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Patobiochemie

Patobiochemie se zabyva poruchami biochemickych déji v organismu,
biochemickymi zménami v prubéhu chorobnych stavl a snazi se o
jejich vysvéetleni na molekularni drovni.

Prednasejici:
Mgr. Marie BRAZDOVA, Ph.D.
pracovnici centralnich laboratori
Po: 45-135 7:15-8:45
Cvidici:
Mgr. Marie BRAZDOVA, Ph.D.
Mgr. R. Helma, Mgr. M. Petr, Mgr. Babkova, Mgr. Adamik,

pracovnici centralnich laboratori

(laborator 45-324,325, centralni laboratore)
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Sylabus Patobiochemie 2017/2018 (ptednéiky 45-135 posluchérna, po 7:15-8:45)

* 1. Uvod do pfedmétu, vyznam studia patobiochemie. Rozsah a poZadavky k Usp&&nému ukon&eni
predmétu zkouskou, doporucena literatura. Priciny a druhy poruch. Dédicné metabolické poruchy.
(12.2.MB)

2. Principy regulaci metabolismu. Receptory. Biochemické komunikace. Enzymy, regulace metabolismu.
Priciny zvySené aktivity bunécnych enzym( v plasmé. Klinicky vyznamné enzymy. (19.2.MB)

» 3. Sacharidy, metabolismus glukosy a jeho poruchy. Regulace glykemie, poruchy. Patobiochemie diabetu
mellitu, druhy DM. Poruchy metabolismu glykogenu, glykogenosy. (26.2.MB)

* 4. Metabolismus aminokyselin a jeho poruchy. Druhy nemoci, terapie. (5.3.MB)

* 5. Poruchy metabolismu lipidd. Cholesterol, lipoproteiny. Lipidosy, dyslipoproteinemie. (12.3.MB)

* 6. Patobiochemie arteriosklerézy. Ischemicka porucha srdecni - srde¢ni markery. (19.3.CL)

* 7. Krev, proteiny krevni plasmy. Srazeni krve, koagulopatie. Dysproteinemie. Porfyriny. Biosyntéza, poruchy
metabolismu. Porfyrie, hemoglobinopatie. (26.3. CL)

* 8. Nukleové kyseliny poruchy metabolismu purint a pirimidin0. Hyperurikemie, orotacidurie, terapie.
(9.4.MB)

* 9. Xenobiotika a jejich u¢inky na organismus. Detoxikace, mechanismus. Biologické oxidace. U&inky
volnych radikal( na organismy. Lipoperoxidace,antioxidanty. (16.4.MB)

* 10. Tumor, tumorové markery. Zakladni charakteristika nadorové bunky. Strategie laboratornich vysetreni.
Pozadavky na idealni nadorovy marker. Pouzivané tumorové markery. (23.4.MB)

* 11. Vztah patobiochemie a klinické biochemie. Klinicko-biochemicka analytika a jeji specifické rysy.
Terminologie klinické biochemie. Analyzovany materidl. Odbér materialu. (30.4.MB)

* 12. Mechanizace a automatizace v klinické biochemii. Analyzatory, jejich rozdéleni z riznych hledisek.
Diagnostické soupravy. Organizace prace v klinicko-biochemické laboratofi, laboratorni a nemocnicni
informacni systémy. (7.5.CL)

* 13. Analyza moce a mocoveého sedimentu. Imunggchemické metody. (14.5.CL) .



SYLABUS PRAKTICKYCH CVICENI:
(po 14:45-17:00; ut 7-9:15, 9:15-11:30, 11:30-13:45)

Cviceni: Analyza onkogent pomoci imunodetekce na membrané.
(13.2.;20.2.MB) (Laboratoire 324, satna 3.patro)

Cviceni: Zakladni biochemicka vysetreni. Seznameni s biochemickym
analyzatorem Dimension. (27.2.;6.3. centralni laboratore, Satna
suterén)

Cviceni: Imunochemické metody. Chemiluminiscencni metody. Vyuziti
imunoanalyzatoru Immulite. (13.3.;20.3., centralni laboratore, Satna
suterén)

CviCeni: Hematologické metody. Vyuziti automatickych
hematologickych analyzator( v klinické praxi. Koagula¢ni metody
(27.3., 3.4., seminar, ucebna)

CviCeni: Zapoctovy test (10.4.;17.4.MB, ucebna)



Studijni literatura:

moodle- patobiochemie 2017, patobiochemie2015, patobiochemie

G.F.Hoffmann et al. Dédicné metabolické poruchy. Grada,, 2006.

J.Koolman, K.H.Rohm. Barevny atlas biochemie. Grada, 2012.

* Ledvina a kol. Biochemie pro studujici mediciny - I. a Il.dil. Karolinum, 2005.

* Murray et al. Harper's Illustrated Biochemistry. 29th Edition. Lange, 2012.

* KARLSON, P.; GEROK, W.; GROSS, W. Pathobiochemie. Academia, Praha, 1987.

* Laboratorni diagnostika. Edited by Tomas Zima. 1. vyd. Praha: Galén, 2003.
ISBN 80-7262-201-3.

* Clinical biochemistry :metabolic and clinical aspects. Edited by S. K. Bangert -
William J. Marshall. New York: Churchill Livingstone, 1995. ISBN 0-443-04341-8.
MASOPUST, Jaroslav. Klinickd biochemie. Pozadovdni a hodnoceni biochemickych
vySetreni. 1. vyd. Praha: Karolinum, 1998. ¢ast I. a ¢ast Il. ISBN 80-7184-649-3.

* Clinical guide to laboratory tests. Edited by Norbert W. Tietz. 3rd ed.
Philadelphia: W.B. Saunders Company, 1995. ISBN 0-7216-5035-X.

* RACEK, Jaroslav. Klinickd biochemie. Praha: Galén, 2006. ISBN 80-7262-324-9.
 Slaby, O.: Molekularni medicina, Galén, 2015. ISBN 978-80-7492-121-6
* Masopust, J: Patobiochemie bunky, 2003, ISBN: 80-239-1011-0



Pozadavky ke zkouSce z patobiochemie

Zkouska se sklada z Casti pisemne¢ a ¢asti ustni
Test: min 60% (E), ....90-95% (A)

Ke zkouSce se mizou piihlasit pouze ti studenti, kterym byl
udélen zapocet z praktickeho cviceni.

Prakticka cviceni:
1) ucast 100%, 2) protokoly, 3) zapoctovy test 80%,

4) vypracovanou ppt prezentaci (3 listy) na jednu metabolickou
chorobu, seznam na moodle

5) seminafe k vybranym tématum



1. Dédicné metabolické poruchy

VIVe

Priciny a druhy poruch. Dédi¢né metabolické
poruchy (DMP). Diagnostika. Lécba

substrat

% PODSTATA METABOLICKYCH CHOROB

mutace :
jaderné DNA - - ‘
b) O /dysfunkém protein produkt
multiorganove
mutace mtDNA postizeni
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2.1.Priciny a druhy poruch. Dédi¢cne
metabolické poruchy (DMP).

Dédiéné metabolické poruchy (DMP) tvori riznorodou skupinu 700-1000
onemocnéni, kterd jsou zplisobena enzymovym deficitem, hyperaktivitou,
dysfunkci transportniho proteinu i poruchou jiného proteinu
souvisejiciho s nékterou metabolickou drahou.

Typicka je pro né autozomdlné recesivni, gonozomadlné recesivni i
dominantni, ale také mitochondridlni dédicnost.

K nedostatecné tvorbé enzymu ¢i potrebného proteinu dochdzi ndsledkem
mutaci jaderné i mitochondrialni DNA.

Konzervativni odhady kumulativni incidence vsech dédi¢nych
metabolickych poruch jsou uvadény kolem 1:500 (frekvence heterozygoti
1:15); je velmi pravdépodobné, Ze DMP jsou v sou¢asné dobé
poddiagnostikovany.

kazdy prakticky lékar ma ve svém obvodu hejméné dva a vice pacientl s
DMP a Ze kazdy specialista se ve syé praxi s témito pacienty setkavad,


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Autozom%C3%A1ln%C4%9B_recesivn%C3%AD_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Gonozom%C3%A1ln%C4%9B_recesivn%C3%AD_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Gonozom%C3%A1ln%C4%9B_dominantn%C3%AD_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Matroklinn%C3%AD_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Enzymy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protein
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mutace
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Incidence

Skupina dédicnych metabolickych poruch je znacné
heterogenni spolecné rysy.

1) Jiz z jejich podstaty vyplyvd, Ze u pacientl budou detekovatelné
biochemické a enzymatické odchylky.

2) Ddle vzhledem k tomu, Ze vétsina metabolickych drah je spole¢na pro
radu bunék v organizmu, byvd ¢asté multiorganové postizeni (napr.
postizeni CNS, svald, ledvin a jater u mitochondridlnich onemocnéni).

3) Klinické projevy DMP byvaji velmi ¢asto nespecifické (neprospivani,
nechutenstvi, porucha ristu, porucha psychomotorického vyvoje, poruchy
védomi),

4) jen pomérné vzdcné se vyskytuji specifické znamky svédcici s vysokou
pravdépodobnosti pro nékteré DMP (napr. zdapach zpocenych nohou u
pacientl s izovalerovou acidurii nebo typickd facidlni dysmorfie u pacientd
s mukopolysacharidézami ¢i generalizovanymi peroxizomadlnimi
onemochnénimi).

B5) Postihuji pacienty jakéhokoliv' vékiod prenatdiniho obdobi az do stari.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mitochondri%C3%A1ln%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Psychomotorick%C3%BD_v%C3%BDvoj_d%C3%ADt%C4%9Bte
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_v%C4%9Bdom%C3%AD

* Historie

» Pocatky objevovdni dédi¢nych metabolickych poruch|
jsou spojeny se jménem Archibalda Garroda, ktery =
ako prvni poukazal na souvislost lidskych nemoci a |

endelovych zakonu dédicnosti a formuloval
koncept dédicnych metabolickych poruch

(inborn errors of metabolism).

* Garrod se zabyval studiem alkaptonurie a v roce L~
1902 publikoval knihu The Incidence of Alkaptonuria R -
a Study in Chemical Individuality, kterad je prvnim )
zdznamem pripadu recesivni dedicnosti u lidi. B o

. Sir Archibald Edward Garrod
V roce 1923 vysla ’

dalSi jeho kniha s nazvem Melanin
Inborn Errors of Metabolism, v A
niz publikoval své studie o @ | ibiismus]
pentosurii & albmismu
row - , Phenylalanin ————> Tyrosin ——— > Homogentisinsdure ————> CO, + H,0
Pravé prekladem terminu @ @
inborn errors of metabolism
vznikl u nas dlouho pouzivany @ |[<Kretinismus]
nepfesny nazev  vrozené Y
metabOIiCké pOfUChy (vrozené Phenylbrenztraubensaure Thyroxin

metabolické vad
y) 1 Patobiochemie 2018 10


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Archibald_Garrod&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mendelovy_z%C3%A1kony_d%C4%9Bdi%C4%8Dnosti
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Alkaptonurie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/D%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Alkaptonurie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Cystinurie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Pentosurie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Albinismus

substrat

metabolickych N
po ruch faderné ONA > ) ]
o (O .

dysfunkcni protein produkt

PF'iéinY dédié"?(:h ) % PODSTATA METABOLICKYCH CHOITOB

multiorganove
mutace mtDNA postizeni

* NejCastéjsi pricinou dédicnych metabolickych poruch jsou mutace nuklearni DNA
v zdrodecnych burikach (a tim i nasledné v somatickych bunkach) s typickou
monogenni mendelovskou dédic¢nosti — bézné autozomalné recesivni, gonozomdlné
recesivni i dominantni.

« Méné Castou pricinou DMP jsou mutace mitochondridlni DNA, které se prendseji
materndlnim typem dédi¢nosti.

* Fenotypové projevy u dvou jedincll se stejnym genotypem se mohou lisit v
dlsledku dalsich faktord jako je vliv prostiredi (dieta, Zivotni styl u nemoci
malych molekul) ¢i jako jsou napr. epigenetické zmeény, epistdze (interakce s
alelickymi variantami v jinych genech), inaktivace X-chromozomu (lyonizace).

 Mutace mohou byt typu bodovych mutaci (missense, nonsense, synonymni
mutace), deleci a inzerci (s nebo bez posunu Eteciho rdamce), pricemz z typu
mutace a jeji lokalizace nelze ¢asto primo urcit stupen postizeni funkce
prislusného proteinu.

* Ndsledek: defektni transkripce (drovefi mRNA) a translace, sestrih,....

1 Patobiochemie 2018 11



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mendelovy_z%C3%A1kony_d%C4%9Bdi%C4%8Dnosti
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mitochondri%C3%A1ln%C3%AD_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://www.wikiskripta.eu/index.php/D%C4%9Bdi%C4%8Dn%C3%A9_metabolick%C3%A9_poruchy_mal%C3%BDch_molekul
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Epigenetika
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Interakce_nealeln%C3%ADch_gen%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Lyonizace

Dedicné metabolickeé poruchy

substrat

obvykle AR, GR

klinicky

obvykle enzym
variabilni

produkt

1 Patobiochemie 2018 12



Dusledky mutace

« zmeénéné mnozstvi translatovaného proteinu (obvykle snizené ¢i vzacné
Zvysené)

« zménéné vlastnosti proteinii (zménou izolované funkce jedné domény,
nebo globdlni zménou viech funkci napr. pri misfoldingu).

* mutace mohou vést i ke zméndm funkce neproteinovych genovych
produktl jako jsou napriklad miRNA &i siRNA, které reguluji expresi
rady cilovych gen.

Postizeny protein:

a) vétsinou enzym (ENZYMOPATIE) nékteré metabolické drdhy, jez potom

vazne a hevzhika jeji produkt, ktery mtze chybét, neodc¢erpdva se

substrdt, ktery se muze hromadit, pripadné metabolizovat na vedlejsi
produkt. Od toho se pak odviji postiZeni riznych orgdnt do rtzné miry (pf.

Alkaptonurie).

b) krevni bilkoviny neenzymové povahy: plazmatickd bilkovina Ci

hemoglobin (srpkovitd anémie)

c) strukturni bilkoviny plazmatické membrany: zména tvaru buriky (napr-.

sférocytoza)

d) receptory, soucasti iontovych kandll, regulaéni proteiny (pr.

nadorovy supresor)....



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Translace

Dusledky mutaci

* hromadéni substratu (malé molekuly-pr. fenylalanin jsou
difusne rozptylené v télesnych tekutindch, prestup pres filtr.
bariéru ledvin, exkrece moci. Velké molekuly -pr.
mukopolysachymdy hromadéni v misté vzniku).

Pr = PKU - mutace genu pro PAH ( phenylalaninhydroxylasu),
aktivita enzymu < 1/0 (postiz. 2 alely). Nizké procento PKU je
zplsobeno mutaci 1 alely nebo v genu pro kofaktor PAH -
tetrahyrdobiopterin (lehéi forma PKU).

* chybéni produktu
* hromadéni defektniho enzymu

* tvorba nespravného produktu - blok metabolické
drdhy

* ztrata mnohocetnych enzymovych aktivit

1 Patobiochemie 2018 14



Mutace TP53

Bodova mutace v 248

TP53 zplsobi - 273

ztratu funkce p53 -

jako nadorového 245

supresoru |~ 282

o ool b D, i ‘ i ——
) )" . )
|
50 100 150 200 250 300 350 393
| | |

* Dusledky mutace pro funkce proteinu
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy

e ztrata funkce

* zesileni funkce — mutaci zesili néktera z funkci proteinu nebo intenzitu
produkce proteinu /hromadéni)

15

* zisk nové funkce
* nespravna exprese proteinu ( v misté a case) TEST

1 Patobiochemie 2018



Funkéni dopad mutaci TP53 a mechanizmy GOF

TP53 mutation

Bunécna
proliferace

Angiogeneze,
invazivita a

Accumulation due to
oncogenic events

a pfeiiﬁ L melasléze |naktivace
i p63 a p73
Roparsce " Iniciacea
Mutant S Rae pi  Sifeni nadord) Geneticka
p53 transformaci  \diferenciace \_ nestebilita
Rezistence k
L Iékim a inhibice
8 apoptozy

Vil
Transcriptional regulation of Transcriptional regulation of
genes that mediate growth- genes that mediate
supression, apoptosis, DNA  proliferation, drug-resistance,
repair etc. survival, metastasis etc.

Fﬂ\ Mechanismy

zahrnujici vazbu na DNA
Nature Reviews | Cancer

p53- nddorova supresor, antionkgen, transkripéni faktor,
protein vazajici se na DNA

mutantni p53- onkogen TEST



Incidence (vyskyt) DMP

* DMP patti do skupiny tzv. vzdcnych onemocnéni (rare diseases). Incidence jednotlivych
diagnostikovanych DMP je nizkd, 1:10% aZ 1:10° i niZ3i, ale celkovd incidence vSech DMP je
relativné vysoka (udavd se 1:1000 aZ 1:600). Skuteénd incidence je pravdépodobné jesté vyss
a Fada pacientl tak diagnéze DMP unikd. Incidence DMP je v riznych populacich odfusna

« Individudlni vyskyt pomérné vzacny (1:15 000 - 200 000)

« Kolektivni vyskyt vysoky (1: 1000), incidence pravdépodobné i vy3si (kolem 1:500)
* novorozenecky screening 1:1000-1:4000

« selektivni screening nejméné 1:500-1:1000

» frekvence heterozygott pro DMP nejméné 1:15

- zastoupeni se lisi podle populaci
« vyssi vyskyt v imbrednich populacich (PKU Turecko, organické acidurie Blizky Vychod)
* tyrosinemie I.typu Quebec, aspartylglykosaminurie Finsko, lysosomadlni nemoci Izrael
Konzervativni odhady kumulativni incidence vSech dédicnych metabolickych poruch jsou

uvddény kolem 1:500 (frekvence heterozygoti 1:15); je velmi pravdépodobné, Ze DMP jsou v
soucasné dobé poddiagnostikovdny.

Incidence, statisticky ukazatel v epidemiologii, je podil po¢tu nové
hldgenych nemocnych jedinct za dané ¢asové obdobi (novych pripadi) a
poCtu véech jedinct ve sledované populaci.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Incidence
https://cs.wikipedia.org/wiki/Epidemiologie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Populace

Vyskyt DMP v CR

beta-oxidace a OAU sacharidy
14% 12% puriny/pyrimidiny

' 3%
/‘\mitochondriélni

AMK bez HPA 20%
18% ‘\\\/
: 1 lysosomalni
peroxisomalni
HPA1‘ ;/PKU 4% 16%
0

CR, 2005, n=127

incidence pro CR ~ 1:1000
dosud ~150 ruznych nosologickych jednotek

1 Patobiochemie 2018 18



Zpusoby prenosu DPM (dédicnost)

* Autosoma
* Autosoma
* Gonosoma
* Gonosoma

JADERN A DNA % PODSTATA METABOLICKYCH CHOROB

substrat

né recesivni

v . Vs jad'::rt\:c;NA\ =2 == “
né dominantni )y :
né d Omin anTni b) O dysfunkéni protein produkt -
né recesivni

MIMOJADERNA DNA
* Materndlni typ dédi¢nosti ( mitochondridlni DNA)

1 Patobiochemie 2018 19



Dédi¢cnost AR (Autosomalne recesivni)

» Dédi se tak naprosta vetsina DPM napr. PKU

« Onemocnéni se projevi pouze u homozygota (nositel obou defektnich
alel pro dany znak)

* Heterozygot je klinicky zdravy jedinec, je pfenaseCem defektniho genu

matka otéc
pienasedtka plenaded

N ,‘h\
) ) C1d

postiZend it divé normélni
dité pifenase¢ pienasec dité

20

SCID = téiky kombinovary imunodeficit




Dédi¢nost GR (Gonosomalne recesivni)

« Abnormni gen recesivniho
typu je vazan na pohlavni
chromozom X

* Klinicky se projevi jen u
muzi

( maji jeden X chromozom,

zeny maji XX)

« Je-li postiZzen jeden z rodicu,
pak jsou

- muzi bud’ zdravi, nebo trpi

chorobou

- zeny mohou byt z 50%
prenasecky
Priklady:
mukopolysacharidoza

Hunterova, glykogenoza typ
VIl

1 _Patobiochemie 2018

21



Maternalni typ dedicnosti

* Prestoze mitochondrialni DNA (mtDNA) ma zanedbatelny
objem proti jaderné DNA, mutace v mtDNA mohou zpusobit
zavazneé choroby

1) Veskeré mitochondrie zdedi kaidk'{jecynec vyhradne po
matce ( mitochondrie zygoty jsou totiz vSechny puvodem z
vajiCka, vsechny mitochondrie spermie zanikaji).

2) V kazde bunce je okolo 1000 mitochondrii - jedna ,
mitochondrie s mutovanou mtDNA tudiz na bunku nema
zadny vliv. Zda se mutace v mtDNA nejakym zpusobem

ﬁro evi na urovni bunky nebo celeho organismu zavisi na tom,
| ?ll procent mitochondrii ma mutovanou genetickou
Informaci.



Déleni DMP dle postizené metabolické drdhy

« Dédi¢né metabolické poruchy typicky zahrnuji poruchy
metabolizmu:

* poruchy metabolizmu organel
« mitochondridlni onemochéni
* peroxizomdlni onemocnéni
« lysozomdlni onemochéni
« poruchy glykosylace (vdzané na endoplazmatické retikulum)

* poruchy metabolizmu primarné nevazané na organely
 poruchy metabolizmu aminokyselin

organické acidurie

poruchy metabolizmu sacharidl véetné glykogendz

poruchy metabolizmu purinil a pyrimidind

poruchy metabolizmu lipidt

* porfyrie
* jiné DMP

1 Patobiochemie 2018 23


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mitochondri%C3%A1ln%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Peroxizom%C3%A1ln%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Lysozom%C3%A1ln%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_glykosylace
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_metabolizmu_aminokyselin
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Organick%C3%A9_acidurie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_metabolizmu_sacharid%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_metabolizmu_purin%C5%AF_a_pyrimidin%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_metabolizmu_lipid%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Porfyrie

Klasifikace DMP

a bk wbdhE

Podle rychlosti nastupu klinickych pfiznaku

Podle jednotlivych metabolickych systému

Podle subcelularni lokalizace zménéného proteinu
Podle typu molekul

Podle analytické metodiky pouzivané pro prukaz DPM

1 Patobiochemie 2018

24



1. Podle rychlosti nastupu klinickych
priznaku — onemocnéni:

« akutni metabolicka
* s intermitentnim prubéhem
* chronickeé

2. Podle jednotlivych metabolickych systému
— poruchy metabolismu

«aminokyselin

e sacharidu

e lipidu

 purinu a pyrimidinu

- vysokomolekularnich latek
*pbarviv atd.

1 Patobiochemie 2018 25



3. Podle subcelularni lokalizace
zmenéného proteinu :

-cytosolove

* mitochondrialni
*lysozomalni

e peroxisomalni

* Golgiho aparatu
«iontovych kanalu atd.

4. Typ molekul:
* nemoci malych molekul
 nemoci komplexnich molekul



1) Klinika DMP

*Projevy - v kterémkoliv véku od narozeni az do dospélosti

* Manifestace - pestrd, od mirnych chronicky probihajicich
forem az po akutni Zivot ohrozujici stavy

« Zavaznost se odviji od stupné postizeni zménéného
proteinu ( napr. aktivita enzymu 0-20%)

Klinické priznaky DMP

* Nespecifické - téch je vetsina (poruchy svalového napéti,
poruchy chovani, poruchy védomi, kfeCe, neprospivani,
zvracent, pos‘rlzem funkce srdce, svald, Ja’rer ledvin...

- Specifické - napr. typicky abnormdlni zapach moce,
potu....ektopie Cocky a frombembolické prihody



Laboratorni nespecifické nalezy

* Aciddza ( napr. laktdtova pri deficitu PDH)

* Alkaléza ( napr. deficit OTC-
ornitinkarbamoyltransferaza)

» Hypoglykémie
* Hyperamonémie
* Hypoketdza (s hypoglykémii u poruch poxidace)
* Hyperketdza (u nékterych org. acidurii)
» Hypourikémie/hyperurikémie (porucha met.purini)

* Hypocholesterolémie/hypercholesterolémie (deficit 7-
dehydrocholesterolu tzv. Smith-Lemli-Opitzuv sy)



1 1. Akutni metabolicka
onemocheéni

obvykle v ¢asném novorozeneckém
¢i raném kojenecké obdobi

respiracni selhani, sepse, krece,
poruchy védomi, pro’rmhovana Zloutenka,
rozvijejici se RDS &i DIC atd.

poruchy metabolismu AMK,
galaktdzy, ureageneze, organickych kyselm

b oxidace mastnych kyselin



1 2. Metabolicka onemocneéni s
chronickym prubéhem

stridani bezpriznakovych obdobi
s atakami, ktere se typicky objevuji po zatezi
napr. zmena vyzivy (bilkovinna zatez), horecnaté
obdobi (zvysend energetickd potreba organismu v
prubéhu katabolismu)...

pozdni formy deficitu OTC
(ornitinkarbamoyltransferdza -porucha

mocovinového cyklu), nékteré poruchy p oxidace
MK



1_3. Chronicky progredujici
metabolickd onemocnéni

zpocatku normalni
psychomotoricky vyvoj se po urcitém obdobi
zastavuje pripadné dochazi k Jeho regresi

strddava onemocnéni
(mukopolysacharidézy, neurodegenerativni
ohemocheni...)



4) Déleni DMP podle projevu DMP

Zdsadni rozdil v povaze mefaboll’ru které zpusobu Ji
klinické projevy onemocnéni, umozriuje dédicné
metabolické poruchy rozdélit do dvou skupin:

‘nemoci malych molekul
‘nemoci komplexnich molekul

Fenotypové projevy u dvou jedincl se stejnym genotypem
se mohou lidit v dusledku dalSich faktort jako je vliv
prostredi (dieta, Zivotni styl u nemoci malych molekul) €i
jako jsou napr. epigenetické zmény, epistdze (interakce s
alelickymi variantami v jinych genech), inaktivace X-
chromozomu (lyonizace).
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http://www.wikiskripta.eu/index.php/D%C4%9Bdi%C4%8Dn%C3%A9_metabolick%C3%A9_poruchy_mal%C3%BDch_molekul
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Epigenetika
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Interakce_nealeln%C3%ADch_gen%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Lyonizace

4_1_Nemoci malych molekul

jsou zplisobeny

- hromadénim malych toxickych molekul (amoniak, organické kyseliny)

- nedostatkem Zddoucich metabolitl (ketolatky, glukéza), které vznikaji
katabolismem ldtek prijimanych potravou (aminokyseliny bilkovin,
sacharidy, mastné kyseliny).

- 1)Typicky se onemocnéni manifestuje v novorozeneckém véku v pribéhu
nékolika hodin ¢i dnd, k nevyvdzené koncentraci toxickych molekul dojde
po zvySeném prisunu zdroje v potravé Ci pri horecnatych infektech, a
to atakovité, jako akutni stav se zménou chovani az prechodem do
komatu (napr. Aypoketotické koma u deficitu MCAD-Deficit acy/l-CoA
dehydrogendzy mastnych kyselin se stredné dlouhym retézcem (MCAD)).

- Ataky se mohou dostavit opakované, ve spojeni se specifickou situaci, se
kterou si ji pacient spojuje (dlouhé hladoveéni nebo naopak ndhlé
prejidani).

2) Néktera onemocnéni se ovsem mohou od tohoto schématu liSit a mivaji i
subakutni ¢i chronickou formu a postihuji i jiné orgdny nez jen CNS.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Gluk%C3%B3za
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Sacharidy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/CNS

4_2 Nemoci komplexnich molekul

* Nemoci velkych molekul vznikaji defektem v metabolizmu
(porucha tvorby, transportu ldtek, ale také v jejich odbourdvant)
endogenné tvorenych makromolekul (glykosaminoglykany,
glykolipidy, glykoproteiny a jine).

» Nékteré tyto Idtky tvori stavebni dsti bunéénych membrdn, coz se
pak projevi defektem tohoto typu, jine jsou odbouravany v
peroxisomech a lysozomech, v nichz se pak mohou hromadit. To
Trva radove mésice az roky, nemoc probiha bez atak a zF'eLn)ych
kratkodobych nutricnich ¢i infekénich souvislosti, ma chronicky
charakter, k’rer'\& se manifestuje az po ubéhnuti latentni fdze,
béhem niZ se nahromadilo dostatek makromolekul, aby se defekt

projevil na drovni funkce.

* Nemoci, pri nichZ se hromadi makromolekuly v peroxisomech Ci
lysosomech, mohou imitovat neurodegenerafivni ¢i nadorova
ohemocheni.

» Nemoci, pri nichZ dochdzi k membrdnovym defektiim, zase
chromozomové aberace, a to priznaky jako organomegalie,
dysmorfie hlavy a obliceje, postizeni CNS a jinych organu.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Glykoproteiny
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Peroxisomy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Lysozomy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Neurodegenerativn%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Chromosom%C3%A1ln%C3%AD_aberace

Priklady nejznaméjSich DMP

* Poruchy metabolismu AMK

* Organické acidurie

» Poruchy metabolismu sacharidi

* Poruchy metabolismu lipoproteint

» Poruchy metabolismu purint a pyrimidint
* Poruchy metabolismu vysokomol. Idtek

1 Patobiochemie 2018
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Diagnostika DMP

Laboratorni diagnostika DMP - na nekolika urovnich:

* Prenatalni diagnostika - vysetreni ke zjisteni, zda je
plod postizen DMP, ktera byla prokazana v rodine-
jen oduvodnéné pripady (AFP, vada v rodiné)

* Postnatalni diagnostika - novorozenecky screening
(PKU, hypothyreosa aj.)
Vétsinu DMP Ize diagnostikovat prenatalné -

analyzou enzymove aktivity nebo mutaci v choriovych
kicich &i amniocytech, nebo vySetfenim metabolitu v

plodove vode.
*VVCasna diagnostika — lécba, kompenzace

Metabolicka pfiru€ka, Laboratorni prirucka Diagnostickych laboratofi

Ustavu dédiénych metabolickych poruch
VFN a 1. LF UK - udmp.Ifl.cuni.cz/file/5673/Metabolickda%20piirucka%20verze%2002.pdf




Laboratorni diagnostika DMP

substrat

produkt
DNA/RNA Enzymologie Metabolity
1. na urovni metabolitu
2. na uarovni enzymu

3.

Patoblochemle 2018

na molekularni Grovni

Priznaky
specifické-napr.
zapach
barva moci
nespecifické-napfr.
koma
PMR
dysmorfie
hepato/myopathie
dalSi
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Diagnostika symptomaticka

substrat

produkt
DNA/RNA Enzymologie Metabolity Piiznaky
screening leuko/lymfo analyt specifické
scanning fibro profil analyti nespecifické
Sekvenovani sval moc/krev/likvor koma
NGS (celogenové METABOLOMIKA PMR
Sekvenovani) dysmorfie

1 Patobiochemie 2018
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V diagnostice DM P se stejné jako v jinych oblastech mediciny uplatiuji nové biotech-
nologie zaloZené na komplexni analyze biologického materialu a generujici pomérné
znaéné mnozstvi heterogennich dat. Jednd se zejména o metody stanoveni velkého
spektra metaboliti — metabolomiky a sekvenovani nové generace. Zavadénim téchto
metod do klinické praxe vznikaji etické problémy, které nejsou zcela nové a byly do
ur¢ité miry popsany jiz dfive, napf. u genetickych vysetfeni i zobrazovacich metod.
U metabolomickych metod a sekvenovini nové generace je ovSiem unikatni rozsah,
dany pravé znaénym objemem generovanych dat a jejich komplikovanou interpretaci.

Pro diagnostiku DMP se standardné pouziva fada profilovych vysetfeni, a jednd
se tedy o cilenou metabolomiku. Pfikladem jsou vySetieni organickych kyselin v moci
pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (jednou analyzou jsou
vysetfeny stovky metabolitl), vySetfeni profilu aminokyselin (v séru, moéi ¢i likvo-
ru) detekujici okolo Sedesdti raznych latek ¢i vySetfoviani desitek raznych metabolit
pomoci vysoce citlivé tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS).

Druhou progresivni metodou je sekvenovani nové generace (NGS), které umoziu-
je vysetfit veSkerou genetickou informaci jedince (sekvenovani celého genomu), in-
formaci kédujicich oblasti genomu (sekvenovani exomu) ¢i informaci panelu pfedem
vybranych gena (typicky desitky az stovky genii v jedné analyze). U NGS se ziskand
data v ruzné mire filtruji a mnoZstvi interpretaénich obtizi vzrustda pfimo imérné
s rozsahem vySetfené oblasti. PFi sekvenovini panelu gent se lze zamérit pouze na
relevantni vysledky, které maji vztah ke konkrétni diagnoze. Podstatné sloZitéjsi si-
tuace nastava, jsou-li tyto metody uzity u presymptomatickych jedinca nebo pfi vy-
Setfenich pacientq, u nichz je etiologic onemocnéni neznama a NGS se pouZije jako
diagnosticka metoda. V téchto pripadech je jisté, Ze budou generovany neocekavané
nialezv nesouviseiici s hlavnim diivodem vvéetfeni. Nékteré z neoéekavanveh nalezn

https://books.google.cz/books?id=J5dFCQAAQBAJ&pg= PAZQSF&[ Péér\nzog% g=incidence+DMP&source=bl&ots=-
FP4qCqcaY &sig=60JEak3HksAWKIVW2y8ib1116wY &hl= cs&sa d KEwiCh-Hu-
ZvZAhUisKQKHe8 AZoQ6AEIVzAJ#v=onepage&g=incidence%20DMP&f=false



Diagnostika presymptomaticka

substrat

vySetieni pribuznych s rizikem DMP
prenatalni diagnostika

screening segmentu populace

1 Patobiochemie 2018 40
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Zakladni situace s rozdilnou
diagnostikou pro DMP

 DMP malée molekuly
« akutné nemocny novorozenec
* (opakovana) ataka dlouhotrvajiciho bezvedomi
* neprospivani kojence
* hypoglykémie

 DMP velké molekuly
* progredujici postizeni CNS a svalstva
« dysmorfie obliCeje
« organomegalie (jatra, slezina, srdce)



Abnormalni zapach a barva moci

« zapach (male tekave molekuly):

« Zpoceneé nohy-isovalerat

« karamel/javorovy sirup-oxokyseliny

* varené zeli-methionin oxid

* rybina-trimethylamin

* ¢erny rybiz- nékteré organické kyseliny
« mySina-fenylacetat

e Zbarveni
 cervenooranzove-uraty
» cernohnedé pri oxidaci-nomogentisat
* modre-indoxalové derivaty
 zelene-4-OH-butyrat

4



1.Diagnostika na urovni metabolitu
(biochemickeé vysetreni)

prokazujeme zmenenou koncentraci

nejakeho metabolitu ( substrat, produkt, abnormni
metabolit).
Nejstarsi,nejjednodussi,nejrozsirenéjsi.

vsude tam, kde defektnim proteinem je enzym
Ci trasportni protein — v misté metabolického bloku
dochazi k hromadeéni substratu a nedostatku
produktu, pripadné k tvorbé jinych metabolitu v
dusledku aktivace alternativnich metabolickych drah

sérum Ci plazma, moc, likvor, plna krev v
podobe suche krevni skvrny na filtracnim papirku



prekursor

substrat nmm) vedl.produkt

produkt
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prekursor

substrat nmmp vedl.produkt

Priklady:

* Phe a Phe-derivaty
e amoniak

* cystin u cystinosy

* cystin u cystinurie

* mukopolysacharidy

1 Patobiochemie 2018 45



Priklady:
* glukosa u GSD

e ketolatky u poruch
beta.oxidace MK

 plasmalogeny u
peroxisom.poruch

e cystein u deficitu CBS
 AdoMet u RM

e ATP u mitochondridlnich
nemoci

1 Patobiochemie 2018
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DMP- diagnostika metabolitu
Substrat

produkt



1.Diagnostika na urovni metabolitu —
pokracovani — vysetrovaci metody

AMK, sacharidy, oligosacharidy,
glykosaminoglykany, puriny, pyrymidiny,lipidy, steroidy atd.

chromatografie - papirova
- tenkovrstva
- kapalinova (iontoménicova, vysokoucinna HPLC)
- plynova (s hmotnostni spektrometrii GC/MS )
elektromigracni techniky
- elekrtroforéza
- kapilarni elektroforéza
tandemova hmotnostni spektrometrie MS/MS



Bezné laboratorni nalezy u DMP

Moc

* ketolatky

* Kys.mocCova

* krystalurie

* myoglobinurie

1_Patobiochemie 2018



MPS | — Hurlerova choroba (deficit o —iduronidasy)

Cs &

DS2

.....

HS

DS1

| 1 2 3 4 5 6
MPS | in a 6-year-old girl Electrophoresis of urinary GAGs
(excretion of dermatan
sulphate/DS and heparan
 qulphate/HS )




Glykoproteinosy — HPTLC oligosacharidi v moci

ORCINOL RESORCINOL

- e P T ey = o = =
KO Sial P1 i

NANA KO

1 Patobiochemie 2018
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Diagnostika DMP - enzyml

Substrat

produkt

1_Patobiochemie 2018 52



2. Diagnostika na urovni enzymu

prokazujeme snizenou akftivitu

a0 A d

AL &N 4

pacienta — odber materlalu)

v prenatalni diagnostice, pro potvrzeni prislusné
DPM, obvykle mu predchazi vysetreni na urovni
metabolitu

leukocyty, erytrocyty a trombocyty izolovane

z periferni krve, serum nebo plazma, kultura koznich
fibroblastu, tkan ze svalové & jaterni biopsie




Principy enzymologickeho vysetreni

separace substratu a produktu
*kvantifikace prirustku ¢i ubytku

* K
substrit ||- produk

kofaktor zménény
kofaktor

‘kvantifikace pririustku ¢i abytku

1 Patobiochemie 2018 54



Stanoveni enzymu u DMP

1_Patobiochemie 2018

55



Typicke vysledky enzymologie

o ~ nmol/mg/h _
* Postizeni homozygoti

jasne deficitni wl

* Heterozygoti: prekryv

® 00 O‘* .3..” ® 00

 Zdravi homozygoti: 20 L
obvykle normalni
rozdeleni aktivity v
populaci

Dot D D

2

0L | " AR E -
KONTROLY I PACIENTI
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Mnozstvi enzymu

« katalyticka koncentrace  Imunochemické stanoveni
enzymu, enzymova aktivita enzymu

« Katal -mnozstvi enzymu, které * Specificka protilatka, nemeri
katalizuje preménu 1 mol aktivitu enzymu

substratu za 1s, za definovanych « mg/l
podminek (T, pH, nasyceni mol.
Enz S)

» mkatal/l (na 1 L vySetrované
tekutiny)

* dfive mezinarodni jednotka U/IU (
e pfeména 1Tmmol S za 1min)
» mkatal/l= 60 U/l



Molekularni diagnostika DMP

- Substrat




3. Diagnostika na molekularni
urovni

diagnostika na urovni DNA
prokazuje primo defektni gen. Ekonomicky

LI 4

nejnakladnejsi, indikovat uvazlive

k definitivnimu potvrzeni diagnozy tam,
kde tak nelze jednoznacne ucinit na zaklade
vySetreni metabolitu Ci enzymu, dale v
genetickém poradenstvi

leukocyty z periferni krve, bunky z

plodové vody ziskané amniocentézou, bunky
choriovych klku ziskané biopsii placenty



OTC: Mutace c. 829 C>T (R277W)

l

AGAAAAAGHGGL CT CCAGGOGCT



{\ Normalni sekvence

e M )

ACC CQGGGCCAC CA G G GGAAAGAC GGC

Heterozygotni delece

|

LQJQ\L(LAAMJ__ )

AQGC CCAGGGCAC CQ\v C GGARGACVGRC

ﬁ 1_Patobiochemie 2018
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* Novorozenecky laboratorni screening

* Hyperfenylalaninémie, fenylketonurie



* Novorozenecky laboratorni screening (NLS) je aktivni vyhledavani chorob v jejich
casném, preklinickém stadiu tak, aby se tyto choroby diagnostikovaly a |éCily drive,
nez se staci projevit a zpusobit nevratné poskozeni.

e NLS spociva v diagnostice onemocnéni na zakladé stanoveni koncentrace specifické
latky v suché kapce krve na tzv. novorozenecké screeningové karticce.

* VCRseod1.6.2016 vysetfuje 18 onemocnéni:

- snizena funkce stitné zlazy (kongenitalni hypotyreoza - CH)
- nedostatecnost tvorby hormon v nadledvinach (kongenitalni adrenalni hyperplazie - CAH)
- porucha tvorby hlenu (cysticka fibroza - CF)
- poruchy latkové vymeény aminokyselin
* vrozena porucha latkové vymény aminokyseliny fenylalaninu (fenylketonurie — PKU,
hyperfenylalaninemie - HPA)
e argininémie (ARG); citrulinémie I. typu (CIT); porucha latkové vymény vétvenych aminokyselin
(leucindza, nemoc javorového sirupu — MSUD); homocystinurie z deficitu cystathionin beta-syntazy
(CBS), pyridoxin non-responzivni forma; homocystinurie z deficitu
methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR); glutarova acidurie typ | (GA 1); izovalerova acidurie
(IVA)
- dédicné poruchy latkové vymény mastnych kyselin
» deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedné dlouhym retézcem (deficit MCAD);
deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym retézcem (deficit LCHAD);
deficit acyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem (deficit VLCAD); deficit
karnitinpalmitoyltransferazy | (deficit CPT 1); deficit karnitinpalmitoyltransferazy Il (deficit CPT Il);
deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (deficit CACT)
- dédi¢na porucha premény vitamin(
« deficit biotinidazy (BTD)



http://www.novorozeneckyscreening.cz/

Vysledky novorozeneckého laboratorniho screeningu v CR v roce 2015:
* Vroce 2015 se narodilo 110 800 zivych novorozencu.
* NLS bylo zachyceno 87 novorozencU s nékterou ze 13 vysSetfovanych nemoci

Onemocnani ZP:fP?;cen\'/ch Prevalence Pocet pacientti od Prevalen(.:e ’
r. 2010 (kumulativni)
CH 36 1:3078 248 1:2669
CAH 10 1:11080 50 1:13 236
HPA/PKU 21 1:5276 125 1:5295
MSUD 0 - 1 1:661823
MCADD 4 1:27700 32 1:20682
LCHADD 0 - 10 1:66 182
VLCADD 0 - 4 1:165 456
CPT I 0 - 0 -
CPT Il / CACT 0 - 0 -
GA 1 1:110 800 4 1:165 456
IVA 0 - 3 1:220 608
CF 15 1:7387 95 1:6967
CELKEM 87 1:1274 572 1:1157




Hyperfenylalaninémie (HPA), fenylketonurie (PKU)

e Autosomalné recesivni onemocnéni
* Porucha metabolismu aminokyseliny fenylalaninu (Phe)
Mutace v genu PAH (fenylalaninhydroxyldza), chromosom 12g23.2

PAH metabolizuje fenylalanin (Phe) za vzniku tyrozinu (Tyr), jako kofaktor je
vyzadovan tetrahydrobiopterin (BH4).

+

H
N H NH;
NAD* 8
\r HOCHz—éﬂ—COO_
CH—CH—CHa

Phenylalanine
OH OH 0, v
dihydrobiopterin 5,6,7,8-Tetrahydrobxopterin phenylalanine
reductase hydroxylase
H,0 "
NH,
o Y HOOCHz—éH—COO"
+ H+ CH_CH_CH3 .
Tyrosine

7,8- thydrobxoptenn
(quinoid form)




Hyperfenylalaninémie (HPA), fenylketonurie (PKU), http://www.novorozeneckyscreening.cz/

Klasifikace: Porucha metabolismu aminokyselin

Dédi¢nost: Autosomalné recesivni

Incidence: 1:13 000 (v CR 1 : 6 500)

Etnicita: Severni Evropa, Irsko (1:4 500), Turecko (1:3 000)

Enzym a lokalizace: fenylalaninhydroxylaza, jatra; Gen a lokalizace: PAH, 12g24.1
Informace o onemocnéni

Prubéh onemocnéni bez lécby: Pozvolnd mentdlni retardace (patrna od 6 mésicu
veéku). Ostatni symptomy - ekzém, zapach moce, krece, svétlejsi pigmentace,
zvlastnosti chlize a drzeni téla. Rozsah klinickych priznakd je zavisly na stupni
enzymového deficitu.

Lécba: Standardni péce je |é¢ba vSech osob s hladinou fenylalaninu nad 350-400
umol/l, spociva v nizkobilkovinné dieté s omezenim fenylalaninu a podavanim smési
aminokyselin bez fenylalaninu. Dieta je doporucovana po cely Zivot a jeji dodrzovani je
povazovano za nejdulezitéjsi faktor normalniho vyvoje mozku.

Priubéh onemocnéni s Iécbou: Neni mentdini retardace, mohou byt specifické poruchy
uceni. Pri preruseni diety se snizenym obsahem fenylalaninu dochazi k poklesu 1Q,
porucham chovani a soustredéni, objevuje se ekzém, zapach a mohou se objevit krfece.
Zeny s PKU/HPA maiji vysokou pravd&podobnost narozeni postizeného ditéte
(mikrocefalie a postizeni mozku plodu, vrozené srdecni vady), jestlize nedrzi pfisnou
dietu pred planovanym otéhotnénim a béhem téhotenstuvi.

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvyseny fenylalanin a pomér Phe/Tyr



Fenylalaninhydroxylaza (PAH)

Fenylalaninhydroxylaza — enzym  o.oyiianine hydroryiase

obsahuijici tfi funkéni domény:

* N-koncova regula¢ni doména

* katalyticka doména

* C-koncova oligomeriza¢ni doména

Katalytickda doména - vazba
fenylalaninu, kofaktoru
(tetrahydrobiopterin, BH4), iontu
zeleza

Oligomerizacni doména — tvorba
homotetrameru (aktivni forma

enzymu)
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Single phenylalanine
hydroxylase subunit

Phenylalanine hydroxylase
protein consisting of 4 subunits

Regulatory domain

Tetramerization
domain

Catalytic domain




HPA/PKU

* 98% zpusobeno mutacemi v genu PAH
e 2% mutacemi v genech kodujicich enzymy podilejicich se na syntéze a
regeneraci kofaktoru (tetrahydrobiopterin, BH4)

GTP
'\ GTPCH Lancet 2010; 376: 1417-27

i PTPS

1+ SR
v

NAD*
BH4

&

Phenylalanine

DHPR

NADH

q-dihydrobiopterin

H,0
PCD

Tyrosine
4a-hydroxy-BH4

During the hydroxylation of phenylalanine by PAH (02, Fe+3), tetrahydrobiopterin (BH4) is oxidised to 4a-hydroxy-BH4
intermediate, which is subsequently regenerated back to BH4 by the enzymes carbinolamine-4a-dehydratase (PCD) and by
the NADH-dependent dihydropteridine reductase (DHPR). BH4 is synthesised from guanosine triphosphate (GTP) by three
additional enzymes GTP cyclohydrolase | (GTPCH), 6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase (PTPS), and sepiapterin reductase
(SR). Mutations in genes coding for PCD, DHPR, GTPCH, PTPS, and SR result in BH4 deficiency.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6T1B-5192NSH-13&_image=B6T1B-5192NSH-13-3&_ba=&_user=835458&_coverDate=10/29/2010&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4886&_pii=S0140673610609610&view=c&_isHiQual=Y&_acct=C000045159&_version=1&_urlVersion=0&_userid=835458&md5=c35d6f257dd6087145d4a0f0bfc93f80
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6T1B-5192NSH-13&_image=B6T1B-5192NSH-13-3&_ba=&_user=835458&_coverDate=10/29/2010&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4886&_pii=S0140673610609610&view=c&_isHiQual=Y&_acct=C000045159&_version=1&_urlVersion=0&_userid=835458&md5=c35d6f257dd6087145d4a0f0bfc93f80

HPA/PKU, historie

Tti milniky spojené s diagnostikou a Ié¢bou HPA/PKU:

~ 1930, Asbjorn Folling (norsky lékar a biochemik)
identifikoval u ¢asti pacientli s mentalni retardaci
zvysSenou hladinu Phe v krvi

~ 1950, Horst Bickel (némecky lékar) zavedl dietu s
nizkym obsahem Phe pro pacienty se zvysenou
hladinou Phe v krvi.

~ 1960, Robert Guthrie (americky mikrobiolog) zaved|I
diagnosticky test vhodny pro screening HPA/PKU.

Soucasny novorozenecky laboratorni
screening HPA/PKU — tandemova
hmotnostni spektrometrie — analyza
hladiny fenylalaninu a pomeéru
fenylalanin/tyrosin.




Semikvantitativni test urceny pro detekci zvysené hladiny Phe vyuzivajici
schopnosti Phe usnadnit rlst bakterii v kultivaénim médiu s inhibitorem.

Maly disk filtraCniho papiru se zaschlou krvi se umisti na agarovy gel obsahujici
bakterii Bacillus subtilis a inhibitor B-2-thienylalanin. Agarovy gel je schopen
podporovat rist bakterii, ale B-2-thienylalanin teto rdst inhibuje.

V pritomnosti zvySeného mnozstvi Phe je inhibice prekonana a bakterie rostou.
Intenzita rustu bakterii je pfimo Umérna mnozstvi Phe v krvi, ktery se vyluhuje z
filtraCniho papiru do agaru.




HPA/PKU, molekularni patologie onemocnéni

e PAH - enzym funguijici v jaternich bunkach x mentalni
retardace jako klinicky projev HPA/PKU

e Hematoencefalicka bariéra — aminokyselinovy transportér LAT1 — transport
Phe a dalsich velkych neutralnich aminokyselin (LNAA: Tyr, Trp) z krve do
mozku. Phe ma vyssi afinitu k LAT1 nez Tyr, Trp =& vysokou koncentraci v krvi
Phe snizuje prijem dalSich LNAA do mozku; tj tyrosinu a tryptofanu
(prekurzory dopaminu a serotoninu; neurotransmitery).

O OH O OH NS NS - » Terapie—
NH; NH; HO HO nizkobilkovina
1, 2, _3 4 dieta s omezenim
HO HO HO HO :
L I I I I fenylalaninu a |
L-tyrosine L-DOPA Dopamine Norepinephrine Epinephrine pOdavamm Smesil

aminokyselin bez
fenylalaninu +

O OH o OH NHZ 7 7 V4 V4
podavani velkych
NH> HO NH> HO )4 s
\ SN \ 2, \ neutralnich
N N N
H H H

aminokyselin
Tryptophan 5-Hydroxytryptophan Serotonin ( LNA A)
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HPA/PKU, therapie pomoci PAL

* Enzymova substitucni terapie pomoci fenylalanin amonium-lyazy (PAL)

* PAL - konvertuje Phe na kyselinu skoficovou (trans-cinnamic acid) a amoniak
(rostliny, houby, kvasinky)

* Trapie: i) ordlni podani je komplikovdno proteolytickou degradaci enzymu; ii)
injektovana PAL je imunogenni, konjugace PAL a polyethylenglykolu (PEG-PAL)
snizuje imunitni odpovéd.

* Byly provedeny klinické studie hodnotici bezpecnost a ucinnost opakované

podavanych injekci PEG-PAL ..... podkozni podavani PEG-PAL bylo bezpecné a
dobre tolerované a zda se ucinné pfri snizovani krevniho Phe ......

H
N N
e BHy soH.BH, 4 bl

H
L-Phe L-Tyr

H

= coo’ 1 PAL h ©/L-VGDHI+NH3

L-Phe trans-cinnamic acid
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HPA/PKU, terapie pomoci tetrahydrobiopterinu (BH4)

e Bylo zjiSténo, Ze zvySena hladina Phe mize byt redukovana podanim BH4.

e Klinické zkousky ukazaly, ze BH4 (Sapropterin dihydrochlorid, Kuvan) je
bezpecény a efektivni v terapii pacientl s mirnou HPA a mirnou PKU.

Phenylalanine hydroxylase

Phenylalanine hydroxylase
protein consisting of 4 subunits

Hladina Phe v krvi:

» Norma: 50-110 umol/L

» Mirnd HPA: 120 - 600 pmol/L
» Mirnd PKU: 600 - 1200 pmol/L
» Klasickd PKU: > 1200 pmol/L

NAD* EHS
H CH,—CH—COO"~
CH—CH—CH;, 3
Phenylalanine
OH OH (0
dihydrobiopterin 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin phenylalanine
) ) reductase hydroxylase
Single phenylalanine
hydroxylase subunit Hzo %
H NH,
v ped s0-{ )-on b o0
+ H* H CH—CHa .
Tyrosine
7.8- Dlhydrobloptenn

(quinoid form)



Protein folding

The surface free-energy changes of proteins
during their moving towards the native state.
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- Partially folded states are
problematic - proteins tend to
aggregate in concentration
dependent manner.

- Aggregation primarily results
in amorphous structures,
oligomers, and amyloid fibrils.
Formation of these structures is
strongly restricted by
chaperones.

- Molecular chaperone interact
with, stabilize, and help
proteins to acquire its
functionally active
conformation, without being
present in its final structure.

- Different classes of structurally
unrelated chaperones exist in
cells.



HPA/PKU

e Molekularni chaperony — zabranuji
,misfoldingu” proteinu, pomahaji
proteinu ziskat funkéni konformaci,
nejsou pritomny v konecné
strukture proteinu.

e Mutace v PAH genu mohou vést
ke zménam ve vysledné strukture
proteinu (,,protein misfolding®),
které nasledné vedou k jeho
degradaci event. agregaci.

e Tetrahydrobiopterin, BH4 —
molekularni chaperon pro PAH.

e Odpovéd na terapii BH4 zavisi u
pacienta s HPA/PKU na typu
mutaci v PAH genu — pacienti s
mutaci zachovavajici zbytkovou
aktivitu PAH (tj. pacienti s
mirnéjSimi fenotypy) reaguji na
lécbu BHA4.
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HPA/PKU, terapie pomoci tetrahydrobiopterinu (BH4)

>
:
2

Efficacy of BH4 therapy
in the management of
HPA/PKU.

8

(A) Response rates (%)

according to blood

phenylalanine levels
24 after sapropterin
treatment (10

10 10 mg/kg/day) over a

u period of 8 days.

Molecular Genetics and
All <600 600—899  900—1199  >1200 Metabolism 96 (2009) 158-163

patients Blood phenylalanine at baseline (pmol/L)
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Proportion of patients (%) with
S

reduction in blood phenylalanine >30%

=]
1

Hladina Phe v krvi:

» Mirnd HPA: 120 - 600 umol/L
» Mirnd PKU: 600 - 1200 pmol/L
» Klasickd PKU: > 1200 pmol/L




Amyloid fibrils — elongated nanoscale structures

Amyloid fibril formation by proteins and polypeptides:

* Well-known amyloid-associated disease - Alzheimer’s
disease, in which the B-amyloid polypeptide aggregates
and learning and memory is affected; Parkinson’s
disease, in which a-synuclein protein aggregates and
motor function is affected; and type 2 diabetes, in which
the islet amyloid polypeptide (IAPP, or amylin)

aggregates and pancreatic B-cell function is affected.

* |t was determined that the single amino acid could form
amyloid-like assemblies. The formed assemblies had the
same typical ultrastructural morphology as protein amyloids
when visualized using electron microscopy.

* The ability of phenylalanine to form amyloid assemblies
was demonstrate in the brains of PKU-mice and PKU human
patients, in which Phe is accumulated due malfunction of
PAH.

* The mechanism of degeneration appears to be the induction
of apoptotic cell death in various organs and tissues in which
assemblies are being accumulated.

%
&l

Ehud Gazit) Inherit Metab Dis
(2016) 39:483—-488



HPA/PKU, DNA diagnostika

* Detekce sekvencnich
zmén malého rozsahu:
PCR + sekvencni analyza
exonU a prilehlych

intronovych oblasti

* Detekce rozsahlych Bon 1 2

deleci/duplikaci: MLPA

Celkovy pocet pacientl: 758

751 (99,1%)

* Pocet pacientt s jednou mutaci: 7

* Pocet pacientd kompletnim genotypem (2 mutace):

» 77% mutaci je typu missense.

* Nejcastéjsi mutace: c.1222C>T, p.(Argd08Trp) — 42%

mutantnich alel

K. Réblova et al., Clinica Chimica Acta 419 (2013) 1-10
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HPA/PKU — functional analysis of mutant protein

PAH mutations can lead to impaired tetramer
assembly

Oligomerization profiles of wild-type and variant
PAH were determined by size-exclusion
chromatography. Arrows mark the elution
volumes of soluble aggregates, tetramers, dimers,
and monomers.

(A) Profiles of variants arising from mutations
located in the regulatory domain (R). I65S showed
increased amounts of dimers.

(B) Profiles of variants arising from mutations
located in the catalytic domain (C). S310Y and
R408W eluted as high-molecular-weight
aggregates without any detectable tetramers.

(C) Profiles of variants arising from mutations
mapping to the dimerization motif of the
oligomerization domain (O). Y417H showed
significant amounts of monomers and increased
amounts of dimers.

S.W. Gersting, The American Journal of Human Genetics 83, 5-17, July 2008
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Analyza DNA - poznamka

 Laborator provadi molekularné genetickou diagnostiku
vybranych DMP a jinych genetickych chorob. V soucasné dobée
pracovisté muze analyzovat vice nez 60 genu pro potreby
postnatalni i prenatalni diagnostiky (Tabulka 23 — metodicka

prirucka). Zakladnimi technikami je sekvenovani Sangerovou
metodou,

 fragmentacCni analyza a MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification).

* Pri vySetreni genomové DNA je metodou sekvenovani
analyzovana cela kodujici sekvence genu

* spolu s priléhajicimi intronovymi oblastmi. Pokud byly v rodiné
mutace jiz identifikovany, u

* pribuznych se obvykle vySetruji pouze tyto mutace.



Lecba DMP

produkt

1 Patobiochemie 2018 81




Pro pacienty s cystickou fibrézou (CF), ktefi maji mutaci
Q4 7 s tridy Il G551D, je od roku 2012 k dispozici kauzalni 1éCba.
Lera 1 B kauzalnl Mechanismus ucinku Iéku ivacaftor spociva v opravé funkce
chloridového kanalu CFTR, poSkozeného touto mutaci.
Potvrzena ucinnost nového lé€ebného postupu,
reprezentovaného pravé lékem ivacaftor, pfinasi realnou
nadéji, ze bude ¢asem mozné fesit zakladni pfiinu
onemocnéni i u pacientl s dalSimi typy mutaci v genu CFTR,

transplantace
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1
enzym
transportér

gen
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enzym
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Lécba 2- ovlivheni drahy

potrava 1

2
toxicky prekursor

l — toxicky vedl. produkt

SU bstrét W ||~ netoxicky produkt
3

produkt 4

1 Patobiochemie 2018 83



LécCba 3- systéemova

1 _Patobiochemie 2018

Eliminace toxinu
Hemodialyza
Hemadsorption
Vymeénna transfuze

Obecna lécba
Energie
Hydratace
Lécba infekce
Atd.

84
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Lecba DPM

1. Na urovni metabolitu
2. Na urovni enzymu
3. Na bunécné urovni

 Jedina kauzalni |éCba — na bunécné urovni.
 Lécba symptomaticka a podpurna — zmirnuje
projevy, neodstranuje pricinu.



1. Lécba na urovni metabolitu

a)

b)

d)

Omezeni pfijmu ¢i vzniku toxickych metabolitu
(napr. dieta u PKU, galaktosémie, prevence
katabolismu u aminoacidopatii, org.acidurii)

Odstranéni toxickych metabolitu ( peritonealni
dialyza, hemodialyza,vyménna transfuze) a
vyuziti alternativnich metabolickych drah (napr.
podavani benzoatu u hyperamonémii)
Podavani metabolickych inhibitoru ( napfr.
allopurinol pri hyperurikemii )

Nahrada deficitnich produktd ( napf. argininu u
poruch mocovinového cyklu, tyrosinu u PKU)

1 Patobiochemie 2018 86



2. Lecba na urovni enzymu

a) Aktivace enzymu dodavkou koenzymu ve
farmakologickych davkach ( napr. pyridoxinu u
deficitu cystathionin 3-synazy)

b) Dodavka deficitniho enzymu primo —
enzymoterapie ( napr. u Gaucherovy Ci
Fabryho choroby, nékterych typu
mukopolysachyriddz Ci glykogendz)



3. Lécba na bunecné urovni

S virovymi Ci
nevirovymi vektory

«/Zvlastni postaveni v lecbe pak
zaujima

( napr. jater u tyrosinémie, ledvin u
cystindzy, kostni drene u
adrenaleukodystrofie)



Choroby potencialné lécitelné genovou terapii

Chybéjici sérové proteiny 25
Hemafilie-faktor VIl 1X T &
Wilsonova choroba- Ceruloplasmin Ty g’
Metabolické choroby E £
Deficience omitin dekarboxylazy o £
Svalové dystrofie c >
Poruchy imunitniho systému N
SCID-ADA deficience, X=linked, ., = E
Dal%i choroby s Mendelovskou dédiénosti = o
Cyslicka fibraza
Malignity
Solidni nadory Zabiti buniék
Leukemie, Lymfomy
Neurodegenerativni choroby -
Alzheimer- agregace Tau Cdstraneni
Huntingtonova choroba agregovaneho proteinu

Farkinsonova choroba

Multifaktorialni choroby
Kardiovaskularni choroby Kompenzace poruchy,
Oeni choraby regulace



+ Gene Therapy has made important medical advances in less than two decades. Within this short time span, it
has moved from the conceptual stage to technology development and laboratory research to clinical translational
trials for a variety of deadly diseases. Among the most notable advancements are the following:

* Gene Therapy for Genetic Disorders

» Severe Combined Immune Deficiency (ADA-SCID) ADA-SCID is also known as the bubble boy disease.
Affected children are born without an effective immune system and will succumb to infections outside of the
bubble without bone marrow transplantation from matched donors. A landmark study representing a first case of
gene therapy "cure," or at least a long-term correction, for patients with deadly genetic disorder was conducted by
investigators in Italy. The therapeutic gene called ADA was introduced into the bone marrow cells of such patients
in the laboratory, followed by transplantation of the genetically corrected cells back to the same patients. The
iImmune system was reconstituted in all six treated patients without noticeable side effects, who now live
normal lives with their families without the need for further treatment.

Chronic Granulomatus Disorder (CGD)

CGD is a genetic disease in the immune system that leads to the patients' inability to fight off bacterial and fungal
infections that can be fatal. Using similar technologies as in the ADA-SCID trial, investigators in Germany treated
two patients with this disease, whose reconstituted immune systems have since been able to provide them with
full protection against microbial infections for at least two years.

* Hemophilia
Patients born with Hemophilia are not able to induce blood clots and suffer from external and internal bleeding
that can be life threatening. In a clinical trial conducted in the United States , the therapeutic gene was introduced
into the liver of patients, who then acquired the ability to have normal blood clotting time. The therapeutic effect
however, was transient because the genetically corrected liver cells were recognized as foreign and rejected by
the healthy immune system in the patients. This is the same problem faced by patients after organ
transplantation, and curative outcome by gene therapy might be achievable with immune-suppression or
alternative gene delivery strategies currently being tested in preclinical animal models of this disease.

« Other genetic disorders After many years of laboratory and preclinical research in appropriate animal models
of disease, a number of clinical trials will soon be launched for various genetic disorders that include congenital
blindness, lysosomal storage disease and muscular dystrophy, among others.



Gene Therapy for Acquired Diseases

Cancer Multiple gene therapy strategies have been developed to treat a wide
variety of cancers, including suicide gene therapy, oncolytic virotherapy, anti-
angiogenesis and therapeutic gene vaccines. Two-thirds of all gene therapy trials
are for cancer and many of these are entering the advanced stage, including a
Phase lll trial of Ad.p53 for head and neck cancer and two different Phase Il
gene vaccine trials for prostate cancer and pancreas cancer. Additionally,
numerous Phase | and Phase Il clinical trials for cancers in the brain, skin, liver,
colon, breast and kidney among others, are being conducted in academic medical
centers and biotechnology companies, using novel technologies and therapeutics
developed on-site.

Neurodegenerative Diseases Recent progress in gene therapy has allowed for
novel treatments of neurodegenerative diseases such as Parkinson's Disease and
Huntington's Disease, for which exciting treatment results have been obtained in
appropriate animal models of the corresponding human diseases. Phase | clinical
trials for these neurodegenerative disorders have been, or will soon be, launched.

Other acquired diseases

The same gene therapeutic techniques have been applied to treat other acquired
disorders such as viral infections (e.g. influenza, HIV, hepatitis), heart disease and
diabetes, among others. Some of these have entered, or will soon be entering, into
early phase clinical trials.

www.asqct.org/about gene therapy/diseases.php

http://lwww.asgct.org/about_gene therapy/diseases.php
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