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Souhrn

Fenylketonurie je autozomalné recesivni onemocnéni, jehoz vyskyt je
1:10000 novorozencu. Tato prace popisuje, jakymi metodami Ize stanovit
aminokyselinu fenylalanin, jehoz nedostateéna pfeména je hlavnim divodem
této nemoci. Diky poruSsené funkci enzymu fenylalaninhydroxylazy, ktery
katalyzuje pfeménu fenylalaninu na tyrosin, dochazi k hromadéni této
aminokyseliny v krvi a muze dojit az k nevratnému poskozeni mozku nebo
CNS.

V této praci jsem se také zaméfila na metabolismus fenylalaninu, jeho

poruchy a popis struktury enzymu, ktery se na dané reakci podili.

Toto onemocnéni je bohuzel nevylécitelné, tudiz pacienti, ktefi touto
vrozenou poruchou metabolismu trpi, musi dodrZovat pfisné dietni opatfeni.
Zakladem |éCby je tedy omezeni stravy s vysokym obsahem fenylalaninu a
naopak zvySeny pfijem stravy s nizkym obsahem fenylalaninu. V sou€asné

dobé se uz pouzivaji rizné druhy terapii.
Klicova slova
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Abstract

Phenylketonuria is an autosomal recessive disease whose incidence is
1:10000 newborns. This work describes methods which can be used for
determination of amino acid phenylalanine. Insufficient transformation of
phenylalanine is the main reason for this disease. Due to impaired function of
the enzyme phenylalanine hydroxylase, which catalyzes the conversion of
phenylalanine to tyrosine, there is an accumulation of this amino acid levels and

can lead to irreversible brain or central nervous system damage.

In this work, | also focused on the metabolism of phenylalanine, its

failures and description of the structure of an enzyme involved in the reaction.

This disease is incurable, unfortunately, so patients that suffer from
inborn errors of metabolism have to accept strict diet. The treatment is aimed to
restrict of food with high content of phenylalanine, and increase intake of foods

with low content of phenylalanine. Currently there are different types of therapy.
Keywords

Phenylketonuria, phenylalanine, phenylalanine hydroxylase, tyrosine
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1 UvVOoD

Tato prace se zabyva predevS§im moznostmi stanoveni fenylalaninu
(Phe) u pacientli, ktefi jsou postizeni nemoci nazyvanou fenylketonurie
(phenylketonuria, PKU). Mé&feni hladiny fenylalaninu je velmi dulezité pfi

kontrole dodrZovani diety u pacientd s touto nemoci.

PKU si mlze pfipsat tfi ,prvenstvi®: prvni metabolicka porucha, jejiz [éCba
muaze byt UspéSna; prvni onemocnéni, které muize byt Fizeno dietou a

prvni porucha, ktera mize byt zachycena novorozeneckym screeningem.*

Ve vétsiné zemi prvniho svéta se diagnéza PKU provadi prostfednictvim
novorozeneckého screeningu. PKU mohou byt snadno detekovany diky
krevnimu testu, ktery prokaze zvySené mnozstvi Phe. Odbér krve se provadi

z pati¢ky novorozence.*

PKU byla poprvé popsana v roce 1934 Follingem jako "imbecillitas
phenylpyruvica" v navaznosti na nalez fenylpyruvatové kyseliny v moc€i dvou
sourozencu s mentalni retardaci. Termin fenylketonurie byl pozdéji pouzit
Penrosem a zlstal nejpouzivanéjSim terminem pro hyperfenylalaninanémii
(hyperphenylalaninemia, HPA) v dusledku nedostatku fenylalaninhydroxylazy
(phenylalanine hydroxylase, PAH). Druhu fenylketonurie muze existovat vice,
ale vSechny vznikaji v dusledku nespravné funkce PAH, zavaznosti souvisi s
povahou podkladové genetické mutace. V méné nez 2 % pfipadu je zvySena
hladina Phe zpusobena vadou pfi vyrobé nebo recyklaci tetrahydrobiopterinu
(BH,).!

Vyskyt tohoto onemocnéni ve Velké Britanii je pfiblizné 1:10000
novorozencl. PKU je prevladajici v Evropé a USA. Je pomérné béznym
onemocnénim v nékterych &astech Ciny, ale vzacnym v africkych zemich.

Nejvyssi vyskyt byl pozorovan v Turecku, kde se hovofi o poméru 1:2600.*
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2 FENYLKETONURIE

Fenylketonurie je autozomalné recesivni vrozena porucha metabolismu
fenylalaninu (obr. 1) v dUsledku nedostatku fenylalaninhydroxylazy. VétSina
forem PKU a HPA jsou zpusobeny mutacemi v genu na chromozomu PAH
12923.2. NeléCena PKU je spojena s abnormalnim fenotypem, ktery zahrnuje
poruch rustu, Spatnou pigmentaci pokozky, mikrocefalie, kfeCe, globalni
vyvojové zpozdéni a tézké duSevni poruchy. Nicméné, od zavedeni
novorozeneckého screeningu a v€asné dietni intervence, déti narozené s PKU
nyni mohou vést relativné normalni Zivot. LepSi porozuméni biochemii, genetice

a molekularni podstaté PKU vede k vyvoji novych lé&ebnych postupti.?

Autosomal recessive

Father O O

carrier

Mother
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a A - A a =3 a A
— - — - — — -
=2 =2 [ﬂ_ = =2
L. - - - - - -
=R = =g = - = = =
= = = = _ = = =
L] _— - — - — -
L A L A L A 9w
Unaffected son Daughter carrier Son carrier Affected daughter
Probabilty: 1:4 2:4 2:4 1:4

Obr. 1 - Schéma autozomalné recesivni dédi¢nosti®
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3 FENYLALANIN

Fenylalanin (obr. 2) je zakladni aromaticka aminokyselina, ktera je
prekurzorem melaninu, dopaminu, noradrenalinu (norepinefrin) a tyroxinu. Je to
dilezita slozka organismu ziskavana z potravy. Patfi mezi esencialni
aminokyseliny, tzn. Ze si ji organismus nedokaze vyrobit sam. Phe hraje
kliCovou ulohu v biosyntéze jinych aminokyselin a je dulezity ve struktufe a

funkci mnoha bilkovin a enzym(*.

O

OH
NH,

Obr. 2 - Strukturni vzorec fenylalaninu®

Fenylalanin se vyskytuje ve 3 formach: L-fenylalanin, coze je pfirodni
forma, ktera se nachazi v proteinech, D-fenylalanin, ktery je zrcadlovym
obrazem L-fenylalaninu, vyrobeny v laboratofi, a DL-fenylalanin, kombinace D-
a L-formy. L-forma Phe je soucasti bilkovin, zatimco D-formy pusobi jako Iék

proti bolesti.*®

Tato aminokyselina, bezprostfedni prekurzor tyrosinu (Tyr, obr. 3), je
pfeménovana pravé na tuto aminokyselinu, kterd se pouziva v biosyntéze

dopaminovych a noradrenalinovych neurotransmitert.*’
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HO

Obr. 3 - Strukturni vzorec tyrosinu®

3.1 Metabolismus Phe

Pfeména Phe na Tyr nastane hydroxylaci systému, ktery se sklada
z PAH, nekonjugovaného pterinového kofaktoru — tetrahydrobiopterinu a
enzymd, které slouzi k regeneraci BH, a to dihydrobiopteridin (BH;) reduktazy a

4a-karbinolamin dehydratazy.?

Hydroxylace Phe je katalyzovana jiz zminénym enzymem PAH
s tetrahydrobiopterinem jako kofaktorem. Tato reakce je uvedena na

schématu 1.7
Phe + O,—> Tyr + BH, + H,0

Schéma 1 - Hydroxylace fenylalaninu na tyrosin®

Tato cesta poskytuje Tyr pro syntézu bilkovin a také syntézu
katecholamini a hormona S§titné Zlazy, coz je hlavni cesta odbouravani

nadmérného mnozstvi Phe.’

Jatra obsahuji také enzym fenylalanin-specifickou aminotransferazu.Ta
vyzaduje vysSi koncentrace Phe nez PAH, a proto nemulze zabranit hromadéni
$kodlivych hladin Phe u lidi, ktefi jsou PAH deficitni.”
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3.2 Poruchy metabolismu

Dédicné poruchy metabolismu predstavuji rozsahlou skupinu
onemocnéni, jejichz spoleCnym znakem jsou geneticky podminéné zmény,
nejCastéji se jedna o postizeni enzymd. Dochazi k hromadéni fyziologickych
nebo atypickych metabolitd ve tkanich &i télesnych tekutinach diky snizené
nebo nulové aktivité nékterého z enzymua. U takto postizeného jedince dojde
postupné k postiZzeni funkce tkani a organt. Pro Ié€bu onemocnéni je dulezita
vC€asna diagnoza, i kdyz léCitelna nebo |éCbou ovlivnitelna je jen mala Cast
metabolickych onemocnéni. Brzky zachyt nemoci je vSak potfebny i pro

genetické poradenstvi a moznost prenatalni diagnostiky v postizené rodiné.*°

3.2.1 Fenylalaninhydroxylaza

Fenylalaninhydroxylaza, jejiz strukturu mizeme vidét na obrazku 4,
katalyzuje stereospecifickou hydroxylaci L-Phe. Degradace Phe a ¢Cinnost PAH
je pfevazné spojena s jatry, i kdyZz mensi aktivita byla prokazana i v ledvinach (u
potkant). U Clovéka existuje enzym PAH jako smés tetramerl a dimerd,
monomer je asi 50 kD velky a je tvofen 452 aminokyselinami. PAH muaze byt
rozdélena do nékolika funk&nich domén. Regulaéni doména obsahuje zbytek
serinu. Katalytickd doména obsahuje 26 nebo 27 aminokyselin odpovédnych za
vazbu kofaktoru a Zelezitého iontu. Je zde pfitomna jesSté C-terminalni doména.
Lidsky gen PAH je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému 12g23.2, ma
asi 171 kB a obsahuje 13 exonl, které koduji polypeptid o 452

aminokyselinach.?
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Obr. 4 - Struktura enzymu fenylalaninhydroxylazy™*

3.2.2 Defekt PAH

Jak uz bylo fe€eno, Tyr vznika z Phe hydroxylaci pomoci enzymu PAH.
Tento enzym je zajimavy v tom, Ze obsahuje par vodikovych atomu, ktery je
dodavan elektronovym donorem - BH4. Gen pro PAH je u Clovéka umistén na
chromozomu cislo 12. Defekt tohoto enzymu mizeme nazvat fenylketonurie,
nebot alternativni cestou degradace Phe je jeho transaminace na fenylpyruvat,
ktery najdeme v moci. Odchylka od normalniho metabolismu Phe je patrna na

obrazku 5.121314

Existuji dva hlavni dlvody pro nedostatek &innosti PAH. NejCasté;si
pFiCinou je geneticka vada v genu pro PAH. VétSina pacientl, ktefi trpi

fenylketonurii, maji jednu nebo vice moznych mutaci v genu pro PAH.*

Pokud organismus neprodukuje enzym PAH nebo produkuje jen

nedostatené mnozstvi tohoto enzymu, dochazi v téle k hromadéni Phe, které

15



vede k porucham centralni nervové soustavy. Poruchy byvaji pomérné rychlé a
vedou k mentalnimu postizeni a demenci. LéCba proto spociva v dieté bez této

aminokyse|iny.7,12,13,l4,15

Abnormal Metabolism of Phenylalanine

Armne Acid
Fool

|

PAR
Fhe %» Tyr |
Feacfion blocked

l Phenyl lactate
Phenylpyruvate e Phenylacetate
Phenylethylatmne
Phenylacetyl glutarmine

Obr. 5 - Abnormalni metabolismus fenylalaninu®®

3.2.3 Defekt biosyntézy a recyklace BH,

Tetrahydrobiopterin se u€astni hydroxylace Phe na Tyr jako kofaktor. Na
rozdil od mnoha jinych kofaktort zprostfedkovavajicich metabolismus, BH4 neni

vitamin a je syntetizovan z guanosintrifosfatu (guanosintriphosphate, GTP).*

PAH je oxidaza se smiSenou funkci, protoZze zaroven oxiduje Phe a
odstranuje dva atomy vodiku z BH4. Vysledny pterin 4a-karbinolamin je pak

recyklovan na BH, s NADPH (schéma 2), ktery slouzi jako redukéni ginidlo.*
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pterin 4a-karbinolamin  —— dihydrobiopterin + H,O
dihydrobiopterin + NADPH + H* —> tetrahydrobiopterin + NADP*

Schéma 2 - Recyklace BH,"

Vady v regeneraci kofaktoru BH; jsou jen malym zlomkem pfipadu
zpusobujicich PKU. Takové pripady jsou nékdy oznaceny jako "maligni" PKU
kvali postupnému zhorSeni neurologické funkce, které nelze zmirnit
jednoduchym dietnim omezenim Phe. Tyto pfipady mohou byt odliSeny od

klasické formy PKU, ktera je zplisobena chybou v enzymu PAH.*

Existuje nékolik moznych pfi€in zavady v metabolismu biopterinu a
disledky takové zavady mohou byt vysoko nad ramec diagnozy

fenylketonurie.™

3.2.4 Hyperfenylalaninémie

Poruchy metabolismu fenylalaninu patfi do skupiny onemocnéni, pfi
kterych v organismu dochazi k hyperfenylalaninémii. Hyperfenylalaninémie je
obecné definovana jako koncentrace fenylalaninu, které pfekraCuje horni hranici
referen¢niho rozmezi (2 mg/dl) nebo 120 mmol/l). Koncentrace fenylalaninu,

které prekraduji 20 mg/dl (1200 mmol/l) jsou diagnostikovany jako PKU.*8

Primarni hyperfenylalaninémie je skupina dédiénych onemocnéni
vznikajici v dusledku poSkozeni €innosti PAH a vedouci k hromadéni Phe v krvi
a dalSich tkanich. Ve vétsiné pfipadu (98 %) vyplyva z mutaci v genu PAH, kdy
se pohybujeme v rozsahu od klasické PKU do mirné HPA. Zbyvajici pfipady
nastavaji kvuli bloku v metabolismu kofaktoru BH,4. Tetrahydrobiopterin je také
potfebny kofaktor pro konverzi tyrosinu a tryptofanu na katecholaminy a

serotonin.*®1°

Hyperfenylalaninémie je zpusobena bud nedostatkem PAH nebo
deficitem jejiho kofaktoru BH,. Pfesné rozliSeni je tfeba proto, ze pacienti

stémito poruchami musi byt oSetfeni dodanim kofaktoru a/nebo
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neurotransmiteru hned, jak je to mozné, aby se minimalizovalo nevratné
posSkozeni mozku. Testy na BHs a kombinovany zatézovy test na Phe a BH,
jsou v souCasné dobé nejpouzivanéjSi pro rozliSeni HPA. Sérova koncentrace
Phe totiz klesa po podani BH,4, tzn. HPA je zplusobena jeho nedostatkem, ale

ne pfi HPA zplisobené nedostatkem PAH.?°
HPA mUzeme rozdélit do nékolika tfid:

1. Podle Cinnosti PAH
e klasicka fenylketonurie (PKU) - koncentrace Phe v plazmé
je vyssi nez 1200 mmol/l, tolerance koncentrace Phe je
<500 mg/den
e atypicka fenylketonurie — koncentrace Phe v plazmé se
nachazi mezi hodnotami 600 — 1200 mmol/l
pripady, kdy se mnoZstvi Phe v plazmé pohybuje v rozmezi
120 — 480 mmol/l, se nazyvaji benigni hyperfenylalaninémie
e non-PKU formy (hyperfenylalaninémie nezpusobujici PKU)
— koncentrace Phe v plazmé je nizSi nez 1000 mmolll,

tolerance koncentrace Phe > 500 mg/den?!??

2. Podle pfitomnosti kofaktoru BH, — maligni hyperfenylalaninémie,
ale vyskytuje se pouze v 1 - 3 % v8ech hyperfenylalaninémii?

Vétsina jedincl s timto onemocnénim ma normalni délku Zivota. Obé
pohlavi maji stejnou pravdépodobnost postizeni, protoZze nedostateCna €innost

fenylalaninhydroxylazy je dédiéna jako autozomalné - recesivni.*®

18



3.3 Metody detekce

3.3.1 Test s chloridem zelezitym (FeCls)

VySetfeni moci chloridem Zelezitym k prikazu PKU patfi k historii této

vrozené metabolické poruchy, jeho vyznam se ale v priib&hu éasu zménil.*

V nasledujicich tfech desetiletich predstavovalo vySetfeni moci timto
testem jedinou moZzZnost, jak toto onemocnéni prokazat. ZacCatek pouzivani
tohoto testu datujeme do roku 1934, kdy matka se svymi dvéma mentalné
retardovanymi détmi na klinice v Oslu vyhledala |ékafe, profesora Asbjorna
Follinga, znameého v té dobé jeho védeckymi pracemi v biochemii. Pfi rutinnim
vySetifeni nebyla pfi€ina mentalni retardace déti zfejma. Profesor Folling vSak
vénoval dale pozornost vySetfeni jejich moci. Provedl reakci, kdy k moci pfidal
FeCls. Vysledkem bylo zelené zbarveni, ale to Folling neoekaval a dosud se
s ni u Clovéka nesetkal. V prabéhu nasledujicich tydnt se mu podafilo izolovat
substanci, ktera byla zodpovédna za neobvyklou reakci, kyselinu

fenylpyrohroznovou.?

Novou éru v diagnostice odstartovalo zavedeni Gutrieho testu pro
stanoveni fenylalaninu v suché krevni kapce. V roce 1975 bylo vydano prvni
Metodické opatfeni, které urCovalo mimo jiné povérené laboratore, jejich
spadovou oblast, naCasovani odbéru krve a predepisovalo i vySetfeni modi
FeCl; ve véku 6 tydnu. V praxi znamenal test s FeCl; druhy screening PKU, mél
tak byt zabezpeen zachyt déti, u nichz mohlo byt vySetfeni krve v
novorozeneckém véku faleSné negativni. Od testu s FeCl; se vSak v pribéhu
let ustupovalo. Test totiz neni specificky pouze pro fenylketonurii, ale zachycuje
i nékteré dalSi odchylky. Nové metodické doporuceni, které je platné od ledna
1997, jiz test s chloridem zelezitym neobsahuje. Literatura uvadi, ze k pozdni
diagndéze PKU, zpusobené faleSné negativnim vysledkem screeningu, dochazi
s Cetnosti 1:70. SkuteCnost, Ze test s chloridem Zelezitym neni specificky je
divodem, pro€ tento test neni jiz soucasti platnych doporuceni. Od jeho

zarazeni do preventivnich prohlidek ditéte je tudiz moZno upustit.?®
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3.3.2 Gutrieho test

Novorozenecky screening (newborn screening, NBS) je testovani
novorozence za ucCelem vylouCeni zavaznych vyvojovych, genetickych a
metabolickych poruch tak, Ze dulezité informace mohou byt zjiStény jiz v kritické
dobé pred projevem pfiznakd, jako je duSevni retardace, télesné postizeni nebo
dokonce i smrt. Je to proces testovani novorozence na |éCitelné geneticke,
endokrinologické, metabolické a hematologické onemocnéni pfed rozvojem
pfiznaku, protoze v novorozeneckém obdobi mohou byt vrozené poruchy
metabolismu  (inborn  errors of metabolism, IEM) snadno chybné
diagnostikovany jako sepse nebo porodni asfyxie. Zpozdéni v diagnostice nebo
nediagnostikovani IEM muaze vést k tézkym mentalnim poSkozenim a dokonce
az ke smrti. Detekce proto vyzaduje ostrazitost a brzké méreni biochemickych
markerd. NBS tedy zahrnuje jednoduchy screening krve nebo mo¢i, tento test je
nutné udélat i u zdanlivé zdravych déti brzy po narozeni a tim identifikovat fadu
Zivot ohroZujicich genetickych onemocnéni. Toto vySetreni se stalo popularni

formou preventivni mediciny a je o n&j stale vétsi zajem v zahraniéi.?*

Termin ,Guthrie test” je pfiznavan prukopnické praci Roberta Guthrieho
(obr. 6) diky screeningu fenylketonurie na konci roku 1960 s pouzitim vzorku
krve na filtraénim papiru ziskanych z pati¢ky novorozence ve druhém dnu jeho
Zivota. Je dobfe znamo, Ze Guthrieho usili bylo motivovano diagnézou jeho
netefe postizené PKU. Kromé toho zavedenim systému pro odebirani a
prepravu vzorkd krve na filtraCnim papiru se stala ucinna Siroka Skala
genetickych screening mozna. Guthrieho test, také znamy jako Guthrieho
bakterialni inhibiéni test, je lékafsky test provadény na Cerstvé narozenych
détech slouzici k detekci fenylketonurie nebo vrozenym chybam metabolismu
aminokyselin. Velmi uzivany test v USA na konci roku 1960 v8ak nebyl pouzit
ve velkém casti Velké Britanii, kde testovani probihalo pouze s chloridem
Zelezitym. Toto pokraCovalo az do nadfazenosti testu inhibice a v roce 1970
byla zavedena zkouSka v celé Velké Britanii. Od té doby byl test popularni v
celé Severni Americe a Evropé jako jeden ze zakladnich novorozeneckych

screeningovych test(1.%
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Obr. 6 - Robert Guthrie (1916-1995)%

Test Guthrie je semikvantitativni test ur€eny k detekci zvySené hladiny
aminokyseliny fenylalaninu, ktery vyuziva toho, Ze fenylalanin usnadnuje rist
bakterii v kultivacnim médiu s inhibitorem. Kapka krve je obvykle ziskana

vpichem do paty novorozence (obr. 7) druhy nebo tfeti den po narozeni.?

Obr. 7 - Guthrieho test®®
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Krev se shromazduje na kousku filtracniho papiru. Disk filtraCniho papiru
je prorazen a polozen na agar obsahujici Bacillus subtilis a B-2-thienylalanin.
Agarovy gel je schopen podporovat bakterialni rist, ale p-2-thienylalanin rust
bakterii naopak inhibuje. Ovéem v pfitomnosti nadbytku fenylalaninu je z
impregnovaného filtracniho papiru vylou€en, inhibice je pfekonana a bakterie
rostou. Béhem jednoho dne je rlst bakterii v okoli papirového disku viditelny
pouhym okem. VySe rustu, méfena jako prumér kolonie, je zhruba umérna
mnozstvi fenylalaninu v séru. Vysledkem je porovnani priméru kazdé kolonie
na disku s koloniemi fady referencnich diski se standardnim obsahem

fenylalaninu.?

3.3.3 Enzymové metody

V dnedni dobé se testovani Phe provadi také enzymatickym testem
pomoci PAH s pouzitim kitu s vysuSenymi vzorky krve nebo na mikrotitracnich
destickach. Tato metoda byla automatizovana diky pouziti vzorkového
procesoru. Enzymatické metody funguji dobfe, pokud jde o pfesnost a
spravnost. Vyhodou detekce témito metodami je to, Ze jsou schopné rozliSovat
mezi normalnimi a zvySenymi koncentracemi fenylalaninu pro ucely screeningu,
¢imz se vyrazné€ snizuje potieba opakovani nejednoznacnych vysledkau.
Nicméné, jsou zde urCité obavy o jeho robustnosti pro screening a jeho
detekeni limit. Tento test ma potencial, ktery mlze byt pouzit jako bézna
novorozenecka screeningova metoda, jeji pouziti muze byt vyhodné z hlediska

ekonomického.?’

3.3.4 Fluorometrie

Fluorometricka analyza fenylalaninu, popsana pany McCamanem a
Robinsnem, byla pfizpusobena automatizaci. K analyze touto metodou postaci
vzorek krve o objemu 20ul, ktery mize byt pro eluci ulozen na filtraénim papiru.
Postup je rychly, reprodukovatelny, pfesny a uZiteCny pro screening velké
populace. Manualni metoda navrzena McCamanem a Robinsnem zavisi na

tvorbé fluorescencni latky vyrobené pfi zahfivani fenylalaninu na ninhydrin a
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dipeptid, L-leucyl-L-alanin. Navrzena metoda se liSi od ruéni metody ve dvou
hlavnich smérech. Jednim z nich je, Ze reakéni smés se zahfeje na 95°C po
dobu 11 min, kdezto u manualni metody je to 60°C na 2 hod. Vzorky jsou

nafedény destilovanou vodou.?®

3.3.5 Chromatografie

Chromatografie je analyticka separacni metoda zaloZena na postupném
ustavovani fazovych rovnovah. Jedna faze, stacionarni, je pevné umisténa v
koloné (ve vrstvé). Druha, ta ktera unasi separované latky, je faze mobilni. Kdyz
se tyto dvé faze setkaji s délenymi latkami, dochazi k vzajemnym interakcim,

které jsou zakladnim predpokladem pro jejich Uspe$né oddéleni.*

Chromatografie mizeme délit podle rdznych hledisek. Podle skupenstvi
mobilni faze délime tuto metodu na kapalinovou chromatografii (liquid
chromatogramy, LC) a plynovou chromatografii (gass GC), podle typu
vzajemnych interakci na adsorpcni, rozdélovaci, iontové vyménnou, gelovou a
afinitni chromatografii. Druhy chromatografie mizeme délit také podle zpusobu
provedeni. K prikazu aminokyselin (Phe) se pouziva iontové vyménna nebo
papirova chromatografie. Principem této semikvantitativni metody je, Zze se
aminokyseliny rozdéli v systému jednorozmérné chromatografie na papife
s ninhydrinovou detekci. PfiCemz jako mez detekce Phe a Tyr se povazuje
0,2mmol/l. Vzorkem pfi této metodé je sucha krevni kapka na testovaci
destiCce. Pfed testovanim musi byt dodrzeno hned nékolik pravidel. Kruhy,
které jsou vyznaCené na testovaci destiCce, musi byt plné prosaknuty krvi, coz
by mélo byt viditelné z pfedni a zadni strany karticky. Dale karticka nesmi byt
krvi nasakovana opakované, musi byt ususena pfi pokojové teploté a nesmi byt
zahtivana. Karticky jsou skladovany v suchu a temnu pfi pokojové teploté. Jsou
také znamé I|ékové interference, zejména pfi podavani antibiotik jako jsou

ampicilin, cefalosporiny aj.?°
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4 LECBA PKU A DIETA

Zakladem léCby PKU je omezeni stravy bohaté na Phe a zvySeny pfijem
stravy s nizkym obsahem Phe, ktera tim, Zze sniZzuje nebo normalizuje Phe
koncentrace, brani rozvoji neurologickych a psychologickych zmén. Vzhledem k
tomu, Ze neurologické zmény byly prokazany do jednoho mésice od narozeni,
se doporucuje, aby dietni omezeni bylo zahajeno co nejdfive a bylo striktné
dodrzovano celé détstvi, kdy je vyvoj nervového systému maximalni. Klinické
neurologické abnormality a postizeni neuropsychiky ukazuji, ze dieta by méla

byt dodrzovana po cely Zivot.?

Zpocatku se pouziva k l1éCbé strava s maly mnozstvim Phe pochazejici z
matefského mléka nebo obchodni kojenecké vyzivy. Ta je povaZovana za
dostateCny prijem u déti. U starSich déti se pfijem bilkovin vypocitava kazdy
den, kdy je ditéti pfidélen urcity poCet graml nebo podilovych jednotek bilkovin
denné v zavislosti na plazmatické koncentraci Phe. Potraviny jako vejce, mléko,
syry, maso, dribez, ryby, suSené fazole a lusténiny, které obsahuji velké
mnozstvi bilkovin, jsou vylouCeny z potravy. Déti jsou pravidelné kontrolovany

testy, které zjistuji koncentraci krevniho Phe, zda jejich strava je vhodna.?

Ackoli dietni omezeni Phe je zakladem léCby PKU, praktické aspekty v

navaznosti na prisnou dietu vedly k studiim dal$ich terapii.?

Jednou z nich je BH4 terapie. Nedavné klinické studie ukazaly, Zze déti
nemocné "klasickou" PKU reaguji na lIéCbu BH, v zavislosti na jejich mutaci
genu PAH. Sapropterin dihydrochlorid (Kuvan, BioMarin Pharma) je peroralné
ucinna synteticka forma BH,4. Faze Il a Il klinické studie ukazaly, ze Kuvan je
bezpe€na a ucinna terapie u vybranych pacientd s HPA a mirné az stfedni

PKU, ktefi reagovali na BH, zatéZovy test.?

DalSi moznosti je enzymaticka substituni terapie. Bohuzel pacienti s
tézsi formou klasické PKU a néktefi pacienti s non-PKU HPA nereaguji na
lébu BH,;. Pravdépodobné je to zplUsobeno tim, ze zbytkova PAH ma
nedostateénou cinnost pro stimulaci BH4. Takovi pacienti jsou léCeni pravé
enzymovou substitu¢ni terapii. Na rozdil od BH,4 IéCby, enzymova vyména neni

zavisla na genotypu PAH.?
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DalSi moznosti léecby PKU predstavuji terapie neutralnimi

aminokyselinami nebo genova terapie.”
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5 ZAVER

V této praci jsem se zabyvala pfedevsim moznostmi detekce fenylalaninu
u pacientd, ktefi trpi fenylketonurii. Dale jsem se snazila objasnit metabolismus
této aminokyseliny, jeho poruchy zrdznych pfi¢in a samotnou strukturu
fenylalaninu a enzymu, které se na jiz zminéném metabolismu podileji a to
v€etné jejich defektu. Ve zkratce jsem se pokusila objasnit, co je to
hyperfenylalaninémie, ktera neodmyslitelné k fenylketonurii patfi. Kratkou ¢ast
jsem také vénovala popisu samotné nemoci, jeji |éCbé a dieté, kterou lidé

s timto onemocnénim musi pfisné dodrzovat.
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