a jsou vazané na albumin. [2, 3]

Mastné kyseliny jsou také nepostradatelnou slozkou fosfolipida (PL), které tvoii veskeré
membrany v buitkach. Diky amfifilnimu charakteru mastnych kyselin tvofi fluidni dvojvrstvu.
Propustnost a pevnost membrany ovliviiuje pfitomnost nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin. Zastoupeni urcitych mastnych kyselin v bunéénych membranach je druhové i tkanoveé

specifické. [2, 3]
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1.2 Adrenoleukodystrofie

Adrenoleukodystrofie (ALD) je nejcastéjsi dédi¢na peroxizomalni porucha. Frekvence vyskytu
je celosvetove cea 1:16 000 jedinci. Toto onemocnéni je charakterizovano jako na chromozom
X véazana porucha lipidového metabolismu, ktera se projevuje insuficienci nadledvin
a neurologickymi symptomy. Mutaci v genu ABCDI1 dochazi k ovlivnéni ABCDI1
transmembranového receptoru, diive oznacovaného jako ALDP protein (peroxizomalni
transmembranovy protein), ktery zapficinuje poruchu v peroxizomalni B-oxidaci mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA). Nésledn¢ dochazi ke kumulaci VLCFA v plazmé
a tkénich. [4, 8,9, 10, 11, 12]

1.2.1 Geneticky aspekt

Adrenoleukodystrofie je monogenetické metabolické onemocnéni, které je zptisobeno riznymi
mutacemi v genu ABCDI, jenz se vyskytuje na chromozomu Xq28. Od umisténi
na chromozomu X se odviji 1 dédicnost této choroby. U muzi, protoZze maji jen jeden
X chromozom, sta¢i jedna zménéna alela genu ABCD1 a onemocnéni se vzdy v ur€ité mife
projevi. Muzi s timto onemocnénim maji 100% pravdépodobnost, ze piedavaji mutovany
chromozom X svym dceram, zato vSichni synové tento chromozom nezdédi. Naopak Zeny maji
chromozom X ve dvou kopiich, a tudiz jedna zménéna alela genu ABCD1 vétSinou nezpiisobi
zavazné priznaky X-vdzané adrenoleukodystrofie, jako u muzi. Pokud se projevi, tak ale
v pozd&j$im véku neZ u muzi a s mirngj§i manifestaci. Zeny s timto onemocnénim maji 50%
pravdépodobnost, Ze piedavaji mutovany chromozom X vSem svym détem bez ohledu
na pohlavi. Kdyby se u zeny vyskytly dv€é zménéné alely genu ABCD1, vyskytovaly by se u ni
stejné rysy adrenoleukodystrofie jako u muzl s jednou mutovanou alelou. Tento pfipad je ale

extrémné vzacny. [4, 8,9, 11]

Gen ABCDI1 kdéduje ALDP protein, ktery se podili na transportu mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem do peroxizomt. ABCD1 gen ma délku cca 20 kb a obsahuje 10 exont, které
jsou transkribovany do tii splice variant. Zakladni varianta mRNA obsahuje 3669 bp a vysledny
protein ALDP je sloZen z 745 aminokyselin. Druhd varianta obsahuje 1016 bp a vysledny
protein se sklada z 227 aminokyselin. Tteti splice varianta je sloZzena z 668 bp, vysledny protein
ale nevznika. Ugel a funkce tohoto alternativniho sestfihu genu zatim nebyl definovan. Mutace
v genu ABCD1 zptisobuji nedostatek ALDP, proto je narusen transport a odbourdvani VLCFA,

¢imz dochazi kzvySeni koncentrace téchto mastnych kyselin v plazmé pacientd.
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Dochazi rovnéz k jejich hromadéni ve vSech télnich organech. Nahromadéné VLCFA toxicky
pusobi predev§im na kiru nadledvinek a nervovou soustavu. Toto toxické pusobeni
je zpusobeno akumulaci VLCFA, které organismus neumi odbourdvat a dochdzi tak
k utlacovani bunécnych struktur a naruSovani jejich fyziologickych procesti. Dochazi
k destabilizaci struktury a funk¢nosti bunéénych membran. V kiie nadledvin zplsobuji
adrenokortikorendlni insuficienci, a tim i nedostatek nékterych hormonti. V mozku a mise
dochazi ptisobenim VLCFA az k rozpadu myelinu, a tudiz k poruSe vedeni nervovych vzrucht.

[4,8,9,11, 13, 14]

ALD je onemocnéni bez zobecnéné korelace genotyp-fenotyp z diivodu, Ze stejnd mutace
v genu ABCDI miiZze vést k riiznym fenotypovym projeviim v ramci jednoho rodu. Mutaci
muze vzniknout celd fada, nejbéznéjsi je vSak delece dvou parh bazi v exonu 5, kterd byla

nalezena u pacientt s celym klinickym aspektem X-ALD. [4,9, 10, 11, 12]

1.2.2 Klinické spektrum a formy ALD

X-vazana adrenoleukodystrofie je onemocnéni s vyznamnou heterogenitou v klinickych
projevech. Pfi narozeni jsou pacienti s X-ALD asymptomaticti. Téméf u vSech postiZzenych
muzii se béhem zivota projevi adrenokortikalni insuficience, asi u 80 % pred dosazenim
dospélosti. V dospélosti se rozviji chronickd myelopatie, kterd se zacina projevovat okolo
tticatého roku zivota. Cerebralni ALD se miiZze rozvinout v jakémkoli véku, nejmladSimu
pacientovi byly cca tfi roky. U postizenych Zen se adrenokortikélni insuficience a cerebralni
ALD rozvine jen vzacné, ale u vice nez 80 % Zen se po Sedesatém roce objevuji piiznaky
myelopatie. Zatim nebyl identifikovan ptesny vné&jsi spousté¢ (infekce, traumata), ktery by

inicioval néstup cerebralni ALD. [4, 8,9, 11, 12]

RozliSujeme nékolik odlisnych typt adrenoleukodystrofie, a to podle fenotypovych projevi
u postizenych muzi a zen, a také podle veku pacienta pfi nastupu symptomu. U muzl délime
fenotypovy projev na détskou cerebralni formu; dospivajici cerebralni; adrenomyeloneuropatii
(AMN); dospélou cerebralni formu; forma pouze nadledvinové insuficience (=pouze Addison)
a typ asymptomaticky. Formy vyskytujici se u Zen jsou: asymptomaticka;

adrenomyeloneuropatie mirnd, sttedni a tézkd; forma s postizenim mozku. [4, 8,9, 12]

Détska cerebralni forma se typicky projevuje u chlapct, u divek jen zifidka. Postizeni chlapci
zacinaji mit problémy s u¢enim a chovanim, které obvykle za¢inaji mezi 4. az 10. rokem zivota.

Casem se mohou pfiznaky zhorSovat. Pacienti mohou mit potize se Ctenim, psanim
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a porozuménim feci ¢i textu. Mezi dalsi pfiznaky patii agresivni chovani, problémy se zrakem,
sluchem, potize s polykanim, Spatné koordinace a zhorSend funkce nadledvin. Rychlost, s jakou
tato porucha postupuje, je variabilni, ale mize byt rychle progredujici, coz vétSinou vede

k uplné invalidit¢ a smrti do 4 let od diagndzy. [4, 8, 9, 12]

Adolescentni cerebralni forma se zac¢ind projevovat v obdobi 11 az 21 let. Klinicky obraz

a patologie je v podstaté stejné jako u détské formy s pon¢kud pomalejsi progresi. [8, 9, 12]

Adrenomyeloneuropatie se zacinad projevovat od ranné dospélosti az do stfedniho véku.
U postizenych jedinct se vyviji progresivni ztuhlost, slabost nohou a spasticka bolest. Objevuji
se poruchy stfev, mocovych cest, pohlavnich cest a ¢asto se méni i jejich chovani a intelekt.
Patologie zahrnuje pomalou progresivni distadlni axonopatii a atrofii michy a periferni
neuropatii. U vétSiny pacientti se také vyskytuje adrenokortikalni insuficience a u urcitého
procenta tézce postizenych progreduje AMN az do formy dospélé cerebralni X-vazané
adrenoleukodystrofie. Tato progrese nastava obvykle mezi tficitym a Ctyficatym rokem.
U postiZzenych Zen s jednou mutovanou alelou je toto stadium nejobvyklejsi. Ma vSak znacné

pomalejsi progresi nez u muzi, a to v praméru o 30 let. [4, §, 9, 12]

Dospéla cerebralni forma nastdva u ¢asti pacienti s AMN. U postizenych muzii okolo
Ctyticatého roku Zivota, u zen v praméru okolo Sedesatého patého roku. U Zen je tento typ velmi
vzacny. Bylo hlaSeno jen nékolik takovych ptipadd. Projevuje se demenci, poruchami chovani
a neurologickymi defekty podobnymi jako u détské cerebralni formy. Rychlost progrese

symptomil miiZze byt velmi variabilni s nepfiznivou prognézou. [4, 8, 9, 10, 12]

Forma pouze nadledvinové insuficience (=pouze Addison) je klasifikovdna u pacienti s
X-véazanou adrenoleukodystrofii, pficemz jedinym jejich pfiznakem je adenokortikalni
insuficience. Tato nedostate¢nost se miize objevit kdykoliv od narozeni do dospélosti. Forma
pouze Addison se muze u pacienta drzet pomerné dlouhou dobu, nebo se mtze pieklopit v typ

AMN, nebo az v cerebralni formu onemocnéni. 8, 9, 10, 12]

Asymptomaticky typ adrenoleukodystrofie je u pacientd, kteti vykazuji urcité biochemické
a genetické abnormality, ale nemaji zadné klinické ptiznaky tohoto onemocnéni. Tato forma je
bézna v détstvi, kdy béhem deseti let se u poloviny pacientd zacnou projevovat ptiznaky

nadledvinové insuficience nebo AMN. [4, 8,9, 11, 12]
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1.2.3 Patogeneze a patofyziologie

Zékladnim biochemickym defektem je akumulace VLCFA neboli nasycené, nerozvétvené
mastné kyseliny svelmi dlouhym fetézcem, které jsou v peroxizomech postupnymi
enzymatickymi reakcemi B oxida¢niho fetézce degradovany. Akumulace VLCFA v plazmé
a tkanich, zejména C26:0, C24:0 a C22:0, je zpisobena poruchou peroxizomalniho
transmembranového proteinu, ktery se podili na transportu ve formé VLCFA-CoA
do peroxizomu. VétSina mutaci mé za nasledek nestabilni ALDP, jenz zptsobi sniZzenou
degradaci, a tim zvySenou akumulaci esterd VLCFA-CoA v cytosolu, které jsou substratem pro
jejich dalsi elongacni systém uhlikatého fetézce, umoznény enzymem ELOVLI1. Coz ma

za nasledek dalsi zvySeni koncentrace VLCFA ve tkénich, viz. Obrazek 2. [4, 9, 10, 12]

Zatim neexistuje komplexni model pro studium prubéhu patogeneze X-ALD. ABCDI
transkripty jsou exprimovany v ruznych tkanich. Nejvice v tukové tkani, tenkém stieve,
varlatech a kiife nadledvin, ale nejsou detekovatelné ve dieni nadledvin. Je zajimavé,
ze ABCDI je pomérné slabé exprimovan v CNS v porovnani s jinymi tkdnémi. Pfi ALD jsou
zvySené hladiny VLCFA ve vSech tkanich, ale bunky kliry nadledvin, varlat, centralni nervové
soustavy (CNS) a perifernich nervl jsou nejvice senzitivni k dysfunkci ALDP. Pro¢ tomu

tak je, zatim neni zcela objasnéno. [4, 10, 12 ,14]

Experimenty in vitro ukazuji, Ze vysoce hydrofobni VLCFA jsou toxické pro bunky kiry
nadledvin, oligodendrocyty a astrocyty. Expozice adrenokortikdlnich bunék C26:0 snizuje
odpovéd’ na stimulaci adrenokortikotropnim hormonem (ACTH), a tim i sniZenou produkci
glukokortikoid. V posledni dobé se vyzkum soustiedi na indukci oxidacniho stresu
zpisobeného VLCFA, ktery je pfi¢inou poskozeni a smrti bun¢k u X-ALD. Oxidacni stres
pusobi negativné na mitochondrie a vyvolava apoptézu bunck. Ve studii Eichler [13] zjistili,
Ze cytotoxicita je zavisld na délce mastného acylového ftetézce. Vysledky naznacuji,
ze mikroglidlni apoptéza je zpisobena toxickymi hladinami VLCFA obsahujici
lysofosfatidylcholin (PC). Toto toxické piisobeni mtize predstavovat ¢asnou patogenni zménu
v cerebralni X-ALD. Data naznacuji, ze oxidacni stres indukovany VLCFA nebo sniZeni
antioxidacni obrany v oligodendrocytech produkujici myelin, by mohlo byt hlavnim faktorem,
ktery iniciuje axonalni poSkozeni u X-ALD. Byly také popsany ucinky na acylaci proteint.
Napftiklad hydrofobni myelinovy proteolipidovy protein (PLP) obsahuje kovalentné vazané
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, hlavné C16:0, C16:1, C18:0 a C18:1. U X-ALD dochazi

ke zvyseni mnozstvi VLCFA véazaného na tento protein. [9, 10, 11, 12, 16, 17]
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Dalsi vyzkum piesnych patofyziologickych mechanismit X-ALD je zna¢né ztizen chybé&jicim
vhodnym zvifecim modelem, ktery by vhodné simuloval toto onemocnéni. Vzhledem k tomu,
ze u X-ALD neni korelace mezi genotypem a fenotypem, musi byt do pribéhu patogeneze
zapojeny 1 dalsi faktory, jako epigenetické a enviromentalni, které jest¢ nebyly zcela
identifikovany. Vyzkumy naznacuji, ze geny zapojené¢ do syntézy VLCFA jsou
potenciondlnimi modifika¢nimi geny. Mechanismus, jak VLCFA interaguji s dal$imi faktory,

které zplisobuji zanét, neni zatim zcela jasny. [9, 11]

Kromé¢ ABCDI transportéru jsou v peroxizomdlni membran¢ lokalizované dalsi dva
transportéry, a to ABCD2 a ABCD3, které maji piekryvajici se specifitu pro nasycené a mono-
nenasycené¢ mastné kyseliny. Nedavné studie dokazaly, Ze ABCD2 a ABCD3 transportéry
dokéazou ¢astené prebrat a korigovat funkci ABCDI, ale jsou vSak méné€ G¢inné a nedokazi
kompenzovat poruchu ABCD1. ABCD3 se také castni transportu meziproduktd zlucovych

kyselin a mastnych kyselin s rozvétvenym fetézcem. [10, 12, 18]

Je zajimavé, Ze mozek a nadledvinky, které maji nejvyssi obsah cholesterolu v téle, jsou nejvice
postizené nedostatkem ABCDI. Byly provedeny nékteré vyzkumy, které zkoumaji zapojeni
metabolismu cholesterolu do ALD. Ziskana data poukazuji na moznost, Ze dysfunkce
transportu cholesterolu miiZze hrat patogenni roli v oxidativnich a zanétlivych procesech. [12,

15]

Cholesterol vazany na lipoproteiny z krevniho ob¢hu nemiiZze piekrocit hematoencefalickou
bariéru, a tudiZ vétSina mozkového cholesterolu je syntetizovdna ptimo v mozku. 70 % je
uloZeno v myelinu jako volny cholesterol, ktery mé poloc¢as rozpadu cca 5 let, zbytek je ulozen
v plazmatickych membranach neuronii a gliovych buiikach, které jsou schopny odbourat
cholesterol za dobu cca 5 mé&sicl. Pfebytek cholesterolu v neuronech a dalSich bunkach je
ulozen jako estery cholesterolu, takZe cca 1 % mozkového cholesterolu v normalnim dospélém
mozku tvofi estery cholesterolu v lipidovych kapénkach. Lipidové kapénky se tvoii kvili
zvySené expresi genu pro acyl-CoA cholesterol acyltransferazu 1 (ACATI1) jako reakce
na vysoké hladiny cholesterolu. Neurotoxicka ¢inidla a oxidacni stres zvysuji aktivitu ACATI,

ktera je vice exprimovana v neuronech nez v gliovych bunkach. [10, 12, 15]

Pti posmrtném vySetieni mozku se velké oblasti demyelinizace a ztraty axonii vyskytuji
ptedevsim ve spleniu corpus callosum a parietookcipitalni bilé hmoté. Postizeni frontalni bilé
hmoty je variabilni. Casto se vyskytuje obecna atrofie mozku a michy se ztratou predevsim bilé

hmoty. Zvysena intracelularni koncentrace estert VLCFA-CoA podporuje inkorporaci VLCFA
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do riznych komplexti lipidd, ve kterych se za fyziologickych podminek nevyskytuji.
Substratova specifita riznych enzymii metabolizujici lipidy uréuje mnozstvi zabudovanych
VLCFA. SloZenim a obsahem téchto enzymi se jednotlivé buiiky lisi, a tim dochazi k rozdilné
distribuci VLCFA. To vede k zésadni regiondlni variabilité, kterd je dobte viditelna na bilé
a Sedé mozkové hmoté. Pfi pitevnim zkoumani mozku normélné vypadajici bilé hmoty
u postizeného cerebralni ALD, byl v bilé¢ hmot¢ ve fosfatidylcholinové frakci nalezen 39x vyssi
nadbytek C26:0. V této lipidové frakci byl také nalezen nadbytek C30:0, C32:0 a C34:0.
Naopak ve frakci fosfolipidi, esterii cholesterolu a v triacylglycerolech byly hladiny C26:0
normalni nebo jen 2x zvysSené. Lipidovy profil se meéni, kdyz se zkoumaji aktivni
demyeliniza¢ni oblasti bilé hmoty. V této oblasti jsou VLCFA ve vysoké koncentraci ve frakci
estert cholesterolu a je sniZzena hladina volného cholesterolu. Makrofagy/mikroglie s deficitem
ABCDI nejsou schopny degradovat tyto estery cholesterolu, které se nasledné ukladaji
a vytvari az jehlickovité krystalické utvary. Zvysena aktivita ACATI v reakci na zanét
a oxidacni stres také vede ke zvySeni koncentrace esterii cholesterolu s VLCFA. Déle bylo
zjiSténo, Ze obsah VLCFA v lyso-fosfatidylcholinu indukuje apoptézu mikroglii a nabor
makrofagl z periferie, které se aktivné ucastni demyelinizatniho zanétlivého procesu

po naruseni hematoencefalické bariéry. [10, 11, 12]

C16:0-CoA

ELOVL6 elongace

ELOVLI1

C24:0/C26:0-CoA

peroxizom

endoplazmatické retikulum * ELOVLI1 B-oxidace

> C26:0-CoA

Obrazek 2: Elongace MK a porucha metabolismu VLCFA [11]
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1.2.4 Diagnostika

Jako diagnosticky marker k identifikaci nastupu ALD v soucasné dobé slouzi magneticka
rezonance mozku, kterd se zamefuje na zobrazeni 1ézi v bilé mozkové hmot¢, a biochemické
stanoveni koncentraci VLCFA v séru pacienta. Studie, kterd spojila histopatologickou
a biochemickou analyzu mozku, prokazala, ze VLCFA se akumuluji v morfologicky
normalnim mozku. Toto zjisténi tedy ukazuje, ze abnormalni biochemické hodnoty koncentraci

VLCFA ptedchazi morfologickym zménam mozkové tkané. [4, 9, 10, 11]

Z molekularné biologickych metod je mozné diagnostikovat ALD pomoci sekvenace genu pro
ABCDI. Dale také pomoci metody kvantitativni real-time polymerazové fetézové reakce
(g-PCR) nebo v ptipadé deleci metodou fluorescencni in-situ hybridizace (FISH). Pti sekvenéni
analyze ABCDI1 genu je podstatny specificky vybér primeru, protoze urcité pseudogeny
vykazuji vyraznou nukleotidovou identitu s genem ABCDI1. V dusledku tohoto ptekryvu by
mohlo dojit k ptfehlédnuti mutace a Spatné diagnostice. Tyto metody jsou vSak schopny stanovit
pfitomnost mutaci. Nenesou ale Zadnou prediktivni hodnotu v tom, jak se bude onemocnéni
vyvijet v prubéhu Casu, a to také z diivodu, Ze mutace v tomto genu miizou byt velmi rozmanité.
Zatim bylo zjisténo a v databazi uvedeno cca 900 riznych moznych mutaci zptsobujici ALD.

[4, 12, 16]

ProtoZze akumulace VLCFA je priméarni biochemickou abnormalitou u ALD, je ureni
koncentrace VLCFA a jejich poméri v séru pacienti zakladni biochemicky biomarker.
Metodou plynové chromatografie se stanovuji pfedevSim nasycené mastné kyseliny C26:0,
C24:0 a C22:0. Pro zlepSeni citlivosti a zvyraznéni cut/off hodnot se doporucuje upravit
koncentrace téchto mastnych kyselin do vzdjemnych pomért, a to C24:0/C22:0 (<1,0)
a C26:0/C22 (<0,02).[11, 12, 15]

V soucasné dob¢ zatim nejsou k dispozici stoprocentni molekularni markery pro kvantifikaci
zavaznosti onemocnéni, kvilli absenci korelace genotyp-fenotyp. V databazi mutaci pti ALD
bylo popsano vice nez 900 rGznych moznych mutaci zptsobujici ALD. Chybi citlivé
biomarkery pro monitorovani a biomarkery pro predikci progrese onemocnéni a hodnoceni
ucinnosti terapie. Urcitd studie se snazila najit rozdily mezi hladinami nasycenych
a mono-nenasycenych mastnych kyselin u pacientd v rtiznych stadiich onemocnéni ALD. Byly
nalezeny vyssi hladiny nasycenych mastnych kyselin C26:0 az C30:0 u pacientl s cerebralni

ALD, ale u pacienti s AMN byly snizené. Kromé toho byly hladiny mono-nenasycenych
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mastnych kyselin C22:1, C24:1, C25:1 snizeny u pacienti s mozkovou ALD, ale ne u pacient
s myelopatii. [4, 11, 12]

VLCFA jsou zaclenovany do riiznych lipidii v€etné gangliosidli, fosfatidylcholinti a esterti
cholesterolu. Fosfatidylcholiny mohu byt pievedeny na lysoPC enzymem fosfolipaza A2
(PLA2) nebo na lecitin-cholesterol acyltransferazy (LCAT). VLCFA obsahujici C26:0-lysoPC
predstavuji slibny biochemicky marker, ktery pfevySuje stanoveni samotnych VLCFA
v plazmé pacientl, protoze nedavna studie prokazala, Ze Zeny s ALD s normalnimi hodnotami
koncentraci VLCFA maji zvySené¢ hladiny C26:0-lysoPC v suchych krevnich skvrnéach
a v plazm¢. Tento marker je také vyuzivan i pfi novorozeneckém screeningu. Dalsi studie
uvadéji, Ze u pacientl s cerebralni ALD pozorovaly snizené hladiny vice-nenasycenych
mastnych kyselin jako C20:3-lysoPC a C20:4-lysoPC v séru oproti pacientim s neurologicky
asymptomatickymi formami ALD. Kromé toho byly hladiny téchto lipida jesté nizsi v séru
pacientl s mozkovou ALD pfiblizné jeden rok pied prvnimi zménami na mozkovém MRI. Tyto
vysledky by mohly naznafovat, Ze hladina vice-nenasycenych mastnych kyselin muze

korelovat s postupem rozvoje neurozanétu. [4, 11, 12, 16]

Jeden z pristupti, jak identifikovat nové biomarkery, je lipidomika. Lipidomickou analyzou
fibroblastl pacientli s ALD v cerebralnim stadiu a pacientli s myolopatii byly zjiStény nizsi
hladiny TG a ceramidu ve skupiné s cerebralni ALD oproti skupiné s myelopatii. TG vykazuji
neuroprotektivni U€inky proti lipidotoxicité indukované mastnymi kyselinami a brani indukci
nekroptozy v oligodendrocytech a astrocytech. Dale se studie zamétila na glykosfingolipidy,
kdy pouze hexosylceramid 44:1 vykazoval vyznamny rozdil mezi cerebralni ALD a myelopatii.

[11,12]

Také se uvazuje o markerech oxidacniho stresu jako o dal§i moznosti biomarkerti pro ALD,
napf. stanoveni aktivity antioxidantniho enzymu superoxiddismutazy (SOD), kterd poskytuje
bunécnou ochranu proti reaktivnim formam kysliku, a polymorfismy SOD mohou byt spojeny
s cerebralnim fenotypem ALD. Také stanoveni koncentraci glutathionu vykazovalo urcité
vysledky. Dalsi studie se zamé&fily na stanoveni hladin urcitych prozanétlivych cytokind, které
mohou byt spojovany se zanétlivou demyelinizaci. Jako vhodny prognosticky biomarker
k predikci vysledku po 1écbé se ukazuje i celkova hladina bilkovin, kterd siln€ koreluje
se skorem zavaznosti na MRI pied transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HCT)
a po transplantaci. Také chitotriosidaza piedstavuje slibny marker pro monitorovani vysledku

1é¢by pacient s ALD. [10, 11, 12]
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Zajimavy biomarker, ktery by mohl mit také vyuziti v diagnostice ALD, je lehky
neurofilamentni fetézec (NfL). Neurofilamenta jsou soucésti cytoskeletu nervovych bunék,
hojn¢ se vyskytuji v axonech. Jednd se o neuron-specifické vlaknité bilkoviny slozené
z lehkych, stiedné tézkych a tézkych fetézcl. Pii poskozeni axoni jsou vyplavovany
do mozkomisniho moku (CF) ptes hematoencefalickou bariéru nebo se dostavaji do krevniho
ob¢hu vendzni drendzi. Jejich zvySena hladina odrazi poskozeni axonti rizné etiologie a byla
zjisténa u cévnich mozkovych piihod, demenci, roztrousené sklerozy (RS) a dalSich
neurologickych onemocnéni. Ze studii vyplyva, Ze se tyto struktury jevi jako vhodné Casné
markery poskozeni axonu a nékolik studii potvrdilo korelaci sérovych a likvorovych hladin

NfL. [11, 15, 19]

Také podrobné vyzkumy CD1 genového shluku identifikovaly jeden jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP), ktery byl identifikovan v promotorové oblasti ELOVLI1. Funk¢ni Géinek
tohoto SNP je predmétem dalsiho vyzkumu. Je mozné, Ze tento lokus neni jediny modifikacni,
ktery by umoziioval predikci budouciho fenotypového vysledku u presymptomatickych
pacientli s X-ALD. V soucasnosti dostupna data poukazuji na existenci mnoha vzacnych

interakci genetickych variant, které ovliviiuji klinické projevy u pacienti s X-ALD. [4, 20]

1.2.5 Prenatalni diagnostika a novorozenecky screening

Pro Zeny ve fertilnim véku, s potvrzenou piitomnosti mutace v ABCD1 genu, je prenatalni
diagnostika velmi uZite¢na. Zvlast, kdyz je ocekavany plod muzského pohlavi. Molekularné
biologickou analyzu ABCDI1 genu lze provést z Cerstvého vzorku choriovych klki, které
je mozné odebrat v 11.-13. tydnu téhotenstvi. Prenatdlni diagnostiku lze také provést
na amniovych buiikach, které se odebiraji v 15.—-18. tydnu téhotenstvi. Tento pfistup vsak
vyzaduje alesponn dalsi 2-3 tydny kultivace amniotickych bun€k, aby se vytvofil dostatek
bunééného materidlu pro molekuldrni analyzu. V urcitych ptipadech lze v nékterych zemich
provést 1 preimplantacni genetickou diagnostiku. K tomuto kroku se pfistupuje poté,
co heterozygotni Zena méla alespont dvakrat prenatdlni diagnostikou potvrzenou ptitomnost

mutaci v ABCD1 genu plodu, ktery vedl k pteruseni t€hotenstvi z divodu ALD. [16]

ALD je vétSinou diagnostikovana az po narozeni, ale prenatalni diagnostika ma vyhodu zjisténi
pfitomnosti onemocnéni jesté pred narozenim. Jako jeden z markerti se pouziva C26:0-lysoPC,
ktery vyplyva z metabolismu lyso-fosfatidylcholinu se zabudovanymi VLCFA. Stanovuje

se pomoci bodové kapalinové chromatografie s propojenim tandemové hmotnostni
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spektroskopie (LC-MS/MS). Tento metabolit se nyni pouziva v prenatdlni diagnostice
a novorozeneckém screeningu v Kennedy Krieger Laboratory and Mayo Clinic. V fijnu 2019
planovalo Nizozemsko zah4jit pilotni screening ALD u vSech novorozenych muzii. Zatim byl
uspesné vyvinut celoplo$né pouzitelny algoritmus screeningu novorozenci s ohledem na rizné

etické otézky riznych zemi. [4, 10, 11, 12, 16, 21]

Diagnostické markery ALD by bylo tieba dikladnéji prozkoumat na vy$§im mnozstvi pacientd.
To je vSak obtizné z ditvodu pomalé progrese myelopatie u ALD, a tedy potizi se ziskavanim
opakovanych vzorkll v dostatecné¢ dlouhé dobé¢, aby bylo mozné detekovat vyznamné zmény

v hladinach téchto biomarkerd. [10, 11, 12, 16]

1.2.6 Terapie

V soucasnosti nejsou k dispozici zadna klinicky u¢inna terapeutika, ktera by dokézala ucinné
snizit koncentrace VLCFA v téle. ELOVLI je specificky enzym pro VLCFA a jeho inhibici by
se teoreticky mohlo dosdhnout zamezeni prodluzovani fetézci VLCFA. Bezafibrat snizuje
akumulaci VLCFA ve fibroblastech X-ALD inhibici ELOVLI1. Ackoli v klinické studii
bezafibrat nebyl schopen snizit hladiny VLCFA v plazmé nebo lymfocytech u pacientd
s X-ALD, inhibice ELOVLI1 pfedstavuje atraktivni moZnost terapie. Neucinnost bezafibratu
byla pravdépodobné zplisobena neschopnosti dosdhnout adekvatni hladiny 1é¢iva in vivo. Také
biologicka 1é¢ba pomoci protilatek by mohla ovlivnit priibéh onemocnéni navdzanim protilatky

na ALDP. [9, 12, 16, 22]

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je Zivot zachranujici zlaty standard, ktery
muze zastavit zanét v Casnych stadiich. MlZe také poskytnout u¢innou léc¢bu mozkové formy
ALD, protoze akutni zanét je pozorovan pouze v CNS, a nikoliv v jinych tkanich pacienta
s X-ALD. Transplantovat se mohou alogenni buiiky i1 autologni kmenové bunky po genové

uprave ex vivo. [9, 10, 11, 12, 16]

Po alogenni transplantaci (HCT) v ¢asném stadiu, kdy je dobry klinicky stav pacienta a na MRI
se vyskytuje malo 1ézi, cerebralni ALD zastavuje progresi onemocnéni. Progndza v této
skupin€ je velmi dobrd s umrtnosti niz§i nez 5 %. Pokud je ALD v pokrocilej§im stadiu,
je progndza nepfizniva i po transplantaci. Transplantace kostni dfené¢ je Gsp€Sna jak u détskeé,
tak dospélé cerebralni formy, ale u dospélych uz nema takovy klinicky vysledek vzhledem k jiz

existujicim symptomim AMN jako je motorické postiZzeni a inkontinence. [9, 10, 11, 12, 16]
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U chronické myelopatie neexistuje zadna 1écba, kterd by zabréanila vzniku a zpomalila progresi
onemocnéni. V malé oteviené studii dospélych pacientt s AMN vSak bylo prokéazano,
ze kombinace vicekrat podanych vysokych déavek antioxidanti normalizuje biomarkery
oxida¢niho poskozeni a zanétu. Jinak je 1éCba pouze symptomaticka s podporou rehabilitacniho
cvieni. Neni znamo, jestli by progrese myelopatie u X-ALD po transplantaci HCT byla
pomalejsi. [9, 12]

Lécba adrenokortikalni insuficience u X-ALD je stejna jako l1éCba pacientii s autoimunitni

Addisonovou chorobou, a to hormondlni substitu¢ni terapii. [9, 10, 12]

Pti zkouSeni dietnich omezeni pfijmu VLCFA, u pacientii s ALD, nevedla dieta ke sniZeni
plazmatické koncentrace C26:0, protoze valnd vétSina mastnych kyselin s velmi dlouhym
fetézcem je endogenniho ptivodu. Jeden Cas byl zkousen Lorenziv olej, ktery obsahoval smés
4:1 triacylglyceridii kyseliny olejové a erukové, ale vysledky terapie nebyly uspésné. Dalsi

-----

1écby neurologickych onemocnéni je zésadni problém farmakodynamika hematoencefalické

bariéry. [4, 10, 12]

Metody genové terapie by mohly byt potenciondlnim vychodiskem k lé€bé X-vazané
adrenoleukodystrofie. Predbézné vysledky studie u chlapcii s ALD s ranym stddiem cerebralni
formy, kteti byli Ié€eni autologni HSCT s ex vivo korekci lentivirového genu CD34 pozitivnich
kmenovych bunék, nebylo pozorovano zadné imrti na 1é€bu nebo reakce Stépu proti hostiteli.
VSichni zistali bez funkénich poruch béhem jednoho roku sledovani. K potvrzeni ucinnosti
a bezpecnosti genové terapie ABCDI lentivirovym vektorem Lenti-D je zapotiebi delsi
sledovani a vétsi mnozstvi vzorkli. Kromé ex vivo korekce lentivirovéeho genu se sleduje

in vivo genova terapie, zalozend na adeno-asociovaném viru 9 (AAV9). [10, 12, 21]
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1.3 Analyza vzorki mastnych kyselin

K analyze slozeni MK v biologickych vzorcich se nejCastéji vyuzivda metoda plynové
chromatografie (GC), jejimz vysledkem je chromatogram. Ptipravy vzorkil pro analyzu MK
jsou ruzné. Obvykle se vSak pouzivd dvou krokova metoda, ktera zahrnuje extrakci lipidi
organickym rozpoustédlem a néslednou derivatizaci MK, vétSinou na methylestery (FAME).
Extrakce lipidi se obvykle provadi systtmem dvou nemisitelnych kapalin, kdy lipidy
prechazeji do organické faze (chloroform, toluen, atd.) diky jejich vysSi rozpustnosti
v organickych rozpoustédlech. Derivatizaci na methylestery mastné kyseliny zvysi svou
tékavost a je mozné je analyzovat pomoci GC. Dalsi moznosti piipravy je pfimd methylace

vvvvvv

ke klasické organické extrakci. [23, 24, 25, 26]

1.4 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je pomérné jednoduchd a levna analytickd metoda,
ktera nevyzaduje naro¢né vybaveni laboratofe a pomémé snadno se vyhodnocuje. Metoda
separace jednotlivych latek ze smésného vzorku je zalozend na rozdilné afinité¢ ke dvéma
nemisitelnym fazim. Stacionarni fazi pfedstavuje pevny sorbent, vétSinou silikagel,
imobilizovany na pevny nosi¢, kterym byva sklenéna nebo hlinikova deska. Nejcastéji
se pouziva chemicky modifikovany silikagel s malou a pfesné¢ definovanou velikosti ¢astic.
Tyto pevné faze nachazeji uplatnéni v tzv. vysokoucinné tenkovrstvé chromatografii (HPTLC),
kdy jejich vysoka homogenita zajistuje vyssi G€innost separace. Mobilni fazi tvoii obvykle
smés riznych rozpoustédel. Pro separaci lipidi je vhodna naptiklad smés n-hexan, diethylether
a kyselina octova. Vyhodou metody HPTLC je, Ze mobilni faze je doddvana na desku pomoci
mikrocerpadel, ktera zajiStuji rovnomérny tok eluentu tenkou vrstvou. Tloustka sorbentu

na pevné fazi a obsah mobilni faze z&visi na druhu stanovovanych analytd. [27, 28, 29, 30]

Analyza probiha tak, Ze smésny vzorek se nanese ve formé kapky nebo tenké linky
na vyznaceny start chromatografické desky. Deska se poté pfemisti do chromatografické vany
s predem pfipravenou mobilni fazi, kde dochédzi k nasyceni celého objemu vany parami
rozpoustédel. Spodni okraj desky je smacen mobilni fazi, kterd zacne vzlinat a unaset urcité
slozky nanesen¢ho vzorku smérem k ¢elu chromatografické desky. Podle afinity analyth
k mobilni ¢i stacionarni fazi se vzorek rozd¢€luje na jednotlivé frakce. Rozdélené slozky vzorku
putuji na desce v podobé skvrn, viz. Obrazek 3. Pokud jsou separované latky za normalnich

podminek neviditelné, je nutné je dale vizualizovat pouzitim vhodného reakéniho ¢inidla,
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vétSinou rozprasené¢ho na chromatografickou desku s analyty. Jednim z ptikladl vizualizace

je pouziti 2,7-dichlorfluoresceinu a UV lampy. [27, 28, 29, 30]

Separované analyty charakterizuje jejich retardacni faktor (Rr). Rr je bezrozmérna velicina,
nabyvajici hodnot 0 az 1. Hodnota Rr definuje pomér mezi vzdalenosti stiedu skvrny analytu
od startu a celkové vzdalenosti startu a ¢ela mobilni faze. Z hodnoty Rr tedy vyplyva, ze ¢im je
analyt definovan vys$im R, tim vy$§i ma afinitu k mobilni fazi a vyskytuje ve vetsi vzdalenosti

od startu nez analyt s niz§i hodnotou Rr. [27, 29]

Pro kvantitativni analyzu separovanych analytl lze vyuZit ptimé detekce jednotlivych skvrn
pouzitim skenovacich denzitometrti nebo neptfimou metodou, kdy je urcitd frakce vySkrabana
z desky, eluovana vhodnymi rozpoustédly a koncentrace analytu stanovena jinou analytickou

metodou. [29, 31, 32]

Celo A | emmmmmet Estery cholesterolu (ECH)

k| @D~ Triacylglyceroly (TG)

== Volné mastné kyseliny (VM)

b e===5—— (holesterol

- 1,3 Diacylglyceroly (DG
— 1,2 Diacylglyceroly (DG

™~ Monoacylglyceroly

Start ¥-¥ |- ™ Fosfolipidy (PL)

Obriazek 3: TLC jednotlivych lipidovych frakei [1]

1.5 Derivatizace

Derivatizace zahrnuje specifické chemické reakce, kterymi separované latky ziskévaji nové
vlastnosti. Diky témto ziskanym vlastnostem je mozné latku snaze identifikovat a stanovit.
Neékdy se provadi derivatizace proto, aby vlibec mohla byt urcitd latka separovana. Razné

metody chromatografie pozaduji rizné vlastnosti separovanych latek, a tudiz se derivatizacni

35



postupy lisi podle metody, druhu separované latky a biologické podstaty vzorku. Casto
se provadi blokovani polarnich funk¢nich skupin analytt, jako jsou -OH, -NH», -COOH atd.
Tato blokace ovlivituje a minimalizuje nezadouci vedlejsi interakce polarnich skupin analyt
v kolon¢ a vede ke zlepsSeni separacni Gc¢innosti. Polarni skupiny jsou, pomoci chemickych

derivatizacnich reakci, nejcastéji prevadény na methylestery, acetaty a silylethery. [30, 33, 34]

Dtivodem derivatizace separovanych latek v plynové chromatografii je zvyseni jejich t€kavosti
oproti ptvodnim latkdm. Mastné kyseliny se proto prevadéji na tékavejsi methylestery
(FAME). Bézn¢ se FAME pfipravuji kysele nebo bazicky katalyzovanou esterifikaci.
Pro bazickou esterifikaci se obvykle pouzivdi KOH nebo NaOH a pro kyselou HCI, BF;
a H>SOs. Reakce katalyzovanid bazi probihd za mirnych teplot a rychleji nez reakce
katalyzovana kyselinou, avsak baze nejsou schopny katalyzovat esterifikaci volnych mastnych
kyselin. BF3 a H2SO4 se pouzivaji k derivatizaci mén¢ ¢asto nez methanolickd HCI, protoze
HCl je relativné mirngjsi ¢inidlo, poskytuje kvantitativni vytézky, navic pii pouziti BF3 a HoSO4
ve vysokych koncentracich a pii vysokych teplotdich mizou vznikat nezddouci slouceniny
odvozené od mastnych kyselin. Kombinace BF3 s methanolickym NaOH je vysoce G€inna pfi
derivatizaci volnych mastnych kyselin, polarnich lipidd, triacylglyceroli i esteri cholesterolu.
K derivatizaci je mozné pouzit 1 dalsi €inidla, napf. trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH),

ktery ale vykazuje nedostate¢nou derivatizaci polynenasycenych mastnych kyselin. [33, 34]

1.6 Plynova chromatografie

Plynové chromatografie (GC) je analyticka a separacni metoda, kterd umoznuje separaci slozek
smési v ¢ase. Metoda je zalozend na rozdilné afinité zplynénych latek ke staciondrni fézi.
Je tedy mozné analyzovat jen ty latky, které jsou schopné piejit do plynného skupenstvi.
pevny sorbent nebo kapalina zakotvend nebo chemicky vazand na nosici. Volba staciondrni faze
zavisi na chemické podstaté separovanych latek. Mobilni fazi tvofi inertni nosny plyn,
ktery nema afinitu ke stacionarni fazi ani ke slozkam vzorku a zajist'uje transport latek kolonou.
V GC se Casto vyuziva technik s programovanim parametrii a multidimenzionalnich technik,

jako je teplotni gradient nebo zména pratokové rychlosti plynu. [30, 35, 36, 37]

Vzorek je manudlné nebo automaticky nadavkovan do davkovace, kde dojde ke zplynéni
analytd, které jsou déale unaSeny nosnym plynem na kolonu, kde dojde k jejich rozdéleni.

Po separaci v kolon¢ prochazi analyty s nosnym plynem detektorem, kde dojde na podkladé
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fyzikalné chemické reakce k tvorbé a vyslani signalu do vyhodnocovaciho softwaru. [35, 36,

37]

Sestava pro plynovou chromatografii se sklada ze zdroje nosného plynu, regulacnich systémi
pratoku, davkovaciho zafizeni, jednoho <¢i vice termostatl, kolony, detektoru
a vyhodnocovaciho softwaru. Vysledkem analyzy je chromatogram, ve kterém kazdy pik

reprezentuje jinou slozku ptivodni smési. [30, 35, 36]

1.6.1 Nosny plyn

V GC se vyuziva plyn jako zakladni médium, které¢ unéasi vzorek z davkovace pies kolonu
az k detektoru. Jako nosny plyn se vyuziva napt. helium, vodik, dusik nebo argon. Volba
nosného plynu zavisi na typu pouzitého detektoru, Cistoté, viskozité a hustoté, protoze vSechny
tyto vlastnosti ovliviiuji difuzi a prutok plynu kolonou. Plyny jsou skladovany v tlakovych
lahvich bez ptistupu kysliku. Nosny plyn musi byt vysoce Cisty, protoze i mala kontaminace
muze urcitym zplsobem reagovat se vzorkem ¢i kolonou. Tyto nezddouci reakce se vétSinou
projevi vyskytem faleSnych pikd, snizenou citlivosti nebo zvySenim Sumu detektoru. Proto je
nutné pouZzivat vysoce Cisté plyny nebo doplnit systém o sorpcni trapy zachycujici napft.

vlhkost, uhlovodiky a kyslik. [30, 35, 36, 37]

Pratok nosného plynu miize byt konstantni nebo programované se ménici. Priitok ovliviiuje jak
kvalitativni, tak kvantitativni analyzu latek. K nastaveni tlakti nosného plynu se vyuziva
dvoustupniovych nebo jednostupiiovych ventilt, pti¢emz dvoustupniové vykazuji presnéjsi

a stabilnéjsi regulaci. [30, 35]

1.6.2 Davkovaci zarizeni

Davkovaci zatizeni slouZi k pteneseni zplynéného vzorku do proudu nosného plynu. Nejcastcji
se vyuziva nastfikovy port nebo davkovaci ventil. Davkovaci ventily pouzivaji davkovaci
smycku, kterd se naplni vzorkem a pak se po pfepnuti ventilu pievede veskery obsah smycky
na kolonu. Nastfikovym portem prochazi nadavkovany vzorek z jehly pfimo na kolonu. Protoze
nasttikovy port nevyuziva davkovaci smycku, ale jde pfimo na kolonu, je jeho prostor vyhiivan
tak, aby doslo ke kvalitnimu zplynéni vzorku diive, nez ptijde na kolonu. Davkovacimi ventily
1 nastiikovymi porty Ize davkovat plynné i kapalné vzorky. Teplota nésttiku by méla byt asi

0 50 °C vyssi nez bod varu analyzované latky. [30, 35, 36]
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Vzorky se daji ddvkovat manudlné i automaticky. Davkovany objem je obvykle 0,1 - 10 pl.
Davkovace mohou byt odpafovaci nebo neodpafovaci. Mezi odpafovaci patii napf.
Split/splitless davkovac. Mod Split predstavuje proces, kdy je vzorek nadavkovan piimo
do horké zony, dojde k jeho rychlému odpateni a smichd s nosnym plynem. Dale se rozd¢li
na dvé Casti, pficemz pro vlastni analyzu je pouzita mensi ¢ast (0,1 - 10 %) a zbytek je odveden
do odpadu. Tuto metodu pak vyjadiuje tzv. Splitovaci pomér. Vyuziva se u vzorkii s vysokou
koncentraci analyzovanych komponent. Volba zpusobu davkovani zavisi na pozadavcich

analyzy. [30, 35]

1.6.3 Termostat
Termostat zajiSt'uje udrzeni urcité teploty, aby zplynéni vzorku a analyza probihala konstantn¢.
VétsSinou méa chromatograf samostatné termostaty davkovace a kolony. Termostat kolony

zaujima nejvetsi prostor chromatografu. [35, 37, 38]

1.6.4 Kolona

V kolon¢ dochazi k separaci slozek smési na zéklad¢ rizné afinity analytl ke stacionarni fazi
v koloné. Kolony pouZivané v plynové chromatografii miiZzou byt napliové nebo oteviené
kapilarni, kdy stacionarni faze je zakotvena na sténach kapilary. Napliové kolony jsou vétSinou
dlouhé od desitek centimetrii aZ po nékolik metri a jsou plnéné chromatografickou naplni
s priuméerem ¢astic 100 - 250 um. Kolony jsou vyrobeny ze skla nebo oceli. Oteviené kapilarni
kolony jsou vyrobeny ze skla nebo taveného kiemene a potazené polyimidem. Stacionarni faze
je rozprostiena po vnitini strané stén kapilary, kdy vrstva miva vysku 0,1 - 10 um. Podle
charakteru nanesené stacionarni faze rozliSujeme tfi zplisoby pokryti vnitini stény kapilary:
kapalny polymer na vnitini sténé¢ kapilary (WCOT), kapalny polymer zakotveny na nosici
zachyceném na vnitini sténé kapilary (SCOT) a absorbent zachyceny na sténé kapilary
chemickou vazbou (PLOT). Délka kapilarnich kolon se pohybuje od 15 do 100 m a jeji pramér
je 0,1 — 0,7 mm. Kapilarni kolony maji obecné¢ vyss$i Gc€innost a rozliSuji vétsi pocet

separovanych latek. [30, 35, 36, 37, 39]
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1.6.5 Detektory

Proud nosného plynu obsahujici separované analyty je z kolony veden na detektor. Detektory,
které se vyuzivaji v GC, se voli podle druhu stanovované latky a podle nosného plynu. Zakladni
funkce je ovSem stejna. Pokud detektorem prochazi Cisty nosny plyn, je generovan stabilni
elektricky signal — zakladni linie. KdyZ prochéazi detektorem stanovovany analyt, elektricky
signal se méni, vznikd chromatograficky pik. Dulezitymi vlastnostmi detektorti pouzivanych

v GC analyze je stabilita signalu v Case, citlivost a rychla odezva na zménu slozeni nosného

plynu se vzorkem. [30, 35, 36, 37]

Detektory mohou byt destruktivni i nedestruktivni. Jednim z univerzalnich nedestruktivnich
detektorii je tepeln¢ vodivostni detektor (TCD), ktery vyuziva rozdili zmén elektrického
odporu mezi mérnou a referencni celou. Rozdil v tepelné vodivosti je umérny koncentraci
stanovovaného analytu. DalSim ¢asto vyuzivanym detektorem je plamenovy ioniza¢ni detektor
(FID). FID detektor je destruktivni a je schopen stanovit t¢émét vSechny latky, které je mozné
spalit. Principem analyzy je, ze eludt vychazejici z kolony je spalen v plameni, dojde
k chemicko-ionizacni reakci a v dusledku pfitomnosti analytu se méni prochazejici proud mezi
dvéma elektrodami. FID poskytuje odezvu téméf na vSechny organické latky. Na stejném
principu funguje i termoioniza¢ni detektor (TID), ktery je selektivni pro slouc¢eniny obsahujici

dusik a fosfor. [30, 35]

Mezi dal§i pouzivané detektory patii napi. plamenovy fotometricky detektor, detektor
elektronového zachytu, ktery je selektivni zejména pro halogeny, nebo heliovy ionizacéni
detektor. Dale se také vice Cast&ji vyuziva spojeni plynové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii, a to jak klasické, tak tandemové. [30, 40]

1.6.6 Charakteristiky z chromatogramu

Kazdy zobrazeny pik na chromatogramu reprezentuje jinou slozku ptivodni smési, které jsou
oddélené zakladni Carou. Separované analyty charakterizuje jejich reten¢ni cas (tr), ktery se
nachazi na ose x. Hodnota tr definuje ¢as, kdy urcity analyt projde kolonou. Z hodnoty tr tedy
vyplyva, Ze ¢im ma analyt vyssi afinitu ke stacionarni fazi, tim ma vys$si hodnotu tr a tim pozdéji

eluuje z kolony. Na ose y je odezva detektoru. [30, 35, 36, 37]

Plynovd chromatografie slouzi k oddé€leni slozek pfitomnych ve vzorku a také k jejich
kvantitativnimu a kvalitativnimu stanoveni. Hlavni kvalitativni charakteristikou plynové

chromatografie je retenni Cas (tr) a hlavni kvantitativni charakteristikou je plocha
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chromatografického piku ¢i vyska piku (w). Tyto parametry muzeme vyhodnotit

z chromatografického zaznamu. [30, 35, 36, 37]

Stanoveni MK se nejcastéji provadi metodou GC s pouzitim kvalitnich kapilarnich kolon,
pfipadné jejim spojenim s hmotnostni spektrometrii. Nejdiive vSak musi dojit k derivatizaci

samotnych mastnych kyselin a k rozdé€leni do jednotlivych lipidovych frakei. [30, 37]

1.6.7 Trend spojeni plynové chromatografie s MS analyzou

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem ve funkci detektoru nabizi
vyhody a pokrok v analyze riznych druhi metabolit. Jedna se o pomérné robustni metodu,
schopnou s vysokou ptesnosti identifikovat a kvantifikovat analyzované latky.
Reprodukovatelné vzorce molekularni fragmentace ztéto metody délaji jednu
z nejspolehlivéjSich nastroji pro studium metabolomt. Opét je mozné stanovovat jen tékavé

analyty, ale tento problém se fesi derivatizaci zkoumanych latek tak jako v prosté GC analyze.

[38, 40]

Latky separované na GC koloné proudi ptes vyhiivanou spojku, kterd udrzuje analyty
v plynném stavu, do ioniza¢niho zdroje MS. Ionizované fragmenty analyti putuji dale
k hmotnostnimu analyzdtoru, kde jsou analyzovany podle svého poméru m/z. Detektory
pouzivané v GC analyze ve valné vétSin€ pracuji za atmosférického tlaku, zatim co MS analyza
za podstatné snizeného tlaku. Pfevodem separovanych latek z GC detektoru do MS dochazi
ke zkracovani reten¢nich ¢asti analytti z divodu snizeného tlaku na GC detektoru kvuli spojeni

s MS. [38, 40]

Vystupem GC-MS analyzy je chromatogram a hmotnostni spektrum, kdy chromatogram
poskytuje informace o kvantit¢ analyzované latky a hmotnostni spektrum o kvalitativni

charakterizaci stanovovaného analytu. [38, 40]
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo, pomoci plynové chromatografie, stanovit koncentrace
vybranych mastnych kyselin plazmy v izolovanych lipidovych frakcich pacientii trpici
adrenoleukodystrofii, ziskand data statisticky vyhodnotit a porovnat jednotlivé naméiené
koncentrace s kontrolni skupinou zdravych jedinci. Analyza byla provedena se zaméienim
na tzv. minoritni mastné kyseliny jako je napi.: kyselina myristova, sapinova nebo
eikosapentaenova. Snahou bylo zjistit, zda by se i tyto mastné kyseliny daly pouzit jako dalsi

biochemické markery pro diagnézu adrenoleukodystrofie.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1

3.1.2

Pristroje

Plynovy chromatograf (Agilent Technologies 7890A GC Systém, Santa Clara,
Kalifornie USA)

Kolona HP-88 (100 m x 0,250 mm x 0,20 pum, teplotni limit 50 °C-250 °C, pro d¢leni
methylestert mastnych kyselin), (AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara,
Kalifornie USA)

Termoblok (Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring Module a odpafovaci zatizeni,
model 18971 a 18821), (THERMOSCIENTIFIC, Asheville, Severni Karolina USA)
Centrifuga MPW-340 (MECHANYKA PRECYZNA, Polsko)

Vortex typ Reax top (HEIDOLPH INSTRUMENTS GMBH & CO. KG, Schwabach,

Némecko)

Pomiicky

Chromatografické desky TLC Silica gel 60 Glass plates 20x20 cm (MERCK, 642 71
Darmstadt, Némecko)

Lampa UV 240 (A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburg, Némecko)

Magneticka michadla 10x6 mm (P-LAB, Praha, Ceska republika)

Zkumavky Pyrex s teflonovym tésnénim (BARLOWORLD SCIENTIFIC GROUP
LIMITED Staffordshire, Velka Britanie)

Chromatografické vialky s pryZovym septem, typ 5188-6599 (AGILENT
TECHNOLOGIES, 5301 Santa Clara, Kalifornie USA)

Inserty do chromatografickych vialek, typ 8010-0132 (AGILENT TECHNOLOGIES,
Santa Clara, Kalifornie USA)

Desaga spray gun (Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer) (Desaga Gmbh D-690
Heidelberg, Némecko)

Chromatografické vana

Automatické pipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko), (100, 250, 500, 1000 ul)
Sklenéné pipety (1, 5, 10 ml)

Pasteurovy sklenéné kapilary

Kadinky, odmérné vélce, zkumavky, stojanky na zkumavky, Spachtle
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3.2
3.2.1

3.2.2

3.23

Chemikalie a dalSi material

Deproteinacni roztok

2-propanol, p.a., ® = 99,95 %, Mr = 60,1 g/mol, p = 0,78 g/cm’, arze: PP/2017/02567
(Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

n-heptan, p.a., ® = 98,25 %, Mr = 100,21 g/mol, p = 0,68 g/cm3, SarZze:
PP/2010/14672 (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

kyselina orto-fosforecna, p.a., ® = 85 %, Mr =98 g/mol, p = 1,7 g/cm3, cislo Sarze:

1801230113 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

Mobilni faze TLC

n-hexan, p.a., ® = 99 %, Mr = 86,18 g/mol, p = 0,659 g/cm?, Jarze: 2703070322
(PENTA, Praha 6, Ceska republika)

diethylether, p.a. nestabilizovany, o = 99,7 %, Mr = 74,12 g/mol, p = 0,714 g/cm?,
Sarze: 2611091121 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

kyselina octova p.a., ® = 99 %, Mr = 60,05 g/mol, p = 1,050 g/cm>, Jarze:
1907280714 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

DalSi chemikalie

methanol, p.a., ® = 99,98 %, Mr = 32,04 g/mol, p = 0,79 g/cm?, Sarze: 2612171221
(PENTA, Praha 6, Ceska republika)

toluen, p.a., ® = 99,28 %, Mr = 92,14 g/mol, p = 0,87 g/cm?, $arze: PP/2021/08282
(Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

chloroform, p.a., stabilizovany, 1 % ethanol, ® = 99,8 %, Mr = 119,38 g/mol,

p = 1,447 g/cm?, Sarze: 2204030417 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)
acetylchlorid, ® = 98 %, Mr = 75,5 g/mol, p = 1,104 g/cm?, $arze: STBK 1935
(SIGMA-ALDRICH Steinheim, Némecko)

uhli¢itan draselny, p.a., ® = 99,7 %, Mr = 138,21 g/mol, p = 1,447 g/cm3,

Sarze: 2608030821V (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

plazma — standard pro TLC
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3.2.4 Detekcni ¢inidlo
e 2,7-dichlorfluorescein, Mr = 401,2 g/mol, p = 1,050 g/cm?, $arze: D6665-5G
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Némecko)

3.2.5 Standard pro GC

e kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova (Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko)

3.2.6 Tlakové lahve
e dusik N2, 4.0, UN 1066 (Linde Gas a.s., Praha 9, Ceska republika)
e helium He, 5.0, UN 1046 (Linde Gas a.s., Praha 9, Ceska republika)
e vodik Ho, 5.0 > 99,999 (Linde Gas a.s., Praha 9, Ceska republika)
e  kyslik O, 20% (zbytek dusik), UN 1956 (Linde Gas a.s., Praha 9, Ceska republika)

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Analyzované vzorky

Vzorky plazmy pacientli s adrenoleukodystrofii, které byly analyzovany v této diplomové
praci, byly poskytnuty Lékatskou fakultou Univerzity Tiibingen v Némecku. Zpracovani
vzorkd probéhlo v souladu s pfedpisy etické komise a vSichni vybrani pacienti podepsali
informovany souhlas s odbérem zilni krve pro védecké a studijni ucely. Celkem bylo
analyzovano 10 vzorkl pacientli s diagnézou adrenoleukodystrofie a 11 vzorkli zdravé
kontroly. Plazma byla z plné Zilni krve ziskana centrifugaci, uchovavana pii -20 °C a pfevezena

na Fakultu chemicko-technologickou Univerzity Pardubice, kde byly vzorky zpracovavany.

3.3.2 Priprava standardi a kalibrace

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky bylo pouZito 5 roztoki, které vznikly smichanim natfedénich
standardli vybranych mastnych kyselin. Ke kazdému roztoku bylo pfidano 4 ml methanolu.
Smés byla ditkladné zvortexovana a do zkumavek napipetovano 0, 50, 100, 200 a 400 pl.
Po odpatfeni do sucha byl odparek rozpustén v 500 pl poolové plazmy a ptidano 2,5 ml
deproteinacniho roztoku, ktery byl pfipraven smichdnim 2-propanolu, n-hexana a 2 M H3PO4
v poméru 40:20:1. Smés byla 10 minut inkubovana v laboratofi, promichana a byl k ni ptidan

I ml vnitiniho standardu o koncentraci 10 umol/l a 1,5 ml destilované vody. Smés byla opét
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promichéna a nasledné centrifugovéna po dobu 10 minut pfi 3000 ot/min. Horni organicka
vrstva byla odpipetovana do pripravenych zkumavek a odpafena do sucha. Dale byla provedena
metoda TLC (viz. kapitola 3.3.4). Pro kalibra¢ni kiivku byla pouzita pouze frakce volnych

mastnych kyselin.

3.3.3 Extrakce lipidii a denaturace proteint

Do koénickych zkumavek bylo pipetovano 500 pl vzorku séra nebo standardu a ptidano 2,5 ml
deproteinacniho roztoku o slozeni 2-propanol, n-hexan a 2 M H3PO4 (40:20:1). Smés byla
promichana na vortexu a 10 min kondiciovana pii laboratorni teploté. K obsahu ve zkumavce
byl pfidan 1 ml smési toluen:methanol (4:1) a 1,5 ml destilované H>O. Smés byla promichana
na vortexu a nasledné centrifugovana po dobu 10 min pfi 3000 ot./min. Horni organicka vrstva

byla odpipetovéana do ¢isté zkumavky a v digestofi odpaiena do sucha pod proudem dusiku.

3.3.4 Separace metodou TLC

a) Priprava chromatografické desky

Meékkou tuzkou byly na chromatografické desce vyznaceny jednotlivé dréhy, celo, start
a okraje. Start byl oznacCen ve vzdalenosti 2,5 cm od spodni hrany desky, ¢elo ve vzdalenosti
1 cm od horniho hrany desky a bo¢ni okraje ve vzdalenosti 1 cm od pravé i levé hrany desky.

Vyznacena plocha desky byla rozdélena do Sesti drah Sirokych 3 cm.

b) Ptiprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml 98%
kyseliny octové. Smés byla pielita do chromatografické vany, kde byla ponechdna

30 az 40 minut pied vloZzenim desky, aby parami nasytila prostor chromatografické vany.

¢) Vlastni TLC

K odparku bylo ptiddno 75 pl smési chloroform:methanol (2:1) a sklenénymi Pasteurovymi
pipetami postupné¢ nanesen cely objem péti vzorkli a standardu na startovaci Caru

chromatografické desky. Vzorky byly na desku nanaSeny tak, aby nedoslo k poskozeni jejiho
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povrchu, coz by mohlo ovlivnit migraci jednotlivych slozek. Kazdy vzorek byl nandSen na start
cca v Sesti vrstvach kratkymi tahy do stfedu drahy. Poté byly zkumavky vyplachnuty 25 pl
smési chloroform:methanol (2:1) a postup nandseni zopakovan. Standard naneseny do Sesté
drahy je nezbytny k identifikaci jednotlivych frakci vzorkl. Zaschnutd chromatograficka deska
byla vloZzena do chromatografické vany, dokud mobilni fize nedoséhla startovaci linie.
Poté byla vyndana z vany ponechana znovu na zaschnuti. Po zaschnuti byla deska opét vlozena
do chromatografické vany a byla vyvijena, dokud mobilni faze nedosahla vyznacené linie cela.
Po dosazeni mobilni faze k ¢elu desky, byla deska vyjmuta z vany a susena v digestofi. Timto
procesem byly separovany frakce fosfolipidt (PL), diacylglycerolti (DG), cholesterolu, vyssich
mastnych kyselin (VM), triacylglycerolt (TG) a estert cholesterolu (ECH).

d) Detekce frakei

V oblasti drahy standardu byl na chromatografickou desku rovnomérné rozprasen

2,7,-dichlorfluorescein. Pro zviditelnéni jednotlivych frakei byla pouzita UV lampa.

e) Izolace jednotlivych frakci

Podle standardu byly mékkou tuzkou oznaceny jednotlivé frakce v ostatnich drahéach tak,
aby od horniho 1 dolniho okraje skvrny zbyvalo cca 0,5 cm. Oznafend jednotliva pole byla
vySkrdbana z chromatografické desky do pyrexovych zkumavek s vickem s teflonovym

t€snénim.

3.3.5 Derivatizace, prevedeni na methylestery

Do zkumavek s vySkrdbanymi frakcemi byl pfiddn 1 ml interniho standardu pro GC
o koncentraci 10 pg/ml, 1 ml smési toluen:methanol (4:1) a magnetické michatko. Déle bylo
ke vzorkiim ptidano 200 pl acetylchloridu, ktery byl pouzit jako katalyzator esterifikace.
Zkumavky byly pevné€ uzavieny a vloZeny do magnetického termobloku, vyhtatého na 100 °C
a po dobu 1 hodiny probihala esterifikacni reakce. Po uplynuti reakéni doby byly zkumavky
vytemperovany na laboratorni teplotu stanim v digestofi. Neutraliza¢ni reakce byla provedena
pfidanim 5 ml 6% roztoku K>,CO3. Smés byla po dobu dvou minut intenzivné protfepavana

a nasledné centrifugovana 10 min pii 3000 ot./min. Horni organickd faze byla odpipetovéana
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a odpatena do sucha v digestofi pod proudem dusiku. K odparku bylo pfiddno 100 pl smési
methanol:toluen (1:4). Smés byla promichdna na vortexu a pfepipetovana do

chromatografickych vialek s insertem, které byly uzavieny vickem s pryzovym septem.

3.3.6 Separace metodou GC
Vialky se vzorky byly vyrovnany do karuselu plynového chromatografu Agilent Technologies

7890A s plamenové ioniza¢nim detektorem a byl nastaven teplotni program:

e Pocatecni teplota: 130 °C po dobu 1 min
e Teplotni gradient:
0 2 °C/min do teploty 176 °C po dobu 2 min

o 1 °C/min do teploty 186 °C po dobu 1 min
0 0,2 °C/min do teploty 190 °C po dobu 1 min
o 1 °C/min do teploty 220 °C po dobu 4 min

Celkovy cas analyzy jednoho vzorku byl 92 minut a méfeni probihalo v modu split v poméru

10:1.

3.3.7 Analyza vysledki

K identifikace jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku byly vyuzZity retencéni casy
methylestert. mastnych kyselin standardniho roztoku. Veskeré chromatogramy byly
integrovany v programu GC Chem32/CORA. Konec¢né koncentrace jednotlivych mastnych
kyselin byly ziskany pfepoctem na interni standard, pomoci vypocetniho programu Microsoft

Office Excel a Statistica 14.
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4 VYSLEDKY

4.1 Soubor pacienti a zdravych kontrol

Pacienti, jejichz plazma byla analyzovéna v této diplomové praci, trpi adrenoleukodystrofii
v rizném stadiu nemoci a projevuji se u nich rizné symptomy. U vSech pacientli bylo
provedeno stanoveni koncentrace mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem a stanoveni
jejich pomért podle standardnich laboratornich postupti. TotéZ bylo provedeno u zdravych

kontrolnich jedinci.

4.2 Stanovované mastné kyseliny

V této diplomové praci byl identifikovan panel 40 riznych MK, mezi které patii skupina LCFA,
do které se fadi napt. kyselina myristova (14:0), palmitova (16:0) a sterarova (18:0), které maji
vyznamny aterogenni a trombogenni potencidl. Dale VLCFA, do které patii napt.: kyselina
arachovad (20:0), behenovéa (22:0) a cerotova (24:0), které jsou obsazeny v méfitelnych
koncentracich u pacientd s vrozenymi metabolickymi poruchami jako je pravé
adrenoleukodystrofie. Z MUFA s cis konformaci jsem se zaméfila na kyselinu olejovou (18:1
n-9), palmitoolejovou (16:1 n-7) a nervonovou (24:1 n-9). Z trans MUFA pak na kyselinu
vakcenovou (18:1 n-9t), kterd predstavuje vyssi aterogenni riziko. Z PUFA jsem se zamé&fila
na fadu o-3 a @-6 mastné kyseliny, které maji vyrazny antiaterogenni a antitromboticky G¢inek,
ktery je dan jejich celkovym plisobenim na koncentraci lipoproteintl. Z -6 se jedna o kyselinu
linolovou (18:2 n-6) a jeji metabolické produkty jako je y-linolenova (18:3 n-6) a arachidonova
(20:4 n-6). Dale na minoritni kyselinu dokosapentaenovou (22:5 n-6). Omega-6 MK kyseliny
jsou obecné schopné snizovat koncentraci cholesterolu. Z -3 jsem zkoumal kyselinu
linolenovou (18:3 n-3) a jeji metabolické produkty jako je eikosapentaenova (20:5 n-3),
dokosahexaenova (22:6 n-3) a dokosapentaecnova (22:5 n-3), u kterych jejich vyssi pocet
dvojnych vazeb zvySuje pravdépodobnost lipoperoxidace. PUFA n-3 vykazuji
imunomodulacni aktivitu, kterd souvisi s jejich schopnosti potlacovat aktivaci T-lymfocytu.
Také jsem se =zabyvala methylovanymi mastnymi kyselinami jako kyselina

12-methyltridekanova (12M-13:0) nebo 16-methylheptadekanova (16M-17:0). [1, 2]

Primérné hodnoty koncentraci jednotlivych kyselin patologickych vzorki a kontrolnich vzorkt
jsou udavané v umol/l a byly urceny jejich smérodatné odchylky. Statisticky vyznamné zmény
koncentrace jednotlivych MK se nachazeji pouze v ptipad¢€, ze hodnota hladiny p je mensi nez

0,05.
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4.3 Minoritni mastné Kyseliny

Po stanoveni panelu mastnych kyselin a porovnani jejich koncentraci se zdravymi kontrolami
jsem vybrala 8 tzv. minoritnich mastnych kyselin, které se svymi koncentracemi liSily
u pacientll s adrenoleukodystrofii a zdravymi jednici ve vSech nebo alespon ve tiech lipidovych
frakcich. U téchto MK ptfedpokladame, ze by mohly mit urcitou spojitost s timto onemocnénim

a jejich urCovani by mohlo byt také pouzitelné pti diagnostice.

Konkrétné se jednd o: a) kyselinu myristovou (14:0), b) kyselinu pentadekanovou (15:0), ¢)
kyselinu sapienovou (16:1 n-10), d) kyselinu cis palmitoolejovou (16:1 n-9), e) kyselinu cis
vakcenovou (18:1 n-7), f) kyselinu oktadekadienovou (18:2 — 9Z, 11E) g) kyselinu
oktadekadienovou (18:2 — 10Z, 12Z) a h) kyselinu eikosapentaenovou (20:5 n-3).

4.4 Kyselina myristova (14:0) a jeji hodnoty

Pti porovnani namétenych dat kyseliny myristové jsem zjistila, Ze jeji koncentrace je v§eobecné
zvySena u pacientil s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole ve vSech frakcich viz. Graf 1.
Zvysenou hodnotu koncentrace u patologické skupiny potvrzuje 1 celkové vyssi hodnota
v plazmé pacientl s ALD viz. Graf 1 (Plazma). Zd4 se, Ze kyselina myristova se kumuluje
ptevazné v TG frakci viz. Graf 1 (TG), ale kviili vysoké odchylce zprimérovanych hodnot
koncentraci a vySsi hodnoté hladiny p viz. Graf 2 (TG), neni zcela jisté, zda to Ize s urcitosti
potvrdit. Koncentrace v dalSich frakcich je cca srovnatelnd a ze statistického hlediska je
pfitomna signifikantni zména u nemocnych oproti kontrolni skupin€ ve vSech frakcich kromé

frakce TG a celkové plazmy viz. Graf 2.
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Graf 1: Hodnoty kyseliny myristové
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Graf 3: Statistika kyseliny myristové
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Graf 4: Statistika kyseliny myristové - pokracovani

4.5 Kyselina pentadekanova (15:0) a jeji hodnoty

Porovnani namétfenych dat kyseliny pentadekanové ukazalo, Ze jeji koncentrace je vSeobecné

signifikantné snizend u pacientll s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole ve vSech

frakcich, viz. Graf 3 a Graf 4, krom¢ TG, kde je jeji koncentrace naopak statisticky vyznamneé

zvySena viz. Graf 4 (TG). SniZzenou hodnotu koncentrace u patologické skupiny vykazuje

i celkove nizsi hodnota v plazmé pacienti s ALD viz. Graf 4 (Plazma), ale tato zména vSak neni

signifikantni.
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Graf 5: Hodnoty kyseliny pentadekanové
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Graf 6: Statistika kyseliny pentadekanové
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4.6 Kyselina sapienova (16:1 n-10) a jeji hodnoty

Zkoumani naméfenych dat kyseliny sapienové ukézalo, ze jeji koncentrace je vSeobecné
signifikantné zvySend u pacienti s adrenoleukodystrofii oproti kontrolni skupiné ve vSech
frakcich viz. Graf 5 a Graf 6. ZvySenou hodnotu koncentrace u patologické skupiny vykazuje
1 celkové vyssi hodnota v plazmé pacienti s ALD viz. Graf 1 (Plazma). Tato zména ale neni
statisticky vyznamna viz. Graf 6 (Plazma). Signifikantni vysledky naznacuji, ze kyselina
sapienova se kumuluje ptevazné v TG a ECH frakci viz. Grat'5 (TG, ECH) a Graf 6 (TG, ECH).

Nejnizsi koncentraci vykazuje kyselina sapienova v DG frakci viz. Graf 5 (DG).
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Graf 7: Hodnoty kyseliny sapienové
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Graf 9: Statistika kyseliny sapienové

55




100

oo
=

60

40

Kyselina sapienova (K)

150

ina sapienova-Kyselina sapienova (K)- y=453305 +0,1021%
Kyselina sapienové:Kyselina sapienova (K): v =-7,8338 + 1.0613*x; L vae(;%;;zp‘enf\éaﬁé;éh{lis;%t]e;?a(K)' F R
£=0,9780; p=0,00000; £ = 0,9564 SE e
100 2
% s
" Plazma
g w
b
O A I i 1
i
E 0
g 60 "
_?:’J! _____7_______7______,
| e e 2
0
%o
40 5
30 - 8
F g
20 - -
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Kyselina sapienova Kyselina sapienovd

Graf 10: Statistika kyseliny sapienové - pokracovani

4.7 Kyselina cis palmitoolejova (16:1 n-7) a jeji hodnoty

Hodnocenim ziskanych dat kyseliny cis palmitoolejové jsem urcila, Ze jeji koncentrace je

statisticky vyznamné zvysena u pacientl s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole, a to ve

vSech frakcich, kromé TG viz. Graf 7 a Graf 8. ZvySena hodnotu koncentraci u patologické

skupiny, ve stanovovanych frakcich, koreluje se zvySenou celkovou koncentraci kyseliny

cis palmitoolejové v plazmé pacientii viz. Graf 7 (Plazma), ktera ale neni signifikantni

A4

viz. Graf 8 (Plazma). Nejvyssi

hodnotu koncentrace vykazuje ECH frakce viz. Graf 7 (ECH).

Naopak nejnizsi hodnoty koncentraci se nachdzeji v DG frakci viz. Graf 7 (DG).
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Graf 11: Hodnoty kyseliny cis palmitoolejové
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Graf 12: Hodnoty kyseliny cis palmitoolejové - pokracovani
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Graf 13: Statistika kyseliny cis palmitoolejové
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Graf 14: Statistika kyseliny cis palmitoolejové - pokracovani

4.8 Kyselina cis vakcenova (18:1 n-7) a jeji hodnoty

Pfi porovnani namétenych dat kyseliny cis vakcenové vysledky ukazaly, Ze jeji koncentrace je

signifikantné¢ zvySena u pacientil s adrenoleukodystrofii oproti kontrolni skupiné¢ ve vSech

frakcich, kromé TG frakce viz. Graf 9 a Graf 10. ZvySenou hodnotu koncentrace u patologické

skupiny potvrzuje i celkové vyssi hodnota v plazmé pacienti s ALD viz. Graf 9 (Plazma),

kterd ale neni signifikantni viz Graf 10 (Plazma). Zda se, Ze kyselina cis vakcenova se kumuluje

prevazné v TG frakci, tato zména vSak neni statisticky vyznamna viz. Graf 10 (TG), proto to

nelze s urcitosti zcela potvrdit. Také PL a ECH frakce ukazuji zvySené hodnoty viz. Graf 9 (PL,

ECH).
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Graf 15: Hodnoty kyseliny cis vakcenové
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Graf 16: Statistika kyseliny cis vakcenové
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4.9 Kyselina oktadekadienova (18:2 — 9Z, 11E) a jeji hodnoty

Porovnani ziskanych dat kyseliny oktadekadienové ukazalo, ze jeji koncentrace vykazuje
statisticky vyznamné zvysené hodnoty u pacientti s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole
ve frakcich PL, DG a ECH viz. Graf 11 a Graf 12. Ve frakci VM je jeji koncentrace naopak
signifikantn¢ snizend viz. Graf 11 a Graf 12. ZvySena hodnota koncentrace u patologické
skupiny se vyskytuje i v celkové plazmé pacientli s ALD, ale neni vSak signifikantni viz.
Graf 11 (Plazma) a Graf 12 (Plazma). Pravdépodobné se kyselina oktadekadienova kumuluje
ptevazné v ECH a TG frakci, ovSem statisticky vyznamné jen v ECH frakci viz. Graf 11 (TG,
ECH) a Graf 12 (ECH). Nejnizsi koncentrace se vyskytuji v DG frakci viz. Graf 6 (DG).
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Graf 17: Hodnoty kyseliny oktadekadienové
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Graf 18: Hodnoty kyseliny oktadekadienové - pokracovani
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Graf 20: Statistika kyseliny oktadekadienové - pokracovani

4.10 Kyselina oktadekadienova (18:2 — 10Z, 12Z) a jeji hodnoty

Zkoumani namétenych dat kyseliny oktadekadienové ukazalo, ze jeji koncentrace je statisticky
vyznamn¢ zvySena u pacientl s adrenoleukodystrofii oproti kontrolni skupiné ve vSech frakcich
viz. Graf 13 a Graf 14. ZvySena hodnota koncentrace kyseliny oktadekadienové u patologické
skupiny se vyskytuje i v celkové plazmé, kde vSak tato hodnota neni signifikantni viz. Graf 13
(Plazma) a Graf 14 (Plazma). Signifikantni vysledky naznacuji, Ze kyselina oktadekadienova
se kumuluje ptevazné v TG frakci viz. Graf 13 (TG) a Graf 14 (TG). Koncentrace v dalSich

frakcich je cca srovnatelna.
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Graf 21: Hodnoty kyseliny oktadekadienové (Z)
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Graf 24: Statistika kyseliny oktadekadienové (Z) - pokracovani

4.11 Kyselina eikosapentaenova (20:5 n-3) a jeji hodnoty

Vysledky ziskanych dat kyseliny eikosapentaenové poukazuji na signifikantné zvySené
koncentrace u pacientt s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole, a to ve vSech frakcich
viz. Graf 15 a Graf 16. ZvySena hodnota koncentrace kyseliny eikosapentaenové u patologické
skupiny je ptfitomna i v celkové plazmé, tato hodnota vSak neni signifikantni viz. Graf 15
(Plazma) a Graf 16 (Plazma). Nejvyssi hodnotu koncentrace vykazuje PL frakce,

naopak nejniz8i hodnoty koncentraci se nachazeji v DG frakci viz. Graf 15.
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S DISKUZE

Predmétem diplomové préace bylo stanoveni koncentraci vybranych tzv. minoritnich mastnych
kyselin plazmy v izolovanych lipidovych frakcich pacienti trpici adrenoleukodystrofii
a porovnat je s hodnotami koncentraci kontrolnich zdravych jedinct. Analyzy byly provedeny
metodou plynové chromatografie. Konkrétné se jednalo o kyselinu myristovou (14:0), kyselinu
pentadekanovou (15:0), kyselinu sapienovou (16:1 n-10), kyselinu cis palmitoolejovou
(16:1 n-9), kyselinu cis akcenovou (18:1 n-7), kyselinu oktadekadienovou (18:2 — 9Z, 11E),
kyselinu oktadekadienovou (18:2 — 10Z, 12Z) a kyselinu eikosapentaenovou (20:5 n-3). Snazila
jsem se zjistit, zda by se i tyto mastné kyseliny daly pouzit jako dal$i biochemické markery pro

diagnostiku adrenoleukodystrofie.

Profil zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych tkanich je za fyziologickych podminek uréen
prevazné geneticky. Je vSak ovliviiovan dietnimi navyky jedince, plisobenim hormonti a dalSimi
faktory, kterymi mtize byt napt. infekce, ptitomnost onemocnéni nebo fyzikalni vlivy prostredi.
Tyto faktory ovliviiuji aktivity enzymi jako jsou desaturdzy a elongazy, které maji zasadni vliv
na konecné sloZeni obsahu mastnych kyselin. Nékterd onemocnéni maji charakteristicky vliv
na zménu sloZeni profilu MK. Naptiklad zanét, oxida¢ni stres a poruchy metabolismu jako je
metabolicky syndrom nebo diabetes mellitus 2. typu se vétSinou projevuji zvySenym obsahem
nasycenych mastnych kyselin jako je zkoumana kyselina myristova (14:0) a snizenym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin. Pro metabolicky syndrom je také typické zvySené
koncentrace kyseliny palmitoolejové, kterd je markerem liponeogeneze a byla také stanovovana
v této diplomové praci. SloZzeni PUFA v plazmatickych lipidech a bunéénych membranach
vyrazné ovlivituje biologické funkce bunék, organti az celého organismu. PUFA vyrazné
ptispivaji k fluidit¢ bunéénym membran a tim zasahuji do funkce membranovych proteint
jako jsou rtizné receptory, transportéry nebo enzymy. Zmény ve slozeni MK miZzou tedy

ovlivilovat vnimavost organismu na rtizné patologické podnéty. [41, 42]

vvvvvv

adrenoleukodystrofie, ale byly stanovovany u rGznych dalSich onemocnénich jako jsou

kardiovaskularni onemocnéni, autoimunitni choroby nebo rakovinové zvraty.

Kyselina myristova, je nasycena mastna kyselina se 14 atomy uhliku (14:0), ktera obvykle tvoti
jen malou ¢ast (0,5 % az 1 %) z celkového obsahu mastnych kyselin v Zivoc¢isnych tkanich.
Proto jeji specifické vlastnosti a funkcni role nebyly zatim plné prostudovany a popsany.

Jednim z charakteristickych znakt kyseliny myristové je jeji schopnost tzv. N-terminalni
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myristolace, ktera predstavuje schopnost kyseliny myristové kovalentné se vdazat
na N-termindlni glycinovy zbytek eukaryotickych a virovych proteint. Prostfednictvim této
reakce miize kyselina myristova aktivovat mnoho fyziologickych drah. Jednou znich je
schopnost regulace aktivity savCich desaturaz. Nedavné studie zjistily, ze kyselina myristova
pusobi jako aktivator A6 desaturdzy PUFA a samotna kyselina myristova je substratem
nékterych desaturaz mastnych kyselin. Také ptisobi jako regulator desaturace dihydroceramidu
na ceramid, ktery se vyskytuje v mozkové tkani a hraje dulezitou roly pii metabolismu
sfingolipidt. Spole¢né s dal§imi nasycenymi MK je 1 ona spojovana s negativnimi disledky pro

lidské zdravi. [42]

Kyselina myristova piedstavuje zajimavy biomarker, ktery je mozné pouzit v diagnostice
riznych chorob. Soucasné vyzkumy se zaméfuji na jeji stanoveni u pacientil se syndromem
systémové zanétlivé odpovedi a u pacientii v pribéhu sepse. Také je vyuzivana jako marker
v souvislosti s kardiovaskuldrnimi chorobami i s autoimunitnimi poruchami. [41, 42, 43, 44,

45, 46]

Ve studii [43] vyhodnocovali koncentrace kyseliny myristové, které byly zkoumany
u septickych pacientl a pacientli se syndromem systémové zanétlivé odpovédi pomoci GC/MS.
Vysledky ukazovaly, ze hladiny kyseliny myristové ve skupiné pacientll v sepsi a skupiné se
syndromem systémové zanétlivé odpovédi byly vyznamné vyssi ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Vysledky této studie koreluji s dal§imi vyzkumy, [41, 44] které se také zabyvaly
hladinami kyseliny myristové u septickych pacientd. Ve studii [41] bylo objeveno,
ze signifikantnimu zvySeni kyseliny myristové u pacientll v sepsi bylo pozorovano piedevsim
ve frakci esterll cholesterolu. Tento vysledek koreluje 1 snaSim méfenim u pacientl
s adrenoleukodystrofii. ZvySené hladiny kyseliny myristové také koreluji se zvySenim
plazmatického cholesterolu a timrtnosti na kardiovaskuldrni onemocnéni. Timto tématem
se zabyvala studie, [45] kdy ur¢ovali mechanismy, kterymi n-3 a n-6 PUFA méni markery
zanétu a akumulace cholesterolu v makrofazich v porovnani s kyselinou myristovou. Vysledky
studie poukazovaly na to, Ze makrofagy vystavené pusobeni myristové mastné kyseliny
vyvolaly vyznamné¢ vyssi zanétlivou reakci a kumulovaly v sob& vét§i mnozstvi cholesterolu
nez makrofagy oSetfené n-3 a n-6 PUFA. Zajimavé vysledky piinesl vyzkum, [46] ktery
se zabyval kyselinou myristovou z hledista autoimunit, jako je revmatoidni artritida, zanétlivé
onemocnéni stfev nebo RS. Autoimunitnich onemocnéni celosvétoveé piibyva a hromadici
se udaje podporujici kliCovou roli naruSeného metabolismu. Vysledky naznacuji,

ze metabolicky profil sérovych mastnych kyselin je spojen s pfitomnosti autoimunitnich
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onemocnéni a mize byt doplitkovym ndstrojem pro ¢asnou diagnostiku. Mezi tyto MK patfi
1 kyselina myristova, kdy jeji zvySené¢ koncentrace vypovidaji o nedostatecné aktivité

A9 desaturazy, ktera je piimo spojena napf. s inzulinovou rezistenci. [42]

Kyselina myristova se tedy jevi jako potencidlni biomarker v diagnostice nejen sepse a
kardiovaskularnich chorob, ale i adrenoleukodystrofie. A to z diivodt jeji zvySené koncentrace
pii zénétlivé odpovedi, kterd se vyskytuje 1 u adrenoleukodystrofie, predevSim pak v jeji
cerebralni formé se zanétlivymi lozisky v mozku. Také kvili jeji roly v metabolismu lipidi
a cholesterolu pfedstavuje kyselina myristova zajimavy ukazatel, ktery by bylo vhodné

prozkoumat na vys$s§im poctu pacientt trpici adrenoleukodystrofii.

Kyselina pentadekanovéd (15:0) je nasycend mastnd kyselina s lichym fetézcem,
ktera se pfirozené vyskytuje v nékterych typech rostlin a ryb, mase ptezvykavci, a predevSim
v mlééné tuku savci. Duvod, pro¢ se predpoklada, ze kyselina pentadekanova pochézi hlavné
z mlécného tuku, je zaloZen na tom, ze tyto mastné kyseliny jsou produkovany v relativné
vysokych hladinadch mikrobidlni fermentaci. Nasycené mastné kyseliny s lichym fetézcem maji
1 svoji endogenni metabolickou drahu. O jejim pfesném fungovani se stale diskutuje. V lidské
tkani se vSak vyskytuje v nizké koncentraci. Uloha kyseliny pentadekanové v lidském téle a jeji
vliv na organismus byl v posledni dobé pomérn¢ zkouman. Diive byly nasycené¢ mastné
kyseliny s lichym fetézcem pouzivany piedevs§im jako vnitini standardy v metodach GC-MS

a LC-MS pro stanoveni celkovych mastnych kyselin. [47, 48]

Nyni se vyzkumy zabyvajici kyselinu pentadekanovou zamétuji na jeji diagnosticky vyznam,
co by biomarkeru pro hodnoceni dietniho pfijmu potravy, protoZe koncentrace kyseliny
pentadekanové v krvi slouzi jako ukazatel pfijmu mlééného tuku. Ddéle se kyselina
pentadekanova stanovuje jako biomarker pro riziko diabetu mellitu typu Il a nealkoholického
ztucnéni jater. Urcité studie se zamétuji na jeji terapeuticky potencial v 1é¢bé rakoviny prsu.

[47, 48, 49, 50, 51]

V rozséhlé metaanalyze [49] vyhodnocovali koncentrace kyseliny pentadekanové, které byly
zkoumany vzhledem k riziku vzniku diabetu mellitu 2. typu. Vysledky této analyzy ukazovaly,
ze vyssi hladiny této MK jsou spojeny s niz§im rizikem rozvoje cukrovky druhého typu,
a to nezavisle na hlavnich rizikovych faktorech, véetné véku, pohlavi, rasy atd. Zavéry této
metaanalyzy pozitivné korelovaly s vysledky vyzkumu, [48] které také potvrdily, ze zvySené

plazmatické koncentrace nasycenych mastnych kyselin s lichym fetézcem jsou spojeny s nizSim
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rizikem onemocnéni, 1 kdyz mechanismus tohoto ¢inku neni zatim objasnén. Ve vyzkumu [50]
pro nealkoholického ztu¢néni jater identifikovali kyselinu pentadekanovou jako marker pro
diagnostiku nealkoholické steatohepatitidy, kdy akumulace lipidi je Ustifednim rysem
nealkoholického ztu¢néni jater. Vysledky naznacuji, Zze nedostatek 15:0 ptispiva k poskozeni
jater u nealkoholické steatohepatitidy. Tudiz lze fict, ze kyselina pentadekanovd by mohla
slouzit jako slibny biomarker poSkozeni jater. Zajimavé terapeutické vyuziti kyseliny
pentadekanové piinesl vyzkum, [47] jehoz zavéry podporuje 1 vyzkum [51]. V téchto dvou
studiich testovali vliv kyseliny pentadekanové v kombinaci s tamoxifenem na rakovinné bunky
prsu s nizkou expresi estrogenového receptoru. Nedostatek nebo absence estrogenového
receptoru v bunkach rakoviny prsu ma za nasledek zvySenou rezistenci na terapii. Prokézali,
ze kombinovand lécba kyselinou pentadekanovou a tamoxifenem synergicky potlacuje rast
rakovinovych bun¢k lidského karcinomu prsu MCF-7, zaroven indukuje jejich apoptdzu,
a také tato kombinace indukuje reexpresi estrogenového receptoru. Celkové kyselina
pentadekanova vykazuje potencial zvysit ucinnost 1€cby rakoviny prsu s nedostate¢nou expresi

estrogenového receptoru.

Vzhledem ktomu, Ze koncentrace kyseliny pentadekanové je pravdépodobné primarné
urcovana jejim piijmem v potravé, nejsem si jista, zda je tato kyselina zcela vhodna jako
diagnosticky marker adrenoleukodystrofie. Namétené vysledky vykazuji sniZzené hodnoty
koncentraci kyseliny pentadekanové u patologické skupiny téméf ve vSech frakcich. Tyto
trendy sice koreluji s vyzkumy, [48, 51] kdy sniZend koncentrace kyseliny pentadekanové
vykazuji vy$s$i miru poskozeni urcité tkané, ale nejsem si jista, jestli je tento biomarker zcela

optimalni pro diagnostiku ALD.

Kyselina sapienova, je mononenasycena mastna kyselina (16:1 n-10), ktera je nejvice obsazena
v kizi a tvoti podstatnou soucast lidského mazu, vlast a nehtd. Predpokladalo se, Ze tato mastna
kyselina souvisi pouze s koznim metabolismem a triglyceridy kozniho mazu, kde vykazuje
pomérné silnou antimikrobialni aktivitu. Nedavno vSak byla zjiSténa jeji pfitomnost v lidskych
lipoproteinech a plazmatickych cholesterylesterech. Byla také nalezena v mnoha dalSich
lidskych buiikdch jako jsou erytrocyty a bunky vrozeného imunitniho systému. Pfitomnost
kyseliny sapienové je v kiizi dobfe zndma, ale 1 ptes jeji pfitomnost v obéhu neni zatim dobie

prozkoumdna. Kyselina sapienova je syntetizovana v mitochondriich a endoplasmatickém
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retikulu desaturaci kyseliny palmitové (16:0) prostfednictvim FADS2 plsobenim

A6 desaturazy. [52, 53, 54, 55]

Kyselina sapienova a dalsi hexadekanové mononenasycené mastné kyseliny mezi, které patii
1 kyselina palmitoolejova, jsou stile vice povazovany za biomarkery zdravotniho stavu
s klicovymi funkcemi ve fyziologii a patofyziologii. Soucasné vyzkumy se zamétuji
na metabolicka onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, nealkoholické ztu¢néni
jater a rakovinu. Studie o biologickych ucincich kyseliny sapienové jsou stale vzacné,

ale hromadici se dikazy naznacuji, Ze také hraje dulezitou roli v metabolické regulaci. [52, 55]

Ve studii [52] detekovali zvySené mnozstvi kyseliny sapienové v membranach (PL frakci)
cirkulujicich ¢ervenych krvinek u morbidné obéznich jedincti. V TG a ECH frakci neutralnich
lipidii byla vsak jeji hodnota snizend. Nase vysledky jsou vSak lehce v rozporu, protoze ukazuji
jeji zvySené koncentrace ve vSech frakcich. Vyzkumy kyseliny sapienové se také ubiraji
smérem k diagnostice rakoviny. VéEtSina nadortt méa pozménény metabolismus lipidd, ktery jim
umoznuje preménovat mastné kyseliny pro podporu proliferace. Studie [56] se zabyvala
pusobenim kyseliny sapienové v lidskych rakovinovych bunkach a zkoumala jeji dopad
na membrany, membranové receptory a bunécnou signalizaci. Stejnym tématem se zabyvala
1 studie [57] u primarnich lidskych karcinom jater a plic. Zde objevili, Ze rakovinové buiky
pfeméiiuji vice palmitatu na kyselinu sapienovou, ¢imZ podporuji biosyntézu membran béhem
jejich proliferace a tvorby metastaz. Kyselina sapienova se tedy jevi jako potencidlni biomarker

v diagnostice tumorovych zvrat.

Vlivy koncentraci kyseliny sapienové zatim nejsou zcela prostudovany ve fyziologickych
vzorcich, natoz v patologickych. Jevi se ale jako slibny diagnosticky marker, ktery by bylo
vhodné déle a podrobngji studovat. Mohla by byt i zajimavym markerem u ALD,

protoZe v nasem pokusu byla jeji koncentrace zvysena ve vSech frakcich.

Kyselina cis palmitoolejovd, je mononenasycend mastna kyselina (16:1 n-7), kterd je béZznou
soucasti glycerolt v lidskych lipidech a vyskytuje se ve vSech tkéanich, nejvice pak v jatrech.
Je spojovéna s protizanétlivymi procesy prostiednictvim specifickych proteinovych interakci.
Vliv kyseliny cis palmitoolejové je také pozitivné spojovana s krevnim tlakem, zanétem
a inzulinovou rezistenci. Kyselina palmitoolejova je syntetizovana v endoplasmatickém

retikulu desaturaci kyseliny palmitové (16:0) piisobenim A 9 desaturazy. [52, 58, 59]
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Kyselina palmitoolejova a dalsi hexadekanové mononenasycené mastné kyseliny, mezi které
patii i kyselina sapienovda, jsou ¢im dal vice povazovany za biomarkery vypovidajici
o zdravotnim stavu. Protoze je kyselina cis palmitoolejovd obsazena v tkanich pomérné
ve vysoké koncentraci, je proto nejvic studovana. Tato kyselina byla popséana jako lipokin, ktery
je schopny regulovat ¢etné metabolické procesy, jako je zvyseni citlivosti na inzulin nebo
podpora proliferace B-bunék slinivky. Kyseliné cis palmitoolejové jsou pfipisovany cetné
priznivé ulinky, i kdyZz jeji ptresnd funkce na lidském organismu také jest€ neni zcela
pochopena. Studie se zamétfuji na metabolicka onemocnéni, jako hypercholesterolemie,

aterosklerdza, jaterni steatdza a sepse. [41, 52, 60]

Ve studii [52] detekovali zvySené mnozstvi kyseliny cis palmitoolejové v membranach
(PL frakei) cirkulujicich erytrocyt u morbidné obéznich jedinct, tak i v plazmatické ECH
frakci. Tento vysledek je opacny v porovnani s kyselinou sapienovou, kterd byla stanovovana
ve stejné studii. NaSe vysledky pro ALD ovSem vykazuji zvySené hladiny kyseliny
cis palmitoolejové ve vSech frakcich. Studie [41] stanovovala koncentrace MK u septickych
pacientll z odebrané plazmy. Vysledky ukazovaly na signifikantni zvySeni cis palmitoolejové
vPL, TG a ECH frakci. Tento vysledek koreluje i snaSim méfenim u pacientl
s adrenoleukodystrofii. Studie [58] hodnotila, zda suplementace kyselinou cis palmitoolejovou
muze zlepSovat pribéh ulcerozni kolitidy a vyzkum [60] se zabyval pisobenim kyseliny cis
a trans palmitoolejové na potlaceni hypercholesterolemie a jaterni steatézy. Vysledky ukézaly,
ze cis palmitoolejova neméla az takovy vliv na sniZeni sérového a volného cholesterolu
v jatrech jako izomer frans. Ale po provedeni histologického vySetteni jater bylo odhaleno,
Ze cis izomer zlepSuje jaterni steatdozu G€innéji nez trans izomer.

Vysledky studii ukazuji, Zze koncentrace kyseliny cis palmitoolejové je zvySena pii zanétlivych
procesech a jeji dalSi podani pilisobi v urcitych piipadech protizanétlive. Kyselina
cis palmitoolejovd by teoreticky mohla byt urcitym zplsobem podplrnym markerem
adrenoleukodystrofie. A to z divodu jeji zvySené koncentrace pti zanétlivé reakci, kterd
se vyskytuje 1 u adrenoleukodystrofie, predev§im pak v jeji cerebralni formé se zanétlivymi
lozisky v mozku. Také kvili jeji roli v metabolismu lipida a cholesterolu pfedstavuje kyselina
cis palmitoolejova zajimavy ukazatel. Bylo by vSak potieba provést rozsahlé analyzy na vys$$im

poctu pacientl trpicich adrenoleukodystrofii.
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Kyselina cis vakcenova (18:1 n-7 cis) je mononenasycend mastna kyselina a neesencialni
stereoizomer kyseliny trans vakcenové. Vyskytuje se predevsim ve stfevech a mléce.
Je spojovana s pozitivnimi UCinky na zdravi. Jednim z davodi je, Ze se predpoklada jeji
inhibi¢ni vliv na tvorbu novotvaru. [61] Také proto, ze jeji zvySené koncentrace ziejme snizuje

rizika pro vznik srde¢niho selhdni, jak potvrzuje vyzkum. [59, 62]

Studie zamétené na tuto mastnou kyselinu v souvislosti s patologii je velmi malo. Studie [61]
pozorovala vliv kyseliny cis vakcenové v souvislosti s funkci ledvin. Je zajimavé, Ze snizené
hladiny kyseliny cis vakcenové vykazovaly spojitost se snizenou glomerularni filtraci pouze
u nékterych etnickych skupin. Jednim z dalSich vyzkumi je [63] je studie, ve které se zaméfili
na gestaéni diabetes mellitus, kdy hodnotili slozeni plazmatickych PL frakci mezi ptipady
gestatniho diabetu a zdravymi kontrolami. Vysledky ukazovaly Zze, narGst kyseliny
cis-vakcenové se vyskytoval u pacientll s gestaénim diabetem oproti zdravé skupiné. U
septickych pacientii ve studii [41] vysledky ukazovaly na signifikantni zvySeni MUFA, mezi
které¢ patii 1 cis vakcenova kyselina, v PL, TG a ECH frakci. NaSe zkoumani kyseliny
cis vakcenové sice koreluje s vyzkumem [41], ale protoze byl vyzkum zaméfen na MUFA,
a ne pfimo na kyselinu cis vakcenovou, nelze tvrdit, Ze by tato studie zcela podporovala nas

vysledek.

U kyseliny cis vakcenové nedokdzeme s ur€itosti fict, zda by byla vhodnym nebo nevhodnym
markerem ALD. Vzhledem ktomu, Ze vyzkumy jeji role v patologickych stavech jsou
omezené, nemam dostatek informaci k adekvatnimu posouzeni. Uvidi se, zda se touto MK

budou védci dale zabyvat.

Kyselina oktadekadienova (18:2 -9Z, 11E) je jednim z polohovych izomert kyseliny linolové
s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Tento izomer je v pfirod€ nejhojnéjsi a trividlnim ndzvem
se oznacuje jako kyseliny rumenova. Vznika desaturaci kyseliny trans vakcenové piisobenim
A9 desaturazi nebo plsobenim anaerobnich bakterii v bachoru ptezvykavcl. Vyskytuje
se pfedev§Sim v mlécnych vyrobcich a mase piezvykavcl. Lze ji i syntetizovat uméle
zahfivanim kyseliny linolové v pfitomnosti alkalickych roztokii. Je znamo, ze kyselina
rumenova se bézné nachazi v lidské plazmé jako soucast triglycerida, fosfolipidi a esteri
cholesterolu. Existuje vSak malo Udaji o jeji normalni koncentraci v lidské plazmé. Jeji

fyziologickou koncentraci se zabyval vyzkum [64], ktery navrhl spodni mez obsahu kyseliny

rumenoveé v plazmé na cca 0,1 % celkovych mastnych kyselin. [64, 65, 66]
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Tato kyselina vykazuje fadu zdravotnich pifinost pro lidsky organismus. Jednim z nich je
schopnost kyseliny rumenové piisobit na tumorové zvrhlé bunky. Studie této mastné kyseliny
se proto primarn¢ ubiraji timto smérem. Byl zjiStén cytostaticky a cytotoxicky vliv této MK
u velké skaly druhi rakovin, jako jsou napt. nadory mlécné zlazy, hepatom, maligni melanom,
kolorektalni karcinom nebo karcinom zaludku. Déle se vyzkumy zabyvaji jejim vlivem

pfi kolitidé nebo jejim vlivem na myosin ve svalech. [65, 66]

Studie [65] zkoumala schopnost kyseliny rumenové a dalSich izomera konjugované kyseliny
linolové na rakovinu prsu. Vysledky ukazovaly na schopnost kyseliny rumenové snizit
proliferacni aktivitu premalignich bun¢k mlécéné zlazy. DalsSi vyzkum [66] se zabyval vlivem
kyseliny rumenové na buniky karcinomu zaludku a jeji mozny mechanismus prevence metastaz.
Studie [67] zabyvajici se vlivem kyseliny rumenové pii prubchu kolitidy pfinesla vysledky,
ze kyselina rumenovéa vykazuje zlepSenou ochranu stfev proti kolitidé. Zjistovani vlivu
kyseliny rumenové na svalové buiiky, predev§im na myozin, se zabyvaly vyzkumy. [68, 69]
Kdy zjistili, ze tato mastnd kyselina zvySuje rychlost uvoliiovani ortofosfatu a zvySuje
schopnost srde¢niho svalu reagovat na vapenaté ionty. Této schopnosti by se dalo vyuzit pfi

poruchéch predevsim srdecniho svalu.

Nase vysledky kyseliny oktadekadienova (18:2 -9Z, 11E) vykazuji zvysené hodnoty u pacient
s adrenoleukodystrofii, a to pfedev§im ve ECH a TG frakci, coZ sice koreluje s jejim
piirozenym vyskytem v téchto frakcich, ale neni nijak signifikantni ve spojitosti s ALD.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace kyseliny rumenové muze kolisat vzhledem k jejimu piijmu
v potrave, nejsem si tedy jista, zda je tato kyselina zcela vhodnd jako diagnosticky marker
adrenoleukodystrofie. Tato MK je velice zajimava vzhledem k jejimu ucinku na tumorové

buiiky proto bude asi v budoucnosti jesté vice testovana na ucinnost této vlastnosti.

Kyselina oktadekadienova (18:2 -10Z, 12Z) je jednim =z dalSich polohovych izomert
konjugované kyseliny linolové. Tento izomer je v pfirod¢ druhy nejhojnéjsi. Stejné jako izomer
(18:2 -9Z, 11E) vznika desaturaci kyseliny trans vakcenové nebo piisobenim anaerobnich
bakterii v bachoru piezvykavci, a proto se vyskytuje pfedevsim v mlécnych vyrobcich a mase
prezvykaved. Uginky piimo tohoto izomeru nejsou zcela znamy, ve valné vétding studii
se zkoumé dohromady s dal$imi izomery konjugované kyseliny linolové. Proto se i u této MK
predpoklada ucinny vliv na rizné rakovinové buiiky, jak potvrzuji vyzkumy. [64, 65, 66] Dalsi

studie [70] se zabyvala témito izomery z pohledu jejich ucinnosti na zénétlivé cytokiny
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a adipokiny. Vysledky ukézaly, Ze suplementace izomery konjugované kyseliny linolové,
zvySuji koncentraci CRP, snizuji hodnoty IL-6 a TNF-qa, ale nema Zzadny vliv na hladiny

adiponektinu a leptinu.

Vysledky mé prace u kyseliny oktadekadienova (18:2 -10Z, 12Z) vykazuji zvySené hodnoty
u pacientil s adrenoleukodystrofii ve v§ech frakcich. Kdyz ptihlédneme k tomu, ze koncentrace
této kyseliny miize v organismu kolisat vzhledem k jejimu pfijmu v potravé, nejsem si jista,
zda je tato kyselina zcela vhodna jako diagnosticky marker ALD. Izomery konjugované
kyseliny linolové jsou velice zajimavé latky s velkym potencidlem, ktery by bylo vhodné dale

peclivé studovat.

Kyselina eikosapentaenova (20:5 n-3) je polynenasycena mastna kyselina s dlouhym fetézcem
se vSemi cis dvojnymi vazbami. Kyselina eikosapentaenova vznika z kyseliny linolenové
procesem desaturace a elongace ptredev§im v endoplazmatickém retikulu jaternich bunék.
Ve vysoké mife je obsazena v nervové tkani a reting, kde zajist'uje funkci bunécéné signalizace.
Je jednim z dulezitych prekurzorii prostaglandinti a tromboxanii. Pfirodné se nachazi hlavné
v rybim oleji. Této mastné kyseliné je pfipisovdno mnoZstvi zdravotné pozitivnich U€inku.
Piipisuje se ji protizdnétlivy a proti rakovinovy uc¢inek. Béhem zanétu je kyselina
eikosapentaenova metabolizovana cyklooxygenazami a lipoxygenazami za vzniku
eikosanoidl. Eikosanoidy odvozené od této kyseliny jsou vSak méné U¢innymi induktory

zanétu a tvorby trombtl neZ eikosanoidy odvozené od kyseliny arachidonové. [2, 71]

Studie této mastné kyseliny se zaméfuji predevSim na jeji Gi€inek pfi ateroskleroze. Vyzkum
[71] zkoumal jeji ti¢inek na kalcifikaci tepen in vitro a in vivo v kombinaci se statiny. Vysledky
ukazuji, ze kyselina eikosapentaenova potlacuje kalcifikaci tepen prostiednictvim suprese
zanétlivych reakci, oxida¢niho stresu a Wnt signalizace. Statiny zaroven snizuji hladinu LDL
cholesterolu. Dosud vsak chybi dikazy prokazujici u€inek EPA na kalcifikaci tepen v klinické
praxi. Jednim z dGvodi je urceni optimalni indikované davky kyseliny eikosapentaenové
v klinické praxi. Dalsi studie zabyvajici se timto tématem jsou [71, 72]. Vyzkum [73] se zabyval
ucinnosti stabilniho ethylesteru kyseliny eikosapentaenové. Pfi jeho pouZiti bylo zjisténo,
ze vykazuje schopnost snizovat koncentraci lipidl, zmiriiuje zanét v aterosklerotickém plaku
a snizuje akumulaci makrofagii. Coz signifikantné vede ke snizeni kardiovaskularnich ptihod.

Ke stejnym zavérim dospéla i studie [72]. Studium eikosapentaenové kyseliny se dale zamétuje
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na jeji proti rakovinovy vliv. Kdy ve vyzkumu [74] potvrdili jeji proapoptotickou schopnost
u urcitych rakovinovych buné¢k mlécné zlazy. Stanoveni této MK jako biomarkeru riznych
karcinomu plic se zabyvala studie [75]. Kdy hodnoty koncentraci kyseliny eikosapentaenové
jsou specifické pro spinocelularni karcinom plic. Touto MK se zabyvala studie [76]
v souvislosti se Zellwegerovym syndromem a X-ALD. Kdy zkoumali retrokonverzi kyseliny
dokosahexaenové (22:6 n-3) na kyselinu eikosapentaenovou ve fibroblastech se syndromem
a adrenoleukodystrofii. Zjistili, Ze tato pfeména je deficitni pii Zellwegovém syndromu,
ale normalni u ALD. Coz ukazuje na to, Ze peroxizomalni lignoceril-CoA ligaza

pravdépodobné neni nutna pro aktivaci kyseliny dokosahexaenové.

Vysledky eikosapentaenové kyseliny (20:5 n-3) vykazuji zvySené hodnoty u pacientl
s adrenoleukodystrofii, a to ve vSech frakcich. Nejvyssi hodnota se ov§em nachézi v PL frakci.
Kyselina eikosapentaenova by mohla pfedstavovat zajimavy biomarker adrenoleukodystrofie,
vzhledem k jeji roli v metabolismu lipid a cholesterolu. Bylo by vSak potieba provést jeji

stanoveni na vét§im mnozstvi pacientii trpici ALD.
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6 ZAVER

V diplomové praci jsem se =zabyvala biochemickymi markery adrenoleukodystrofie
pfitomnymi v plazmé téchto pacientd. Bylo zpracovano deset vzorkd plazmy od pacientd
trpicich adrenoleukodystrofii v rizném stadiu onemocnéni a jedenact vzorkl plazmy zdravych
jedinct. Analyza byla nejprve provedena metodou tenkovrstvé chromatografie, diky které
se mastné kyseliny rozdé€lily do péti lipidovych frakei. Nésledné byla provedena derivatizace
mastnych kyselin na methylestery a jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci plynové
chromatografie s FID detektorem. Naméiend data byla dale zpracovavana pomoci Microsoft

Office Excel a Statistica 14.

Cilem préace bylo stanovit koncentrace vybranych mastnych kyselin plazmy v izolovanych
lipidovych frakcich pacientl trpicich adrenoleukodystrofii a porovnat jednotlivé namétené
koncentrace s kontrolni skupinou zdravych jedinci. Analyza byla nasledné¢ zaméfena
na tzv. minoritni mastné kyseliny, u kterych byla snaha zjistit, zda by se i tyto mastné kyseliny
daly pouzit jako dalsi ¢i podptirny biochemicky marker adrenoleukodystrofie, k jiz zavedené

biochemické praxi.

Vybrala jsem osm minoritnich mastnych kyselin, u kterych jsem prokéazala rozdilné
koncentrace mezi skupinou nemocnych a zdravou kontrolni skupinou. Jednalo se o kyselinu
myristovou, pentadekanovou, sapienovou, cis palmitoolejovou, cis vakcenovou,
oktedekadienové (18:2 — 9Z, 11E), oktedekadienova (18:2 — 10Z, 12Z) a eikosapentaenovou.
Tyto mastné kyseliny byly popsany a v souvislosti s dostupnou literaturou zhodnoceny,

zda by predstavovaly potencialni biomarkery ALD.

Kyselina myristova, cis palmitoolejova a eikosapentaecnova pusobi jako slibné podptirné
biomarkery adrenoleukodystrofie. Predev§im z divodi, ze jejich koncentrace se zvySuje
u zanétlivé odpoveédi organismu, ktera se vyskytuje 1 u ALD, ptfedevsim pak v cerebralni formé,
coz koreluje s mymi vysledky. Dale také vzhledem k jejich rolim v metabolismu lipidi
a cholesterolu. Tyto mastné kyseliny by bylo vhodné otestovat na vétSim mnozstvi subjektd,
aby se tento predpoklad ovéfil. U kyseliny pentadekanové, sapienové a cis vakcenové si nejsem
jista, zda by byly vhodné jako biomarkery ALD. V pfipad¢ kyseliny pentadekanové miy
vysledek sniZzené koncentrace u patologické skupiny sice koreluje s informaci, Ze jeji sniZzena
koncentrace poukazuje na poSkozeni tkdn¢, ale kviili tomu, Ze jeji koncentrace mlize kolisat
vzhledem ke slozeni potravy, neni tento marker uplné spolehlivy. U kyseliny sapienové

a cis vakcenové nemame dostatek informaci k jejich adekvatnimu posouzeni. VSeobecné jsou
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vyzkumy téchto MK ojedin€lé a stale neni zcela znama jejich funkce ve fyziologii, natoz
v patologii urcitych onemocnéni. Nase vysledky vSak ukazuji zvySené hodnoty u pacientii
s adrenoleukodystrofii oproti zdravé kontrole. Bylo by zajimavé se t¢tmto MK v budoucnu déle
veénovat a zjistit jejich funkce a vlastnosti v lidském organismu. Konjugaty kyseliny linolové,
mezi které patii kyselina oktedekadienova (18:2 — 9Z, 11E) a oktedekadienova (18:2 — 10Z,
127) se ptilis nejevi jako potencionalni markery adrenoleukodystrofie. Jejich koncentrace mize
vyrazné kolisat vzhledem k jejich pfijmu v potrave, proto nepfedstavuji stabilni biochemicky
marker. Vyzkumy téchto MK se predevsim ubiraji smérem k jejich schopnosti potlacovat
rakovinové zvraty, kde se jevi jako slibné terapeutikum. M¢ vysledky rovnéz poukazaly na to,
ze jednotlivé mastné kyseliny je tfeba stanovovat v jednotlivych rozdélenych frakcich, protoze
pfi statistickém vyhodnoceni celkové hodnoty koncentrace mastnych kyselin v plazmé, nebyla
pozorovana 74dnd signifikantni zména nemocnych oproti kontrolnim jedincim.

Tudiz stanoveni MK jen z celkové plazmy neni pro analyzu zcela vhodné.

Pro jednoznacné zavéry, zda by se tyto stanovované mastné kyseliny daly ur¢itym zplisobem
vyuzit u diagnostiky adrenoleukodystrofie, je potieba dalSich rozséhlejSich studii
na postizenych jedincich. Vyzkumy biomarkerid pro adrenoleukodystrofii jsou vSeobecné
ztizeny kvuli riznym stadiim tohoto onemocnéni, nekorelaci genotyp-fenotyp, rozdilnym

projeviim u muZzi a Zen i z dlivoddl, Ze toto onemocnéni neni v populaci az tak casté.
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