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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva mocovinovym cyklem, enzymy v ném vystupujicimi,
deficity téchto enzymi a 1éCeni téchto poruch. Soucasné se také pojednava o hyperamonemii
jako o hlavnim symptomu poruch mocovinového cyklu. Popisuje také zdédéné a ziskané

poruchy mocovinového cyklu.
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ANNOTATION
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cycle disorders.
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UvoD

Mocovinovy cyklus jsou po sobé jdouci enzymaticky katalyzované reakce slouzici
k odstranéni neurotoxického amoniaku z téla prevedenim na hydrofilni mocovinu. Ptestoze
dusik je nezbytny pro rist a spravnou funkci organismu, jeho nadbytek vede k zivot

ohrozujicimu stavu.

Poruchy mocovinového cyklu predstavuji soubor vzacnych metabolickych onemocnéni
projevujicich se nejcastéji hyperamonemii a mohou mit uz neonatalni nastup, ktery je pro
novorozence Casto fatalni. Pii pozdéjSim nastupu se jedna o mirngj$i ptiznaky, které bez
dostatecné 1écby a ptisné zivotospravy mohou vést k vaznému poskozeni organismu, ¢asto 1 ke
smrti. Zavaznost a vék nastupu pifi poruSe zavisi na zbytkové aktivité enzymu a souvisi
s ptislusnymi genetickymi mutacemi. Hyperamonemie mulze mit nezvratny vliv na

neurologicky vyvoj pacienta.

Télesné bilkoviny jsou neustile odbouravany a nahrazovany novymi. To tvoii zéklad
obratu bilkovin v téle. Bilkoviny jsou proto v téle v dynamické rovnovaze. Proteosyntéza,
odbourdvani proteint a oxidace aminokyselin jsou u zdravych jedincti vysoce piisné regulované
pochody, aby se zachovala svalovd hmota. Rist a replikace bun¢k vyzaduje syntézu novych
bilkovin, a proto potiebuji pfisun exogennich aminokyselin z pfijaté potravy. Aminokyseliny
pochdazeji z hydrolyzy bilkovin. Jejich katabolismus je kratkodobé regulovan predevsim jejich
dostupnosti z exogenniho zdroje ¢ili z potravy, nebo z endogenniho zdroje, tj. z rozkladu
bilkovin. Piebytek aminokyselin se oxiduje, na rozdil od jinych Zivin, které se ukladaji

napfiiklad v jatrech ¢i tukové tkéni. [1]

Strategie 1écby hyperamonemie spociva v prevenci expozice amoniaku na nervovou
soustavu pacienta. Nejucinng€jsi dlouhodobé feSeni je transplantace jater, operace, ktera

jednoznacné zlepSuje zivotni uroven pacientt.
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1 CYKLUS MOCOVINY

Cyklus mocoviny, znamy také jako ornithinovy cyklus, je souhrn reakci zajistujici
odbouravani amoniaku z organismu ve formé mocoviny. U zdravého ¢lovéka zprostfedkovava
odstranéni amoniaku ve form¢ mocoviny. Pocatecni dva kroky cyklu jsou lokalizovany

v jaternich mitochondriich. [2]

Karbamoylfosfatsyntetiza ~ (CPS)  zprosttedkovava  prvni  reakci,  tvorbu
karbamoylfosfatu zNHz;, HCOs;~ a ATP. Pro funkci CPS je nezbytny aktivator
N-acetylglutamat. Bez n&) je aktivita CPS niZz§i nez 5 % oproti normalu. Samotny
N-acetylglutamat se tvoii z acetyl-CoA a glutamatu prostiednictvim N-acetylglutamatsyntazy
(NAGS) v mitochondrialni matrix. Druha reakce je pak kondenzace ptedchoziho produktu
(tedy karbamoylfosfatu) s ornithinem na citrulin za katalyzy ornithintanskarbamoylazy (OTC).
Citrulin je poté uvoliiovan z mitochondrie do cytosolu, kde dochazi k reakci s L-aspartatem za
ptitomnosti argininsukcinatsyntetazy (ASS1) za vzniku argininosukcindtu. Argininosukcinat je
poté Stépen argininsukcinatlydzou (ASL) na fumarat a arginin, ktery se déle $tépi na mocovinu
a ornithin prostfednictvim arginazy (ARGI). Ornithin poté prechdzi zpét do mitochondrie
a mocovina piechazi do krve. [2, 3] Obrazek 1 znazoriuje jednotlivé reakce mocovinového

cyklu.

) CPS-1 I
2 ATP + HCO; + NH,

2 ADP + P, ?

lilHa‘ b r,\n—«
|

CH, / H;ci:

cl

[

cl

|

ATP

AMP

Obrazek 1 Cyklus mocoviny, prevzato a upraveno z [4]
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Mocovina je latka rozpustnd ve vodé produkovana jatry jako odpadni produkt
metabolismu bilkovin. Do krve je distribuovéana prostou difuzi. Z krve, kde je jeji hladina
zhruba od 2,5 do 7,5 mmol/l, se dostdva do moce pies ledviny glomeruldrni filtraci. Jeji ulohou
je piedeviim odstranéni amoniaku zt&la. Cast mocoviny je hydrolyzovana mikroflérou
v tlustém stieveé. Jedna se o takzvanou zdchrannou cestu mocoviny, kdy se ¢ast celkového

dusiku recykluje, a vznikly produkt se v jatrech pfeméiuje na aminokyseliny de novo syntézou.

[1]
1.1 Enzymy

1.1.1 Karbamoylfosfatsyntetaza

Karbamoylfosfatsyntetazy, CPS, hraji dualezitou roli pifi vnaSeni dusikatych
a jednouhlikatych elementii do metabolickych drah. Karbamoylfostat pak mtize slouzit jako
prekurzor argininu ¢i pyrimidinovych nukleotidd. Slouzi také jako zdkladni slozka vSech
proteint. U Escherichia coli je CPS vyuzivana v argininov¢ i pyrimidinové draze, kde podléha
alosterické regulaci slozkami obou zminénych drah. Eukaryota maji dvé CPS pro tyto drahy.
Argininové-specificka je lokalizovana v mitochondrialni matrix a pyrimidinové-specificka
v cytosolu a/nebo vjadfe. To umoziuje nezavislost a specifickou regulaci obou drah.
Pyrimidinové-specifickhi CPS pak napifiklad nemusi byt alostericky aktivovana

N-acetylglutamatem. [5]

CPS1 je polypeptid o zhruba 1500 aminokyselinach. Podobné jako CPS z Escherichia
coli se zda, ze je sloZzena do Sesti hlavnich domén, jak je ilustrovdno na obrazku 2.
K jednotlivym enzymaticky aktivhim doménam jsou pak ptirazené jejich reakce. Na rozdil od
jinych CPS, lidska CPS1 vyuziva amoniak s vysokou afinitou a nemuze vyuzit glutamin. Kviili
relativni vzacnosti deficitu CPS1 a relativné obtizné analyze genu bylo hldseno malo mutaci
CPS1, kdy pres 50 % ptipadd se jednd o missense mutaci tdhnouci se po celém fetézci

polypeptidu. [6, 7]
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N-terminal moiety C-terminal moiety

N-half C-half
N al Glutaminase- Bicarbonate htosialins Carbamate Allosteric (ASD)
EeIAIENg like phosphorylation nicgrating phosphorylation ithl »
. - o7 2cd NAG <
38 196 406 416 A1p ADP 821 973 ATP ADP 1354 00 1500
. A v £ inding
HCO, — =~ HCO.,PO;* H,NCO, L‘tu:.\'co_‘f»of
P NH; Step 2 (carbamoyl
P, T phosphate)
H,NCO,
(carbamate)

Obrazek 2 Schéma CPS E. coli s rozdélenim jednotlivych domén a jejich funkci, prevzato a
upraveno z [7]

1.1.2 Ornithintranskarbamoylaza

Ornithintranskarbamoylaza je klicovy enzym nachazejici se téméf u vSech organismu,
vcetné rostlin, mikroorganismii a obratlovci. U savcl se vyskytuje predevsim v jatrech, kde
slouzi k detoxikaci amoniaku. Nachazi se vSak i ve stfevé, kde probihd syntéza citrulinu pro
zachovani homeostaze aminokyselin. Jeho syntéza probiha v cytoplazmé, ze které je
transportovan do mitochondridlni matrix. Zde se muze véazat na vnitini mitochondridlni
membranu nekovalentni interakci. OTC muze také podléhat sekundarnim modifikacim, jako je

acetylace a sukcinylace. Acetylace pak snizuje aktivitu enzymu. [8, 9]

1.1.3 Argininsukcinatsyntetaza

Tento enzym katalyzuje ATP dependentni kondenzaci citrulinu a aspartatu za vzniku
argininosukcinatu. Jedna se o regula¢ni krok v mocovinovém cyklu. V jatrech je tento enzym
exprimovan a jeho expresi ovliviiuji hormony, jako je glukagon, inzulin a glukokortikoidy,
a Ziviny, zejména bilkoviny a aminokyseliny. Glukokortikoidy a glukagon zvySuji koncentraci
ASS, zatimco inzulin ji snizuje. V bunkach, které produkuji oxid dusnaty, je tento enzym
exprimovan v podstatné nizsich hladinach neZz v jaternich bunkach a regulace probih4a pomoci
prozanétlivych signalt. [10] Tento enzym je dilezity i pfi regulaci amoniakového stresu a pfi
imunitni odpovédi u zvifat, jak prokéazala studie na sumeckach Zlutavych, Pelteobagrus

fulvidraco. [11] Citrulinemie byla také popsana u dojnic v Australii. [12]

Radikél oxidu dusnatého je produkovan z L-argininu, pficemz L-citrulin je vedlejsi
produkt této reakce. L-citrulin mtize byt recyklovan zpét na L-arginin pomoci enzymi ASS
a ASL. Analyza exprese téchto dvou enzymu v lidskych dlazdicobunéénych karcinomech
oralni dutiny prokdzala podstatné zvySeni exprese ASL u 34 z 37 pacientll, zatimco u ASS bylo

zvySeni zaznamenano u 14 z 37 pacientll. Inhibice ASS by mohla pomoci pfi zamezeni
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recyklace L-citrulinu a opétovné produkci radikalu oxidu dusnatého, jenz ma kli¢ovou roli

v progresi riiznych lidskych nadort. [13, 14]

1.1.4 Argininsukcinatlyaza

Enzym argininsukcinatlyaza katalyzuje rozklad argininsukcindtu na arginin a fumarat.
Je dulezity nejen pro odstraniovani amoniaku prostfednictvim mocovinového cyklu, ale i pro
syntézu argininu. Poprvé byl popsan jako druhy enzym zapojujici se do pfemény citrulinu na
arginin S. Ratnerovou. [15] Gen pro ASL byl kromé& ¢lovéka identifikovan i u fas, Escherichia
coli nebo u potkana. VSechny tyto varianty enzymu sdileji ptiblizné 42,9 % aminokyselin a jsou
aktivni jako homotetramery. Identicka monomerni podjednotka je polypeptid o hmotnosti mezi
49 a 52 kDa. U lidi je tento enzym exprimovan pievazné v jatrech, ale nachazi se také

v erytrocytech, ledvinéach, svalech, mozku a srdci. [16, 17]

1.1.4.1 Mechanismus Fizeni aktivace mutovaného promotoru telomerazové reverzni
transkriptazy

Telomerazova reverzni transkriptdza (TERT) je klicova katalytickd podjednotka
telomerdzy. U dospélych somatickych bunék ma velmi nizkou az nulovou aktivitu. Mutace této
podjednotky je jednou z nejcastéjSich genetickych zmén pozorovanych u mnoha typti rakoviny,
coz prodluzuje Zivotnost rakovinnych bun¢k. Fosforylovand ASL pak interaguje
s GA-vazanym proteinem A (GABPA), transkripénim faktorem. Tato interakce je nezbytna pro
nabor c-Myc na mutovany TERT. ASL nasledné generuje fumarat, ktery inhibuje lysinovou
demethylazu 5C, enzym ze skupiny histonovych demethyldz. Inhibice pak vede ke zvySené
trimethylaci histonu H3 na lysinu 4 v oblastech mutovaného TERT. Tato epigenetickd zména
podporuje nabor c-Myc, coz vede k transkripci TERT a nasledné tumorigenezi. Mutace ASL,
kterd rusi vazbu s GABPA, vede ke sniZeni exprese TERT a potlaceni aktivity telomerazy

a naruSeni rastu mozkového nadoru u testované mysi. [18]

1.1.5 Arginaza

Pfeménu L-argininu na L-ornithin katalyzuje metaloenzym arginaza. V jejim aktivnim
mist¢ se nachazi mangan. Tento enzym se nachdzi i1 u bakterii, kvasinek, bezobratlych
a obratlovct. U obratlovei byly identifikovany dveé izoformy. Arginaza 1 se vyskytuje
v cytoplazmé, je exprimovand pievdzné v jatrech a hraje kliCovou roli v odstranovani
amoniaku. Arginadza 2 je mitochondrialni enzym a je exprimovana v ledvinach. Izoformy jsou
kédovany rozdilnymi geny, avSak sdileji ptes 50 % aminokyselinové sekvence, maji podobny

mechanismus U¢inku a jsou tvofeny tfemi identickymi podjednotkami. Krom¢ detoxikace
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amoniaku se tento enzym uplatiluje pii vytvafeni L-ornithinu. Ten je prekurzor polyamina
a prolinu. Nadmérna aktivita ARGl muze vést k vyCerpani L-argininu, coz mize omezit
dostupnost NO radikalu. Pravé zvysSend aktivita byla prokdzana u nckterych onemocnéni
charakterizovanych kardiovaskularni dysfunkci, u imunitni dysfunkce nebo u rtstu nadort.
K inhibici ARGI1 se vyuzivaji analoga L-argininu, napiiklad S-(2-)boronoethyl)-L-cystein,
kterd se vazou na manganovy klastr. [19, 20] Malvidin-3-O-glukosid, ktery je obsazeny
v bortivkach, ma krom¢ antioxidacnich u¢inkt také pozitivni u¢inky na obnovu cévni funkce

a inhibici ARG1 u mysi s diabetes mellitus 2. typu. [21, 22]

1.2 Hyperamonemie

Molekula amoniaku ma mnoho vlastnosti. V zavislosti na pH se muze chovat jako
kyselina ¢i zdsada. Amonny iont ma podobné vlastnosti a polomér jako draselny iont. Plynny
amoniak mulZe prestupovat pies bunéénou membranu. Amoniak je také nezbytny substrat pro
nekteré dilezité anabolické reakce v mozku a je produktem mnoha dalSich drah. Amoniak ve
vyssich koncentracich mlize pisobit toxicky na neurondlni a astrocytarni ¢asti centralni nervoveé
soustavy organismu. Hyperamonemie tedy oznaCuje klinicky stav spojeny se zvySenou

hladinou amoniaku v plazmé. [3, 23]

Amoniak mize volné prochazet pies hematoencefalickou bariéru a pfeménovat se na
amonny iont, ktery ma horsi ucinky. To zpisobuje nadmérnou syntézu a akumulaci glutaminu.
Pfitomnost hyperglutaminemie u hyperamonemickych pacientd trpicich poruchou
mocovinového cyklu je znama jiz od prvnich studii. Hyperglutaminemie je dal§im projevem
poruSeni homeostazy dusiku v téle. [24, 25] Za normalnich okolnosti dochéazi k preméné

amoniaku na mocovinu. Ta je pak vylu¢ovana pomoci ledvin do moci. [26]

V zévislosti na v€ku jedince, na koncentraci a délce expozice se mize hyperamonemie
projevovat somnolenci, poruchou piijmu potravy, hyperventilaci, zachvaty, které mohou
nasledovat letargii az komatem, mentalni retardaci, ¢i poskozenim az ztratou neuront,

k mozkovému edému, ktery mtize zapficinit zvySeni nitrolebniho tlaku. [3, 23, 27, 28]

Diagnéza hyperamonemie mize byt prvnim krokem k diagnéze fady metabolickych
poruch. Krom deficitu enzymi cyklu mocoviny vcetné enzymu pienasejicich meziprodukty
pies mitochondridlni membranu muze jit naptiklad 1 o organickou acidurii, zejména
metylmalonova a propionova acidémie. U novorozencii se také miize vyskytovat prechodna
hyperamonemie z diivodu nezralosti jaterniho metabolismu, coz zpisobuje nedostate¢nou

aktivitu enzymt zodpovidajicich za odbouravani amoniaku z krve. [29]
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Hyperamonemie muze byt zplUsobena i dal§imi pfi¢inami. Hyperamonemicka
encefalopatie je vzacny a Casto smrtelny vedlejsi ucinek pii chemoterapii, kdy muze dojit
k hydrolyze amidové skupiny asparaginu a glutaminu. Salicylaty byly statisticky spojeny
s Reyeovym syndromem, metabolickou encefalopatii s hyperamonemii. Ta byla hlaSena u déti

mladsich 16 let. Toto zjisténi vedlo k omezeni uzivani aspirinu u déti s horeckou. [30]

Lécba hyperamonemie by neméla byt odkladana, dokud nebude urcena definitivni
diagnoza. Terapie zahrnuje eliminaci bilkovin a odstranéni amoniaku dialyzou, pokud je dité
v kématu. Dalsi terapeuticka opatieni lze zah4jit po stanoveni konkrétni choroby a jeji vhodné

16&by. [3, 26]

1.2.2 Pisobeni amoniaku na vyspély mozek

Hyperamonemie je v dospé€losti ¢asto zplisobena akutnim nebo chronickym selhani
jater. [3] V ptipadé¢ akutniho selhani jater se jedna o cytotoxicky edém mozku Ccasto
charakterizovany otokem astrocytli, ktery miize byt natolik zavazny, ze zplsobi zvySeni
nitrolebniho tlaku na tolik, Ze dojde k herniaci mozku, coz je nejcastéjsi pricina tmrti u lidi
s amyotrofickou laterdlni skler6zou. Herniace mozku je Casto nasledkem zvySeni arterialni

koncentrace amoniaku. [23]

V ptipad¢ chronického selhani jater dochézi k charakteristické zméné morfologie
astrocyt, stfedné¢ zavazné form¢ bunééného otoku znamé pod souhrnnym nazvem

Alzheimerova astrocytoza typu II. [23]

Ztrataneuronil u jedince s vyvinutym mozkem je pozorovana jen ziidka. MiiZe se ovSem
rozvinou porucha zndma jako ziskana (non-Wilsonova) hepatocerebralni degenerace u pacienta
s cirhdzou, kteti prodé€lali jaterni encefalopatii. V téchto ptipadech byla ztrata neuronalnich

bun¢k pozorovana. [23]

Zvysena hladina do 100 pmol/l u dosp€lého pacienta bez jaterni encefalopatie obvykle
zpusobuje mirné piiznaky, naptiklad ospalost a ties. Hladina mezi 100 a 200 umol/l se obvykle
projevuje zmatenosti a poruchami chovani. Koncentrace piekracujici 200 umol/l se projevuje

vyznamnymi neurologickymi ptiznaky, jako jsou zachvaty, edém mozku a koma. [28]

1.2.3 Pisobeni amoniaku na vyvijejici se mozek
U déti je stav hyperamonemie nejcastéji disledkem vrozenych chyb metabolismu,
vcetné deficiti enzymt ornithinového cyklu, ale i naptiklad vrozené laktatové acidozy nebo

piechodné hyperamonemie v novorozeneckém obdobi. [3]
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Zéavazna mutace jednoho z enzymu katalyzujici prvni ¢tyfi reakce ornithinového cyklu
se u novorozencl miize projevit od 36 az 48 hodin po porodu, pfesto ze se novorozenec jevil
normalné. Je tedy mozné, Ze je propustén z nemocnice jeste pied projevenim piiznakd nemoci.

Prvni projevy se mohou objevit az doma, kde nemusi byt rozpoznany. [26]

V prvnim tydnu zivota se hyperamonemie projevuje jako nalez Spatného sani,
hypotonie, zvraceni, letargie, chr¢ivé dychani a/nebo zachvaty. V prubéhu détstvi se pak miizou

objevit opakované epizody ataxie, zvraceni a letargie. [3]

U déti, které ptezily opakované epizody hyperamonemie, zahrnovaly neuropatické
nalezy zvétSeni mozkovych komor a oblasti fokalni kortikalni nekrozy. U zesnulych kojenct
v hyperamonemickém kématu bylo také prokazano intrakranialni krvaceni. Obrazek 3 ukazuje

rentgen mozku 30mési¢ni divky s neonatalni citrulinemii v hyperamonemickém komatu. [3]

Obrdzek 3 Rentgen mozku 30mesicni divky s neonatalnim ndstupem deficitu ASS pomoci vypocetni
tomografie. Vysetreni ukazuje dilataci komor, vyrazné kortikalni shluky a oblasti s nizkou
subkortikalni hustotou, prevzato [3]

1.3 Méfeni hladiny amoniaku
K méfeni amoniaku v krvi se nejcastéji pouziva enzymaticky katalyzovand reakce

amoniaku s a-ketoglutaratem (obrazek 4) dle nésledujici reakce:

glutamatdehydrogenaza_

NH,"+ o-ketoglutarat + NADH + H* glutamat + NAD"

Obrazek 4 Enzymatické stanoveni amoniaku, prevzato a upraveno [28]
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Ubytek NADH Ize sledovat spektrofotometricky pii 340 nm. Koncentrace amoniaku je
pak nepfimo imérna signalu, ktery poskytuje NADH. [28]

Tuto reakci je mozno ovlivnit nékolika riiznymi zpisoby. Nespravny odbér, manipulace
a transport mohou umeéle zvySovat naméfené hodnoty, podobné jako hemolyza, protoze
v erytrocytech je 3x vyssi koncentrace amoniaku nez v plazmé. Ke krvi se také ptidava

laktatdehydrogenaza k odstranéni pyruvatu, ktery interferuje se stanovenim. [28]

Odebrani krve probiha z punkce paty nebo prstu do zkumavky obsahujici antikoagulant,
Casto je preferovana EDTA. Transport by mél probihat na ledu kviili omezeni deaminace

a k analyze by mélo dojit do 60 minut. Doporucena je i centrifugace pii 4 °C. [3, 28]

Referenc¢ni interval pro amoniak se v jednotlivych laboratofich velmi 1isi. Obecné je
hyperamonemie definovana jako hladina amoniaku pfevySujici 50 umol/l u dospélych

a 100 umol/l u novorozenct. [3, 28]

Po zjisténi hyperamonemie by mélo také néasledovat vySetieni CRP, sérologie hepatitid
a vySetfeni moci. Déale by mély byt zvazeny hladiny 1€kt a jinych xenobiotik v krvi, které

mohou zptisobovat selhani jater ¢i vyvolat hyperamonemii. [28]

1.3.1 Vyuziti senzoru
Dalsi zpiisob méteni amoniaku v krvi spociva v neinvazivnim monitorovani v dechu.
Jedna se o metodu, kterd ma potencidlni aplikaci k diagnoze chronického selhdni ledvin ¢i

infekce Helicobacter pylori, ktery produkuje uredzu. [31]

Metoda vyuzivda mikroohfivate nanesené na ultratenkou pasku z yttrium-
stabilizovaného zirkonia, YSZ, které jsou potaZzeny katalyzatorem z oxidu kovl. Odezva
senzoru jsou dva ruzné tepelné efekty. Prvni vznikd pfi interakci amoniaku s povrchem
katalyzatoru, kdy dochazi k rozkladu na znamé produkty. Tyto produkty pak déle interaguji
s katalyzatorem, coz mé za nasledek selektivni redox reakci a druhy tepelny efekt. Pii obou
reakcich dochazi k uvolnéni energie, ktera zmeéni pottebny vykon k udrzeni teploty snimace.
Naopak redukéni déje pohlcuji teplo a vyvolavaji kladnou odezvu v disledku zvyseni

pozadovaného elektrického vykonu. [31]

Obrazek 5a ukazuje odezvu takového senzoru s katalyzatorem na bazi oxidu cinu
(SnO'") na amoniak o koncentraci 5 ppm pii operacni teploté 175 °C. Referen¢ni senzor
nevyuziva povlak z katalyzatoru, misto toho byl pouzit ke zmirnéni hydrodynamickych ucinkii,

jako jsou zména pratoku, tlaku ¢i rozdily v tepelné kapacité. Obrazek 5a také ukazuje, Ze
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referenéni senzor nereaguje na paru amoniaku. U oxidu cinu (SnO'") tradiéné provozni teploty
nad 100 °C podporuji vyskyt redoxnich reakei, které dominuji v odezvé senzoru kvili velkému
teplotnimu efektu. Pti nizSich teplotach prevazuje katalyticky rozpad. Ve vétsin¢€ piipadi maji
oba tepelné efekty opacné znaménko, coz senzoru doddva ortogonalni detekci za pouziti

jednoho katalyzatoru. [31]

W

-
('

—_—
=
—
_—
=5
~—

=g -0
X £
L _—
)
& g 1
= £
o @
)
§ 2 52 \
a —_a7ce
‘3. Z 175°C -
[ L —150°C Mo
[ ] =
E 2 —125°C S
@ " e i
(7} @
n 4 —SnO(1+) Catalyst 4 100°C i /
Oxidation Reaction —Riferénce —75°C TNy
-5 -5
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 0 30 60 90 120 150 180 210
Time (s) Time (s)

Obrazek 5 Odpoved’ YSZ senzoru na 5 ppm amoniak pri riiznych teplotach, prevzato z [31]

V ptipadé¢ stanoveni amoniaku mé operacni teplota velky efekt na redoxni reakci, oviem
minimalni efekt na katalyticky rozpad. Obrazek 5b ukazuje rozdilnou odpovéd’ senzoru
potazeného katalyzatorem SnO'* na Sppm amoniak v zavislosti na rizné operaéni teploté
senzoru. Pti teploté 175 °C senzor vyzadoval ~400 mW na udrZeni pozadované teploty. OvSem

pii 100 °C senzor vyzadoval pouze 250 mW, coz je optimalni pro pfenosné zatizeni. [31]

Hladina amoniaku v dechu se miize pohybovat mezi 29 a 688 ppb, v 3.-5. stadiu
chronického selhani ledvin dosahuje 1392 az 3660 ppb. Bylo provedeno dalsi fedéni vzduchem,

aby se dosahlo koncentraci ppb. Obrazek 6 ukazuje odezvu senzoru pii koncentraci amoniaku
do 500 ppb. [31]
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Obrazek 6 Odezva YSZ senzoru na riizné koncentrace amoniaku, prevzato z [31]

1.4 Lécba hyperamonemie

U novorozencli je kontrola metabolickych rozvrati bezprostiednim cilem 1écby.
Pouzivéa se strategie zahrnujici okamzité zastaveni podavani jakychkoliv bilkovin, zajisténi
vysokého ptijmu energie, odstranéni amoniaku z krve dialyzou a vyuziti alternativnich cest pro
vylu€ovani dusiku, které mohou zahrnovat podavani benzoatu sodného, fenylbutyratu sodného,

L-argininu a L-citrulinu. [29]
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2 PORUCHY CYKLU MOCOVINY

Poruchy cyklu mocoviny jsou soubor vrozenych a ziskanych metabolickych chyb
zpusobenych defektem genu kédujicim jeden z enzymli mocCovinového cyklu, ve kterém se
tvofi mocovina za odstraniovani amoniaku vzniklého z rozkladu molekul obsahujicich dusik.

[26, 32, 33]

Vrozené metabolické poruchy maji celkovou ¢etnost zhruba 1:1000 novorozenct, avsak
poruchy moc€ovinového cyklu jen 1:35000. Z toho okolo 14 % piedstavuje porucha ASL, neboli
citrulinemie typu 1, a okolo 16 % deficit AGR1. Dohromady v americkém Texasu, New Yorku,
Michiganu, Kalifornii, Massachusetts, Severni Karolin¢ a Wisconsinu tvofily deficity téchto
dvou enzymti 30 % ze vSech poruch cyklu mocoviny, zatimco u dat z Evropského registru a siti

pro metabolickd onemocnéni intoxikovaného typu tvoftily deficity 31 % ze vSech. [33, 34]

Poruchy  proximalniho  cyklu mocCoviny zahrnuji  nedostatek  enzymi
N-acetylglutamatsyntazy, karbamoylfosfatsyntetdzy nebo ornithintranskarbamoyldzy. Tyto tii
reakce se odehravaji v jaternich mitochondriich. Distalni poruchy jsou definovany jako
poruchy zahrnujici posledni tii kroky cyklu mocoviny, kam patii deficit
argininsukcinatsyntetdzy, znamy také jako citrulinémie typu 1, deficit argininsukcinatlyazy,

znamy pod nazvem argininsukcinova acidémie, a deficit arginazy. [32]

V ptipadé¢ deficitu OTC, ASS, ASL ¢i ARG1 karbamoylfosfat prostupuje
mitochondridlni membrénou a funguje jako substrat pro syntézu kyseliny orotové. Ta se pak
vyluuje moci, kdy jeji koncentrace mize byt zvySena na hodnoty vyssi nez 1 000 ug/mg

kreatininu. [3]

2.1 Klinicky obraz

Klinické ptiznaky u poruch mocovinového cyklu jsou zplsobeny dvéma rGznymi
mechanismy. Prvni jsou pfiznaky zplisobené hyperamonemii, které se objevuji bez ohledu na
specifickou metabolickou poruchu. Za druhé jsou to specifické stavy spojené se samotnou
metabolickou poruchou. Pozorované rozdily mezi pacienty s jednotlivymi poruchami jsou
predev§im nadbytek nebo nedostatek aminokyselin a/nebo metaboliti. Skute¢né klinické
projevy pak cCasto také zavisi na zdvaznosti metabolického defektu a stavu pacienta, ktery

zahrnuje jeho pohlavi, vek, vyzivu a dalsi pfidruzena onemocnéni, naptiklad infekce. [35, 36]

Porucha cyklu mocoviny se u pacienta miize projevit v jakémkoliv vé€ku. V urcitych

veékovych obdobich je ovsem pravdépodobnéjsi manifestace symptomi diky metabolickému
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stresu, jako napfiklad infekce, kterd urychluje katabolismus bilkovin. Jedna se o novorozenecké
obdobi, obdobi pozdniho kojeneckého veku, pii kterém dochézi k zpomaleni rstu a dochazi
k ptechodu na kravské mléko a ptikrmovani pii odstaveni a klesajicimu mnozstvi matefskych
protilatek a naslednym rozvojem interkurentnich infekci. Dale jde o obdobi puberty, kdy

dochdzi ke zméné v tempu ristu a psychosocialni faktory mohou urychlit dekompenzaci. [24]

Casné piiznaky poruch jsou &asto nespecifické a zpocatku je diagndéza snadno
piehlédnutelna. Klinické obrazy jednotlivych onemocnéni jsou Casto podobné, az na arginazu.
Poruchy cyklu mocoviny také mohou vést k poSkozeni jater. Naptiklad deficit OTC je Casto
spojovan s akutnim jaternim selhanim, nebo deficit ASL s chronickym selhdnim a s cirhdzou

jater. [35, 36]

2.1.1 Neonatalni projev

VétSina miminek s poruchou cyklu mocoviny se narodi snormalni hmotnosti
a z pocatku vypada zdravé. Po intervalu, ktery mtize byt krat$i nez 24 hodin se jejich stav zhorsi.
Projevuji se ptiznaky hyperamonemie. Dillezitym diagnostickym voditkem mutze byt i mirna
respiracni alkaloza, kterd napomuize k odliSeni od sepse, Casté pocateni pracovni diagnozy.
Jejich stav se ovSem muze rychle zhorSovat a objevuji se zjevnéjsi neurologické a autonomni
problémy, jako je hypotermie nebo ztrata normalnich reflexti. Nelécené déti mohou umirat na
krvaceni do plic nebo do mozku bez rozeznani metabolické poruchy. Nékteré déti prezivaji

novorozeneckou hyperamonemii s dozivotnimi komplikacemi. [24, 29]

U pacientl s deficitem arginazy se po novorozeneckém obdobi miize také vyskytnout
1 spasticita nohou a opozdény vyvoj. Hyperamonemie se u takovych pacientl vyskytuje pouze
ziidka. Ta se ovSem projevuje vyrazné napiiklad u pacientli s deficitem mitochondrialniho

ornithinového transportéru, ktery je nepostradatelnou soucasti mocovinového cyklu. [29]

2.1.2 Projev u dospivajicich déti a dospélych

U déti, dospivajicich a dospélych jedincti se miize obdobi projeveni velmi liSit.
U vétsiny pacientli se objevi ptfiznaky béhem nebo kratce po prodélani infekce nebo jiné
katabolické stimulace (napiiklad horacka, zvraceni, prijem, operace) nebo po poziti jidla
s vysokym obsahem bilkovin. Pfiznaky mohou byt rovnéz dosti variabilni, Casto nespecifickeé.
Mohou byt rovnéz nenapadné nebo epizodické po poziti vétsiho mnozstvi bilkovin. Casto
nalézdme nahlé nevysvétlitelné zmény védomi (snizena bdé¢lost, somnolence) a nové

neurologické ndlezy (tfes, podrazdénost, zachvaty). Pfiznaky mohou byt mylné¢ spojeny
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s encefalitidou, intoxikaci léky nebo také mozkovym naddorem. Ne&kteti pacienti sami piejdou
na nizkobilkovinnou dietu. I kojenci a déti mohou odmitat potravu s vysokym obsahem

bilkovin, jako jsou ryby, maso nebo mlécné vyrobky. [24]

2.2 Novorozenecky screening

Priibéh mnoha vrozenych chyb metabolismu je dobte charakterizovan, a proto jsou tyto
poruchy vhodné k identifikaci jiz pfi screeningu. V poslednich desitkach let jsou zastaralejsi
metody analyzy aminokyselin nahrazovany metodou tandemové hmotnostni spektrometrie.
Tato technika umoznila analyzu vice aminokyselin v suché kapce krve a u¢innou detekci vice
vrozenych metabolickych vad vjednom testu. Odhaleni pacientii s témito poruchami ma

jednoznacény pozitivni vliv na jejich 1écbu. [32, 37]

U pacientl zachycenych screeningovym testem se poté provadéji doplitkové testy, jako
je analyza hladiny kyseliny orotové, analyza aminokyselin v plazmé a v moc¢i a amoniaku
v plazmé. Dale dle potfeby se provadi i enzymatické a molekularni testy. Dalsi sledovani
a 1écbu novorozenct s dédi¢nou poruchou pak ve Victorii v Australii zajistuje centralizovana
klinickda metabolicka sluzba, ktera uzce spolupracuje s laboratofemi provadé¢jicimi
novorozenecky screening. OvSem australsky stejné¢ jako americky screening zahrnuje pouze
deficit argininsukcinatsyntetazy, kde se stanovuje hladina citrulinu, a argininsukcinatlyazy, kde
se stanovuje hladina argininosukcinatu. Z 847 418 testovanych novorozenct narozenych ve
Victorii, Australie bylo béhem 12 let nalezeno 8 pacientl s deficitem argininsukcinatsyntetazy
a 8 pacienti s deficitem argininsukcinatlydzy. U zadného ditéte s normalnim vysledkem

novorozeneckého screeningu nebyl pozdéji diagnostikovan deficit jednoho z enzym. [37]

Tradi¢ni novorozenecky screening se zaméfuje na mefeni biochemickych markera
v krvi pacienta pomocni hmotnostni spektrometrie, coz je velmi piesnd metoda u nemoci, pro
které mame marker. Existuje i moZnost genomového sekvenovani, které ma potencidl
transformovat programy novorozeneckého screeningu. Tato metoda je schopna soucasné
analyzovat az stovky genti spojenych s dédi¢nymi chorobami. Ackoliv tyto stavy jsou relativné
vzacné, spolecné piedstavuji jak zdravotni, tak ekonomickou zatéz pro spolecnost a zdravotni
onemocnéni, existuji znaéné pravni, etické a socialni aspekty, které je potieba zvazit pred
zavedenim metody na Groven populace. V soucasné dob¢ je metoda vyuzivana jako dobrovolna
alternativa k moZznosti standartniho novorozeneckého screeningu v Australii. Kontrolni skupina

byla sestavena z dvou nezavislych celoaustralskych skupin dobrovolniki straSich 18 let pomoci
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firmy Pureprofile. Pro zajiSténi reprezentativniho vzorku vetejnosti byly zavedeny kvoty pro

veék, pohlavi, pfijem a geografickou polohu. [38]

Citrulin je jedna ze stanovovanych aminokyselina metodou LC-MS/MS. Je syntetizovan
hlavné v matrix mitochondrie hepatocytti. Jeho vysoké hodnoty poukazuji na citrulinemii nebo
na argininosukcinovou acidurii. Naopak jeho nizké hladiny mohou byt pfi deficitech prvnich
dvou enzymi, karbamoylfosfatsyntetdzy a ornithintranskarbamoylazy. Muze se také jednat
o deficit NAGS, N-acetylglutamatsyntetazy. NejCastéji jsou vSak nizké hladiny citrulinu
detekovany u predCasné¢ narozenych déti nebo u déti narozenych snemoci, naptiklad

patologickych stavii postihujici tenké stievo (syndrom kratkého stieva). [39]

Prenatalni testovani je také jedna z metod dostupnych pro testovani jesté nenarozeného
ditéte. Vyuziva se predevsim pii indikaci zavaznosti poruchy a moznosti ukonceni téhotenstvi
¢1 pfipravy na prenatadlni péci. Genetické techniky sledovani mutaci pomoci vzorku
z choriovych klkti ¢i z plodové vody jsou vyuzivany v prenatalnim testovani. Metoda ma malé
riziko pro plod. V plodové vodé€ lze také sledovat hladinu citrulinu a argininosukcinatu. [40,

41]

2.3 Lécba poruch cyklu mocoviny

Spravna diagnoza je nezbytnd pro GspéSnou 1écbu. Je-li v rodiné jiz zndmé diagnodza, je
vySetieni pacienta zna¢né zjednodusené. Pokud pacient zemiel pied ustanovenim diagnozy,
dochazi ke komplikacim. Je zapotiebi odebrat vhodny vzorek a neprodlené provést dalsi
vySetieni. Pfi riziku neonatdlni hyperamonemie je dulezité¢ védét pired porodem, zda je dité
postizeno pro piijeti vhodnych opatfeni. Pfi neprovedeni prenatalniho testovani mtize matka
souhlasit s odbérem plodové vody v pozdnim stadiu t€hotenstvi. Z toho vySetfeni v nékterych

piipadech nelze urcit deficit CPS a OTC bez provedeni molekularné genetickych testi. [42]

Pii intenzivni péci je zapotiebi 1écba hyperamonemie, kterd muze rychle zhorsit stav
pacienta. U dehydratovanych pacientl by se mél brat v ohledu sodik dodavany z l1éku, aby
nedoslo k mozkovému edému. Kojeni novorozence je pravdépodobné méné vyznamné nez
endogenni katabolismus pfi vyvolani hyperamonemie. Nicméné u zavaznych poruch by 1 tak
mély byt vynechdny bilkoviny. Zplsob porodu ma také vliv na prevenci katabolismu.
Provedeni cisafského fezu je spojeno sniz§imi hladinami katecholaminti a kortizolu
v porovnani s vagindlnim porodem. Podnétem ke katabolismu je také pokles hladiny glukosy,
proto je vhodné pacientovi po pferuseni placentarniho zasobovani podavat glukosu

intravenosné v davce 6 az 8§ mg/kg/min. Zpomalit katabolismu lze i pomoci Iéki. Oktreotid je
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dlouhodobé plsobici analog somatostatinu. Potlacuje sekreci inzulinu a je pouzivan pfi
dlouhodobé 1écbeé hyperinzulismu. V kombinaci s infuzemi glukosy a inzulinem oktreotid
potlacuje katabolismus bilkovin diky ucinkiim na glukagon, ristovy hormon a kortizol. Pfti
deficitu NAGS pak Ize podavat N-karbamoylglutamat, alostericky aktivator CPS1. Miize byt
podavan i sourozenclim preventivné nebo pii hyperamonemii. Aktivace alternativnich cest pro
vyluc¢ovani dusiku je pak dosaZeno diky podédni benzoatu sodného, fenylbutyratu sodného nebo
fenylacetatu sodné¢ho. Maximalni rychlosti konjugace je pfi infuznim kontinualnim podéni
dosazeno az po nékolika dnech, jak je vidét na obrazku 7. Dialyza je nezbytné¢ dilezita

predevsim pii nedostatecné reakci na jinou 1écbu. [42—44]

10000 4
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Hippurate

100 4

Ammonia
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4 6 8 10 12 14 16 18
Age (days)

Obrazek 7 Sérové koncentrace amoniaku, benzodtu a hippurdtu béhem dvou tydnii u novorozence s
argininosukcinovou acidurii, prevzato z [42]

2.3.1 Nutri¢ni management pacienti

Cilem nutricniho managementu je omezeni piijmu bilkovin v potravé, dodani
dostatecného mnozstvi energie, doplnéni esencidlnich aminokyselin, vitamini a minerald.
Terapie spociva v dieté¢ s omezenym piijmem proteind, doplnénim esencidlnimi a podminéné
esenciadlnimi aminokyselinami s vysokym obsahem aminokyselin s rozvétvenym fetézcem,
izoleucin, leucin a valin. Pro normalni obrat nezbytnych bilkovin musi byt zajiStén dostatecny

piisun energie, aby nedochazelo ke katabolismu télesnych bilkovin. [43—45]

2.3.1.1 AKutni lé¢ba
Cilem akutni 1écby je predevSim snizit koncentraci amoniaku v krvi. Toho docilime
nejlépe dodanim dostateného mnozstvi energie pro snizeni katabolickych pochodi v téle,

docasnym omezenim piijmu bilkovin a pouzitim 1€ki. [45, 46]
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2.3.1.2 Chronicka 1é¢ba
Cilem chronické 1écby je dosdhnout normalniho vyvoje pacienta, predchazeni
nedostatku esencidlnich a podminéné¢ esencialnich bilkovin a normalizovani hladiny amoniaku
v krvi. Neni neobvyklé, Ze rodina pacientovi nepodava vSechny ptedepsané bilkoviny kvili

strachu z hyperamonemie. To je dal$i diivod potfeby pravidelného sledovani pacienta. [45, 47]

2.3.2 Transplantace jater

Jelikoz jatra jsou hlavnim mistem mocovinového cyklu, pii transplantaci jater dochézi
k obnoveni funkce cyklu a aktivity enzymt. Tim se i eliminuje riziko hyperamonemie. Jiz prvni
piipady popsané v roce 1989 prokazaly, ze transplantace jater dokdze normalizovat hladinu
amoniaku v plazmé u pacientli s poruchou mocovinového cyklu. Indikatory transplantace jater
jsou predevsim pretrvavajici hyperamonemickd krize i ptes intenzivni 1écbu alternativnimi
zpusoby. Vysledkem je normalizace metabolismu amoniaku, umoznéni konzumace bézné
stravy, prevence dalSich neurologickych onemocnéni v disledku hyperamonemie a celkové
zlepSeni trovné zivota. Transplantace v kojeneckém véku je spojena s vysSim rizikem nez
u dospivajicich pacientii. OvSem s rozvojem technologie a vylepSeni technik jsou rizika zhruba
stejnd. Naopak je niz$i pravdépodobnost odmitnuti transplantatu a zlepSeni neurovyvojového
arastového potencialu. Transplantaci by se mélo vyhybat u déti mladSich 3 mésict
a s hmotnosti mensi nez 5 kg. Dalsi nevyhodou je nemoznost dokonc¢eni ockovaciho programu
zivymi vakcinami. Pfi t€Zkém deficitu by mél byt pacient zafazen do registru ve véku piiblizné

6 let a po dokonceni maximalni 1ékatské a vakcinacni terapie. [48, 49]

Béhem let 1989 az 2010 probéhlo v Japonsku 2224 transplantaci jater s détskym
pfijemcem. Darci byly vzdy pfibuzni k pacientovi, ¢asto rodice. Pouze 8,7 % pftipadi
transplantace bylo indikovano kviili metabolickému onemocnéni. Z celkového poctu pacientt
se 1 roku po transplantaci doZzilo 88,3 %, 20 let 79,6 %. V&ku 15 let se po transplantaci z divodu
poruchy cyklu mocoviny doZije 95,9 % pacienti. [50]
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3 VROZENE PORUCHY
3.1 Deficit CPS1

V prvnim kroku se vaze molekula amoniaku s bikarbonitem za vzniku
karbamoylfosfatu, ktery vstupuje do ornithinového cyklu. Schéma reakce je na obrazku 8.
Tento krok je katalyzovan enzymem karbamoylfosfatsyntetazou, CPS1, ktera je kdédovéana
genem na dlouhém ramenu chromozomu 2 (2g25) obsahujicim 10 exont kddujicich
prekurzorovy protein o 354 aminokyselinach. Dulezitou soucasti katalyzy je N-acetylglutamat,

ktery funguje jako alostericky aktivator CPS1. [2, 26, 40, 51]

0
] CPS-1 |
2 ATP + HCO; + NH, - C
\ H,N - \OPO32'
2 ADP + P,

Obrazek 8 Prvni krok mocovinového cyklu, prevzato a upraveno [4]

Pti nedostatku CPS1 nebo NAGS se snizuje nebo je tpln¢ zastavena produkce citrulinu.
Tato aminokyselina ma pak nizkou koncentraci v krvi. Naopak neschopnost tvorby
karbamoylfosfatu z amoniaku vede k jeho kumulaci a ndsledné hyperamonemii. Dusledkem je
pak vyuziti amoniaku k syntéze glutaminu enzymem glutaminsyntetazou. Hladina glutaminu je
pak zvySena v krvi i v tkanich, coz mlze nastat jesté pred klinickymi ptiznaky hyperamonemie
a dale trvat 1 po jejim odeznéni. V plazmé se mohou zvedat koncentrace i jinych neesencialnich
aminokyselin, jako glycinu, serinu a glutamatu, které jsou vytvaieny z piebyte¢ného amoniaku.
Kromé hyperamonemie a vysoké hladiny glutaminu pak lze zméfit i nizkou hladinu citrulinu

v krvi. [40, 52]

Deficit karbamoylfosfatsyntetdzy je vzacnd autozomalné recesivni nemoc projevujici se
pfedevsim jako zZivot ohroZujici hyperamonemie pfi velmi nizké nebo nulové aktivité, pfi nizsi
aktivité enzymu se miiZe projevovat v mirngjsich formach s pozdnim nastupem. Cetnost tohoto
deficitu je zhruba 1 na 1 milion osob. Klinicky obraz pacienta s deficitem CPS je k nerozeznani
od pacientt s deficitem OTC. Byly zaznamenany i piipady s nastupem klinickych ptiznakt az

v dospélosti. [6, 26, 35, 53]

Podle véku nastupu, klinickych projevi a aktivity CPS1 rozliSujeme dva fenotypy,
novorozeneckou formu a formu s pozdnim ndstupem. Pacienti s neonatdlnim néstupem se
mohou jevit bezptiznakoveé i né€kolik dni po porodu. Nasledn¢ dochéazi ke Spatnému krmeni

a novorozenec se stava letargickym. Projevuje se i hypotermie, zvraceni, kiece a nasledné
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1 koma. Biochemicky nélez odhaluje téZkou hyperamonemii, nizké hladiny citrulinu a vysoké
hladiny glutaminu v plazmé&. V moci jsou pak nizké hladiny kyseliny orotové. Pacienti

s pozdnim nastupem vykazuji obvykle méné zdvazné klinické projevy. [52]

U 26 pacientii s poruchou CPS1 byl analyzovan jejich geneticky material, DNA i RNA.
Cilem bylo prozkoumat mutace vedouci k nedostatku enzymu. Vyzkum byl proveden
v Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, USA. U této skupiny pacientli bylo z 52
analyzovanych alel u 40 % zjistény silné diikazy o mutaci siln€ ovliviiujici RNA, s nejvétsi
pravdépodobnosti prostfednictvim mechanismu nonsense-mediated decay. Tento mechanismus
kontroly ma za hlavni funkci detekovat a degradovat mRNA, pokud se v ni vyskytuje pfed¢asny
stop kodon. Tyto mutace nezpusobuji pouze produkci neaktivniho proteinu, ale vedou

1 k degeneraci dané mRNA, ¢imzZ snizuji mnoZzstvi dostupné pro translaci. [54]

3.1.1 Lécba
K 1é¢bé deficitu CPS, podobné jako deficitu OTC, se pouzivaji nutricni omezeni
proteinli a podéavani argininu/citrulinu a benzoatu sodného ¢i fenylacetaitu sodného.

K diagnostice onemocnéni se nejcastéji vyuziva genova analyza rodinnych ptislusnika. [35]

3.1.2 Deficit N-acetylglutamatsyntetazy

Pro  spravnou  funkci  karbamoylfosfatsyntetdzy je  nezbytnd  aktivace
N-acetylglutamatem, NAG. V pfipadé mutace genu N-acetylglutamatsyntetazy jsou klinické
priznaky podobné az shodné s mutaci CPS, jelikoz dochazi k sekundarnimu deficitu

karbamoylfosfatsyntetazy. [35]

N-acetylglutamatsyntetdza je enzym zprostiedkovavajici syntézu N-acetylglutamatu.
Tento alostericky aktivator prvniho a rychlost omezujiciho kroku mocovinového cyklu je
syntetizovan z L-glutamatu a acetyl-CoA v mitochondriich jaternich a stfevovych bunék.
Enzym N-acetylglutamatsyntetdza byl purifikovan z jater savci a jeho aktivita muze byt

Ctytikrat az pétkrat zvySena pridanim L-argininu. [55, 56]

Identifikace a klonovani nejprve mysiho a poté lidského genu NAGS umoznuje
molekularni diagnostiku dédiéné poruchy NAGS. Prvni pacient, muz se narodil rodi¢im
pochazejicim z Faerskych ostrovi, ktefi byli vzdaleni piibuzni (pfiblizné pét generaci).
Té¢hotenstvi 1 porod byly bez komplikaci, ovSem po 16 hodindch se objevilo chréeni pti dychani
a dit¢ se stalo neklidnym. Lékatské vySetieni odhalilo zrychlené dychani. Jeho krevni obraz,
sérova glukosa i elektrolyty byly v norm¢. Byla provedena kultivace krve, moci a rentgen

hrudniku. VSe bylo negativni. Méfeni amoniaku v nemocnici nebylo k dispozici. Béhem
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nasledujicich dvou dnii se stav dale zhorSoval, objevila se hypertonie a hypotermie a byla
zmétena alkaléza s pH 7,56 a pCO2 31 mmHg. Kojenec poté upadl do kématu a zemfel ve véku
4 dni. Pitva neodhalila zadné abnormality, pied smrti odebrana mo¢ neobsahovala citrulin,
argininosukcinat ani kyselinu orotovou, a aminokyseliny v plazmé byly vyrazn¢ abnormalni.
Byla hlaSena extrémné zvySend hladina glutaminu a alaninu, coZ naznacuje praveé
hyperamonemii. Pitva jaterni tkané byla provedena Dr. B. Wemuthou z Brenu, Svycarsko.
Aktivita CPS1 byla 30,7 U, normdlni je >12 U, bazalni aktivita NAGS byla 10 U, normalni
>34 U, a argininem stimulovana aktivita NAGS byla 20 U, normalni je >144 U. Vysledky
poukazovaly na deficit NAGS jako pravdépodobnou pticinu poruchy cyklu mocoviny. Tkan
ani jind DNA nebyla dostupnd pfimo od pacienta, proto byla k analyze pouzita genomova DNA
z krve obou rodict. Sekvence genetického kédu odhalila, ze oba rodi¢e byli heterozygoti
nesouci Skodlivou mutaci v exonu 4, ktera zménila TGG kodujici tryptofan na TAG kédujici
zastaveni translace. Sekvence DNA je zobrazena na obrazku 9, kde je mutace zaznamenana
hvézdi¢kou. PredCasné zastaveni translace ma za disledek zkraceni peptidu, kterému chybi
karboxyterminalni polovina. Zajimavé je, Ze aktivita NAGS v jatrech byla pouze vyrazné
snizena, aCkoliv nalezena mutace naznacuje, Ze by méla enzymaticka aktivita byt nulova. Neni
jasné, zda se jedna o nespecifitu enzymatického testu ¢i jestli maji jiné enzymy nizkou aktivitu
NAGS v nefyziologickych podminkéch. Pfesko¢eni mutaci obsahujiciho exonu pii zpracovani
RNA by mé¢lo za nasledek ztratu 13-aminokyselinového motivu, coz by ¢inilo obnovu malého

mnozstvi zbytkové aktivity enzymu extrémné nepravdépodobnou. [55]
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Obrazek 9 DNA sekvence exonu 4 genu NAGS postizené rodiny, prevzato z [55]
Jde o jednu znejvzacnéjSich dédicnych poruch mocovinového cyklu a jeji 1écba
zahrnuje omezeni piijmu bilkovin a podavéni argininu a karbamoylglutamatu, coz je analog
N-acetylglutamatu. Koncentrace NAG zavisi také na pfijmu proteini v dieté, koncentraci

argininu a kortikosteroidech. [2, 35]
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3.1.3 Suplementace NAG

Byla vytvofena hypotéza, ze nékteii pacienti s ¢asteCnym deficitem CPS1 by mohli
reagovat na podani N-karbamoyl-L-glutamatu. Byla provedena tfidenni studie u 5 subjektt
s pozdnim nastupem. Pacientim byla poddna NCG 100 mg/kg/den, pokud pacient vazil pod
25 kg, bylo mnozstvi rozdéleno do 4 davek. Ke sledovani ureageneze byla pouzita pifeména
[1-13C] acetatu na [13C] mocovinu pomocni hmotnostni spektrometrie izotopovych pomeéra.
Dale byly sledovany hladiny amoniaku, glutaminu a moc¢oviny v krvi. Po no¢nim hladovéni
byla pacientovi odebrana heparinizovana krev a podédna davka vodného roztoku [1-13C] octanu
sodného. Byly odebrany 4 vzorky po 15 minutidch do prvni hodiny, 2 vzorky po 30 minutach
do druhé hodiny a posledni 3 hodiny po podani. U pacientii do 5 let byly vzorky odebrany pouze
po 15, 30, 60 a 120 minutach. Obrazek 10 pak znazoriiuje hladinu [13C] mocoviny pied a po
podani NCG. Po tfech dnech podavani NCG vykazovali vSichni pacienti kromé pacienta 4
v kazdém casovém bodé¢ po 15 minutach vyssi hladinu [13C] mocoviny. Hladiny amoniaku,
glutaminu a mocoviny jsou zaznamendny na obrdzku 11, kde kazdy sloupec ptedstavuje
jednoho pacienta. Z obrazku vyplyva, Ze u pacientli s pivodnim zvySenym amoniakem se
objevila reakce na podani NCG. Celkovy median ukazuje na snizeni z 115 mmol/l na
82 mmol/l. Median celkového glutaminu pak také poklesl, z 1009 mmol/l na 868 mmol/l, ale
u pacienta 4 se hladina zvysila. Podobn¢ na tom je i mo€ovina v plazmé. U pacienta 3 se po
ukonceni vratila hladina na ptivodni hodnotu mezi 70-80 mmol/l. Kv1li nizké toleranci vyssich
davek fenylbutyratu sodného a slibnym vysledktim této studie bylo obnoveno podavani NCG
a hladina amoniaku se vratila na niz§i hodnotu do 3 dnii. Fenylbutyrat sodny byl pomalu
vysazovan béhem dvou mésict. U pacienta 4 doslo po podani NCG ke snizeni [13C] mocoviny.
Nebyly identifikovany zadné technické pticiny tohoto pozorovani, proto je tato paradoxni
reakce pfifazovana subjektivnim vliviim, jako jsou subklinické onemocnéni nebo zména ve

strave. [57]
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Obrazek 10 Koncentrace [13C] mocoviny v plazmé u 5 pacientii s castecnym deficitem CPSI po
podani [1-13C] pred a po podani po podani NCG octanu, pievzato z [57]
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Obrazek 11 Hladiny amoniaku (A), glutaminu (B) a mocoviny pred a po podani NCG, prevzato z [57]

3.1.4 Popis pripadu deficitu CPS1

Pacientka, 27 let, podruhé t€hotna. Poprvé otéhotnéla ve 23 letech, porodila vaginalné
v 38. tydnu a 6. dni. Ctvrty den po porodu byla ptevezena do nemocnice k urgentnimu vysetieni
se zhorSenou trovni védomi. Magneticka rezonance, tomografie hlavy ani elektroencefalogram
neprokézal zadné abnormality. Krevni testy prokazaly zvySenou hladinu amoniaku, 262 pg/dl.
Sedmy den po porodu byla zahdjena hemodialyza a hladina amoniaku poklesla na 22 pg/dl.
Jedenacty den po porodu byla hemodialyza zastavena. Klinické ptiznaky véetné snizené trovné
védomi se zlepSily. Vysledek analyzy aminokyselin v krvi byl nasledujici: citrulin 5,2 nmol/ml
(ref. 29,8-49,0 nmol/ml) a glutamin 821,1 nmol/ml (ref. 478,3—658,5 nmol/ml). Vysledky
naznacovaly enzymaticky deficit v mocovinovém cyklu, proto byla provedena biopsie jaterni
tkané. Histologické nalezy odhalily normalni aktivitu OTC ale minimalni az nulovou aktivitu

CPS. Pacientce byl tedy diagnostikovan deficit CPS. Pacientce byla zavedena dieta s restrikci
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proteinti a suplementace argininu. Pacientka byla ambulantné sledovana bez zmén. Ve véku 26
let pacientka znovu oté¢hotnéla a 8 dni po porodu cisafskym fezem byla pfevezena do nemocnice
k urgentnimu vysetieni kvuli letargii. Hladina amoniaku byla 233 pg/dl. Pomoci hemodialyzy
byla hladina sniZzena na 33 pg/dl, pacientce byla zavedena proteinova restrikce a ambulantni

sledovani. Béhem nasledujiciho roku nedoslo k zddnému zvysSeni hladiny amoniaku. [58]

Dalsi ptipad dvou bratra trpicich defektem CPS1, kdy byla provedena sekvenace DNA
u obou pacientl. Byla klonovéna cela oblast kodujici CPS1. V prvnim piipadé doslo k deleci
ctyt part bazi (GCTC) a nasledné inzerci tii part bazi (CCA). To vedlo ke ztrat€ jednoho paru
bazi, tim se posunul ¢teci rAmec a na pozici 743. aminokyseliny se vytvofil stop kodon. Zdména
je znazornéna na obrazku 12. U pfipadu 2 doSlo k zamén¢ cytosinu za thymin a vytvofeni

pied¢asného stop kodonu. Mutace je zobrazena na obrazku 13. [51]

Obrazek 12 Sekvencni analyza genu kodujici CPS1 — zaména cétverice parit bazi za trojici u pacienta
1, prevzato a upraveno z [51]
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Obrazek 13 Sekvencni analyza genu kodujici CPS1 — zaména cytosinu za thymin u pacienta 2,
prevzato a upraveno z [51]

3.2 Deficit OTC
Enzym ornithintranskarbamoyldza katalyzuje syntézu citrulinu z karbamoylfosfatu
a ornithinu. Schéma reakce je na obrazku 14. Tento enzym je kodovan na kratkém ramenu X

chromozomu (Xp21.1), jeho lidsky gen ma 73 kb, sklada se z deseti exonil a deviti intronti [59].
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vékunez u zen. V souladu s timto tvrzenim jsou pacienti s neonatalnim vyskytem az na vyjimky
narozeni a mezi typické ptiznaky také patii respiracni selhani, zachvaty, které se podobaji
novorozenecké sepsi a ztrata védomi. Mirngjsi ptiznaky jsou pak pozorovany u heterozygotnich
zen, které jsou ve skutecnosti Casto pouze nositelky nemoci, v zavislosti na inaktivaci X
chromozomu. Ptiznaky u muzii pak mohou zahrnovat hyperamonemii. U pacientli s pozdnim
nastupem deficitu OTC se mohou vyskytovat epizodické ptiznaky, jako nevolnost, zvraceni,
ztrata védomi a zachvaty. Akutni hyperamonemie se ovSem také muze kdykoliv objevit.
Laboratorni nalezy béhem epizod zahrnuji zvySené koncentrace glutaminu a alaninu v plazmé
spolu s velmi zvysenou kyselinou orotovou v moc¢i. Hladina citrulinu v krvi je pak snizena.
Definitivni diagnoza se pak stanovuje genetickou analyzou, méfenim aktivity enzymu OTC

v jatrech anebo kombinaci téchto metod. [35, 40, 60]
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ﬂ
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Obrazek 14 Druhy krok mocovinového cyklu, prevzato a upraveno [4]

Bez ohledu na miru deficitu OTC, krizové faktory a zivotosprava muze vyvolat
hyperamonemickou krizi. Ta je zivot ohrozujici v jakémkoliv véku a situaci. Prvnim krokem
v 1é€be je rychlé snizeni hladiny amoniaku pomoci aktivace alternativnich cest vyluovani
amoniaku a =zastaveni katabolismu. Tim se snizi riziko neurologického poskozeni.
Dlouhodobym cilem 1é¢by je pak podpoteni rlstu a zabranéni hyperamonemickym epizodam.
U zavaznych ptipadi deficitu se provadi transplantace jater ve véku Sesti mésict. U ¢aste¢ného
deficitu se transplantace zvazuje pouze v ptipad¢, Ze se objevuji ¢asté epizody hyperamonemie.
V ptipad¢ komplikaci deficitu OTC, jako je opozdény vyvoj nebo mentalni postizeni se tyto
priznaky 1€¢i dle standartni 1écby. Laboratorni analyza nedostatku vitaminii a mineralt se

provadi jednou ro¢né a funkce jater se hodnoti kazdé tii az Sest mésicii ¢i Castéji. Pokud je
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v rodin€ patogenni varianta zndma4, je vhodné provést vysetieni vSech novorozenct co nejdiive
po narozeni pomoci molekuldrné genetickych metod. Pokud v rodiné€ patogenni varianta neni
znama, je vhodné provést biochemickeé testy (aminokyseliny v plazmé¢, hladina amoniaku), test
s alopurinolem a u muzt méteni aktivity OTC enzymu v jaterni tkani. Heterozygotni téhotné

zeny jsou pak vystaveny riziku pfedev§im v poporodnim obdobi. [61, 62]

3.2.1 Diagnoza

Diagnoéza je zjednoduSena diky vyuziti genetickych markeri zalozenych na intragennich
polymorfismech délky restrikénich fragmenti. Pfi mutaci sekvence DNA muze dojit
k vytvotfeni nového rozpozndvaciho mista pro restrikéni enzym nebo k zruSeni stavajiciho
mista. To ma za nasledek vznik fragmentti s rozdilnou délkou nez u nezmutované DNA. Touto
metodou lze stanovovat az 80 % nositeld a lze urcit prenatalni diagnostiku plodu. Diagnéza
nosicl je také mozna pomoci stanoveni s proteiny, pii nich se jako marker pouzivé vyluovani
kyseliny orotové moci. Tento pfistup detekuje 85 % az 90 % nosicl. Asymptoticti heterozygoti
pak tvofi mocCovinu normalni rychlosti, ale maji zvySenou produkci glutaminu. Metabolismus

dusiku je tedy abnormalni i u téchto jedinct. [59]

3.2.2 Popsani piipadu ze Spanélska

Novorozenec, 41 mésicti a 3 tydny po narozeni, byl pfijat na jednotku intenzivni péce
kvili rozvoji zachvatli a dechovych depresi. 48 hodin po propusténi opét nafikal, byl
prochladly, potil se, odmital stravu a mél toxické zachvaty. Pacientovi byl rektalné podan
diazepam. Pozd¢ji se u néj projevila bledost kiize, Zloutenka a generalizovana hypotonie.

Nereagoval na stimulaé¢ni podmét. [23]

Byla naméiena zvySend hladina kyseliny mlééné (11,5 mmol/l, ref.: 0,5-1,5)
a amoniaku (2025 umol/l, ref.: <150). Byly vyzadany dalsi testy kvili podezieni na
metabolickou poruchu. Aminokyselinovy profil pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
odhalil zvySené hladiny glutaminu, alaninu, ornithinu, lysinu a az nedetekovatelnou hladinu
citrulinu. Namétené hodnoty a koncentrace jsou uvedeny v Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

[23]
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Tabulka 1 Namérené hodnoty aminokyselinového profilu pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie,
prevzato a upraveno [23]

Naméiend koncentrace (umol/l) Referen¢ni hodnoty (umol/l)
Glutamin 1740 371-641
Alanin 740 216443
Ornithin 391 43-118
Lysin 401 99-209

Jako druhy stupen urovné testii byla vyzadéana kyselina orotova v moci kvtli podezieni
na poruchu cyklu mocoviny. Jeji hladina byla 792 mmol/mol kreatininu (ref: 0,1-3,7). Krom
toho bylo vyzadano genetické vySetfeni pacienta a byla zjiSténa hemizygotni vada (c.790ANC,
p. Thr264Pro) v genu pro ornithintranskarbamoylazu. Tato mutace nebyla do té doby
v literatufe popsana, proto vysledek nepotvrdil ani nevyloucil deficit OTC. Pii vySetfeni
ptibuznych a matky, vzhledem k X véazané recesivni dédicnosti, byla nalezena stejnd mutace,

ktera potvrdila diagnézu deficitu OTC. [23]

3.2.3 Popis lécby deficitu OTC pomoci transplantace jater

Ctyiletd divka byla hospitalizovana s trvajici podrazdénosti a silnym zvracenim.
Zjisténa hyperamonemie byla l1éCena benzoatem sodnym, fenylbutyratem sodnym a omezenim
piijmu bilkovin. Sekvenaci genu OTC byla zjiSténa heterozygotni mutace zdédéna po otci. Ten
byl i pfes mutaci asymptomaticky. Starsi sestra pacientky méla opakované poruchy védomi
a pozd¢ji zemfela. I ona méla zdédénou mutaci. Béhem hospitalizace pacientky se jeji hladina
amoniaku zvysila na 443,6 mmol/l béhem 8 dni. Byla provedena terapeutickd vyména plazmy,
ktera casteCné vyieSila symptomy. Bylo pfistoupeno k transplantaci jater. Dostupnost od
zemielého darce byla nejista a rozdilna krevni skupina vylucovala matku jako dérce. Pfedchozi
studie ukazaly, ze u pfijemce jater od asymptomatického darce s mutaci se nerozvinou
specifické komplikace. Proto byl vyuzit otec jako zivy darce. Na kontrole po Sesti mésicich od
operace mé¢lo dit¢ normalni hladinu amoniaku 1 jaterni funkce. Tento ptipad dokazuje
bezpecnost vyuziti bezpiiznakového heterozygotniho nosice deficitu OTC jako zivého darce

pfi transplantaci jater. [63]
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3.3 Deficit ASS1

Argininsukcinatsyntetdza je enzym katalyzujici kondenzaci citrulinu a aspartatu na
argininosukcinat. Schéma reakce je na obrazku 15. Tento enzym je kodovan na 9. chromozomu
a ma 16 exonll. Bylo popséno vice nez 93 mutaci tohoto genu, nejcastéji missense mutace.
Deficit ASS1 je autozomalné recesivni onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze dochazi k hromadéni
citrulinu, je nemoc také zndma pod nazvem citrulinemie I. Kromé zvysSené hladiny citrulinu Ize

také naméfit zvySenou koncentraci amoniaku, glutaminu a kyseliny orotové v moci. [2, 40, 64]

o\(|3/"‘H2 NH2+\\C/H\(|_:|/COO
TH ATP PP, L-Asp AMP +H (::H2

H2C|3 NS " CH, COO
?Hz ASS C|:H2
?Hz <|:H2

HC|:—NH3 H(::_NH3+
COO too

Obrazek 15 Treti krok mocovinoveho cyklu, kondenzace citrulinu s aspartatem na argininosukcindt,
prevzato a upraveno z [4]

Odhadovana frekvence onemocnéni je 1 z57 000 zivé narozenych déti. [65, 66]
Naptiklad v Argentin€ je odhadované nosicstvi mutace 1 z 25. Citrulinemie II je mutace v genu
SLC25A13, ktery koduje protein citrin, transportér prenasejici L-aspartat ptes mitochondrialni
membranu. Nejvice pacientll postizenych touto nemoci je v Japonsku. Piipady citrulinemie I
jsou pak zaznamenany i v Evropé a Americe. Citrulinemie I ma podobné piiznaky a laboratorni

nalezy jako citrulinemie I, proto se k diagndze vyuziva métrena aktivity ASS. [64—68]

Klinicky pribéh nelé¢ené neonatalni formy citrulinemie ma typicky a konzistentni
prubéh. Z 18 piipadit déti trpicich citrulinemii I jich 12 zemielo ve véku méné nez 2 tydny,
4 déti do 9 mésict od narozeni a dvé prezily do 26, respektive do 32 mésict. Pieziti u pozdniho

nastupu je vyssi. [69]

3.3.1 Popis pripadu neonatalni citrulinemie

Chlapec se narodil ve 40. tydnu téhotenstvi pétadvacetileté matce. Porod probehl doma
bez vétsich komplikaci za pomoci certifikované porodni asistentky. Ctvrty den po narozeni
projevil nechut kjidlu. Po pievezeni do nemocnice byla naméfena zvySend hladina

C-reaktivniho proteinu. Sepse byla vyloucena pomoci kultur z krve a lumbalni punkce. Pti
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prvnim vySetfeni byl pacient bdé€ly, druhy den byl v letargickém stavu. Hladina amoniaku
dosdhla 586 umol/l. Nasledujici den ptesahla hladina hodnotu 1000 pmol/l. Kojenec byl
intubovan a léCen benzoatem sodnym s fenylacetdtem sodnym. Také diky hemodialyze byla
hladina amoniaku snizena pod 200 pmol/l nasledujici den. Analyza aminokyselin v krvi
potvrdila citrulinemii. Pacient byl po 18 dnech v péci propustén domt se suplementovanou

stravou doplnénou o arginin a fenylbutyrat sodny. [65]

3.4 Deficit ASL

Ctvrtou reakci v mocovinovém cyklu je enzymaticky katalyzovany rozklad
argininosukcindtu na arginin a fumarat, jak je vyobrazeno reakénim schématem na obrazku 16.
Fumarat pak mlze odchazet do citratového cyklu. Deficit argininosukcinatlydzy je druha
nejcastéjsi vrozend porucha mocovinového cyklu. Gen kodujici ASL byl identifikovéan na 7.
chromozomu, mé 16 exonii a zhruba 35 kb. Deficit ASL je autozomalni recesivni onemocnéni
nazyvané argininosukcinaturie. Miize se vyskytovat v neonatalni formé a ve form¢ s pozdnim
nastupem. U pacientd trpicich touto nemoci se kromé neurologickych projevi zpiisobenych
hyperamonemii mize vyskytnout i jaterni onemocnéni, které se jevi jako nezavislé na defektu
v ureogenezi. Zvyseni jaternich enzymul bylo zaznamenano 1 u pacientti 1é¢enych omezenim
bilkovin a suplementaci argininu bez zaznamenani hyperamonemie. Vzhledem k teoretické
toxicité argininosukcinové kyseliny na hepatocyty muze mit snizeni jeji hladiny v plazmé

potencialni pfinos. [70]

Coo-\(@/“\c N HQN\T NH;'
(l:H2 ILH TH
Coo c|:H2 Ast - (|3H2

(l:H2 (|3H2
c|:H2 , (|3H2
NH (:;H i:o NH," (|3H
coor I coo
CH
c|300'

Obrazek 16 Ctvrtd reakce mocovinového cyklu, rozpad argininsukcindtu na arginin a fumarat,
prevzato a upraveno [4]

Mezi biochemické nélezy patii hyperamonemie. Analyza plazmovych aminokyselin

muze odhalit 1 zvySenou koncentraci citrulinu, argininsukcinatu a jeho anhydridi. Vylu€ovani
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kyseliny orotové je obvykle v normélnim rozmezi, n€kdy se ovSem mulze objevit orotova
acidurie. Hladiny alaninu a glutaminu mohou byt také zvySené, coz ukazuje na nedostatecné

odbouravani dusiku. [17]

Jelikoz se ASL skladd ze Ctyf podjednotek, patogenni mutace zahrnuji nonsense
a missense bodové mutace, inzerce a delece. To mize ovliviiovat jejich schopnost navzajem se
dopliovat. Tyto mutace jsou casto pienaSené v rodinach. Existuji 1 mutace s efektem
zakladatele. U prvni mutace ve finské populaci dochazi k nahrazeni pozitivné nabitého argininu
za cystein v blizkosti aktivniho mista enzymu. Cystein pak nedokdze interagovat s negativné
nabitym glutaminem a stabilizovat karboxyterminalni helixovy svazek proteinu. Ta se mé&fi
pomoci inkorporace [14C]citrulinu do proteinu. Druha zakladatelskd mutace se pak vyskytuje

u lidi z Kralovstvi Saudské Arabie a vede k pred¢asnému stop kodonu. [17, 71]

3.4.1 Geneticka a funkéni korekce ASL editace bazi

Finské studie zkoumala upraveni genu ASL pomoci adeninovych editorti bazi, ABE,
v kombinaci s doru¢enim prostiednictvim lipidovych nanocastic. Védciim se tspésné podatilo
vygenerovat homozygotni kmenové bunky postizené finskou zakladatelskou mutaci, kterou
ma 70 % pacientl s deficitem ASL ve Finsku. Poté provedli editaci pomoci ABE, kterd
katalyzuje ptfechod adeninu na thymin a guaninu na cytosin bez nutnosti vytvaret dvouvlaknové
zlomky DNA. Kmenové buiiky byly nasledovné diferenciovany na hepatocytim podobné
bunky. Tento pfistup byl dale testovan na fibroblastech, aby se ovéfila U¢innost editace
a obnova aktivity enzymu. To ukdzalo ze byl vyvinut a¢inny pfistup k editaci genu pro ASL.

[71]

3.5 Deficit ARG1

Argindza je posledni z enzymii mocovinového cyklu. Je zodpovédny za hydrolyzu
argininu za vzniku mocoviny a ornithinu. Schéma reakce je na obrazku 17. V nejvyssi
koncentraci je pfitomna v jatrech, kde dochdzi k tvorbé mocoviny. Prvni zdokumentovany

pripad deficitu ARG1 byl publikovan v roce 1970, piicemz se jednalo o piipad dvou sester. [72]

Deficit ARG1 je pak vzicné metabolické autozomalné recesivni onemocnéni
vyznacCujici se zvySenou hladinou L-argininu a jeho metaboliti v krvi. Pfitomna je
1 hyperamonemie a jeji projevy, jako je neurologické a motorické zhorSeni ovliviujici
pohyblivost, opozdény rlst, zdchvaty a pfedfasna smrt. Jedna se o méné Castou poruchu

mocovinového cyklu. [73, 74]
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Obrazek 17 Hydrolyza argininu na ornithin a mocovinu, prejato a upraveno [4]

Klinicky obraz se u jednotlivych pacienti muze znacné liSit. Spole¢ny maji Casto
normalni vyvin az do 1. az 3. roku, kdy se objevuji prvni ptiznaky. Prvni ptiznaky jsou podobné
napiiklad mozkové obrné, proto velmi Casto dochdzi k opozdéné nebo chybné diagnostice,
piesto ze existuji snadné diagnostické metody. Jedna z metod je stanoveni hladiny argininu
v krvi. Ukazalo se, ze pokud zacne 1é€cba ihned po narozeni, Ize oddalit nastup ptiznakl. Vyssi
hladina L-argininu po porodu muzZe pochdzet z matfiny krve, proto dochazi k maskovani
onemocnéni pii novorozeneckém screeningu. Vysoce progresivni povaha onemocnéni
a narocnost péce jsou stresujici a maji velky dopad na kvalitu Zivota pacienta i jeho pecovateli.

[73-76]

Gen kodujici ARG1 zahrnuje oblast o velikosti 15 kb a mé& 8 exonll na chromozomu
6g23. Existuje nejmén¢ 43 potencidlné chorobnych mutaci, z nichz 18 jsou missense mutace
a 5 nonsense mutace. Deficit ARG1 je hlaSen u jedinct arabského, iranského, korejského,
portorikanského, ¢inského, italského, japonského a hispanského pivodu, s tim, Ze polovina
hlaSeni jsou heterozygoti. Kvuli nizké cetnosti deficitu byly pokusy o genotypizaci

a fenotypizaci provedeny pouze v malém mnozstvi. [74]
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4 ZISKANE PORUCHY
Ptestoze poruchy mocovinového cyklu jsou priméarné dédicné genetické poruchy, mize
dojit k snizeni produkce enzymu. Jatra, jako nevétsi metabolicky aktivni orgéan, jsou velmi

dualezita pro spravnou funkci cyklu mocoviny. [36]

Pii transplantaci jater z asymptomatického darce se miize u piijemce projevit dany
deficit. Klinické disledky jsou ovSem hlaSeny zfidka, proto neni frekvence pienosu pfi
transplantaci organti znama. V USA byl zaznamenan piipad, kdy 59letd Zena podstoupila
transplantaci jater z diivodu terminélniho stddia cirhdzy. V anamnéza méla také cukrovku,
hypotyredzu, spankovou apnoe a také podstoupila bypass Zaludku. Po operaci byla pacientka
pfi védomi, tolerovala stravu a méla jasnou mentdlni kondici. Néhle druhy den se stala
nereagujici, pii pocateCnim vySetfeni nebyly zaznamendny zadné akutni metabolické
abnormality. Po pievezeni na jednotku intenzivni péce byla provedena pocitacova tomografie,
kterd odhalila edém mozku. Hladina amoniaku byla 608 pmol/l. Po pfezkoumani anamnézy
déarce byl odhalen deficit OTC. Po 1é€bé a hemodialyze byla zvazena retransplantace jater,
avSak navzdory Siroké podplrné péci se neurologicky stav pacientky zhorSil a 4. den po

transplantaci spliovala kritéria mozkové smrti. Podpora Zivota byla ukoncena. [77]

Byl také zaznamenan piipad chronické nekrotizujici pankreatitidy souvisejici
s alkoholem u zeny ve stfednim véku z USA. VySetfeni odhalilo zédvaznou a rezistentni
hyperamonemii dosahujici hodnot 265 pmol/l. Metabolicko-genetické vySetieni odhalilo
zvysenou hladinu glutaminu, kyselinu orotovou v moc¢i a nizkou hladinu citrulinu, klinicky
obraz konzistentni s deficitem OTC ¢i CPS1. Genetické sekvenovéani bylo negativni pro
jakoukoliv genetickou pfi¢inu hyperamonemie. Z tohoto diivodu byla povazovana chronicka

pankreatitida jako pfi¢ina dysfunkce mocovinového cyklu. [78]
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ZAVER

Mocovinovy cyklus hraje klicovou roli v detoxikaci neurotoxického amoniaku v téle,
pfeménujici jej na mocovinu. Poruchy tohoto cyklu jsou zdvaznd vrozend metabolicka
onemocnéni, ktera pii neléceni vedou k hyperamonemii. Ta miize mit za nasledky opozdéni
vyvoje, poSkozeni mozku az pred¢asné umrti, zejména u novorozencl. Zavaznost a nastup

symptomi souvisi se zbytkovou aktivitou enzymil a specifickymi genetickymi mutacemi.

Pro diagndzu je nezbytny novorozenecky screening ale i pfesné a rychlé méteni hladiny
amoniaku v krvi. U pacientl s rodinou anamnézou je nezbytné sledovani jiz od narozeni pro
ptipad opozdénych projevl. Poté se provadi genetické testovani k potvrzeni genové mutace
v sekvenci kédujici dany enzym. V¢asna diagnoza je velmi dulezitd pfi novorozenecké formé,

ktera Casto vyusti v timrti pacienta jesté pied identifikaci deficitu.

Lécba téchto onemocnéni je zaloZzend na prevenci expozici amoniaku, v akutnich
ptipadech i pomoci dialyzy. Jinak se pfistupuje k omezeni pfijmu bilkovin a uzivani 1¢kd, ¢imz
ovsem léCime piiznaky deficitu. Lécba ptimo deficitu se provadi vétSinou pomoci transplantace
jater, coz je nejucinnéjsi cesta, kterd vede 1 ke zlepSeni kvality zivota pacienta. V piipadée
deficitu NAGS je velmi u¢innd i suplementace N-acetylglutamatu. K efektivni 16¢bé je ovSem

nejdulezitéjsi rychld a spravna diagndza deficitu daného enzymu.
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