Ceska zemé&délska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra chemie

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroijli

Obsah fenylalaninu v riaznych druzich dyni (Cucurbita
Spp-.)

Bakalarska prace

Daniel Vykysaly

Vyziva a potraviny

Vedouci prace: Ing. Zora Kotikova, Ph.D.

© 2024 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalarskou praci "Obsah fenylalaninu v riznych druzich dyni
(Cucurbita spp.)" jsem vypracoval samostatné pod vedenim vedouciho bakalarské prace a s
pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci
auvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor uvedené bakalarské prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvorenim neporusil autorska prava tretich osob.

V Praze dne 22.04.2024




Podékovani

Rad bych touto cestou podékoval pani Ing. Zote Kotikové, Ph.D., za pomoc v podobé
skvélého vedeni, poskytla mi rady a instrukce, bez kterych bych nebyl schopen tuto praci

zdarné dokoncit a této spoluprace si velmi vazim.



Obsah fenylalaninu v riznych druzich dyni (Cucurbita
spp-)
Souhrn

Vrozené poruchy metabolismu jsou pomérmné frekventované dysfunkce, jez se projevuji
nefyziologickym fungovanim procesi metabolickych drah. Mezi tyto poruchy patfi
fenylketonurie, vada ovliviiujici metabolismus aminokyselin, kterou zptsobuje mutace genu
kédujictho enzym fenylalaninhydroxyldzu, jenz je zodpoveédny za oxidaci fenylalaninu na
tyrosin. Pravé kvuli nedostatecné funkCnosti tohoto enzymu se u pacienti s fenylketonurii
hromadi fenylalanin v krvi, coz bez adekvatni 1écby muze vést k viznym a nevratnym
poskozenim mozku. Nejucinnéj§i a trvalou lécbou je dodrzovani nizkobilkovinné diety s
dopliiovanim esencidlnich aminokyselin a bioaktivnich latek nezbytnych pro spravné fungovani
organismu. Fenylketonurici se vSak i navzdory pfijmu vitamini a mineralt skrze specidlni
dopliiky stravy potykaji s jejich nedostate¢nym piijmem, nemluveé o naprosté absenci nékterych
neesencialnich ale zdravi prospésnych sloucenin pfi nedokonalém poskladani jidelnicku.

Dyné obsahuji fadu latek, které jsou pro fenylketonuriky bézné tézko dostupné, vetné
karotenoidd, minerald a vitamind, a jsou v Ceské republice pomémé rozsifenou plodinou,
zejména Cucurbita maxima Duchesne a Cucurbita pepo L. Pro pacienty trpici fenylketonurii
by bylo zaclenéni dyni do jidelni¢ku tedy bez pochyby prospésné. Je vSak obecné znamo, ze
razné druhy ovoce a zeleniny se mohou vyrazné liSit v chemickém slozeni, coz muze byt pro
fenylketonuriky zavadéjici pii pfesném zaznamenavani piijatého fenylalaninu. Tabulkovana
hodnota uvadéjici obsah této aminokyseliny se vztahuje pouze obecné na dyn¢€, bez ohledu na
druh.

Z tohoto davodu bylo cilem praktické Casti této prace zjistit koncentrace fenylalaninu
napfic Sesti Siroce dostupnymi druhy dyni na nasem uzemi. Konkrétné€ se jednalo o druhy: dyné
muskatova Honeynut (Cucurbita moschata x Cucurbita maxima), dyné muskatova Ibiza
(Cucurbita moschata “Ibiza’), dyné muskatova Butternut (Cucurbita moschata “Butternut),
dyné obecna okrasnd (Cucurbita pepo var. ovifera), dyné obrovskd Hokkaido Orange
(Cucurbita maxima ~Hokkaido Orange”) a dyn€ obrovska Hokkaido Green (Cucurbita maxima
“Hokkaido Green").

Pro analyzu fenylalaninu byl pouzita analytickd metoda LC-ESI-MS/MS, kterd vyuziva
kombinaci metod vyhodnych pro stanoveni aminokyselin. Naméfené hodnoty byly vyjadieny
jako praméry tfech paralelnich opakovani a byly uvadény v mikrogramech fenylalaninu na
gram susiny dyné (ug Phe/g susiny). VSechny tii odridy Cucucrbita moschata obsahovaly
vysoké koncentrace fenylalaninu v porovnani s ostatnimi druhy. Nejvys$si namétend hodnota
fenylalaninu byla zaznamendna u Cucurbita moschata x Cucurbita maxima (3837 + 166 ug
Phe/g susiny), zatimco obé Cucurbita moschata “lbiza® (3622 + 261 pg Phe/g susiny) a
Cucurbita moschata “Butternut™ (3614 + 58,5 pg Phe/g susSiny) obsahovaly o néco nizsi
koncentrace, které si byly vzajemné podobné. Cucurbita pepo var. ovifera (2992 + 385 ug Phe/g
suSiny) vykazovala vyrazné niz§i hodnotu fenylalaninu nez muskatové dyné, avSak obé
Cucurbita maxima “Hokkaido Green™ (2535 + 180 pg Phe/g suSiny) a Cucurbita maxima
“Hokkaido Orange™ (2472 + 81,5 pg Phe/g suSiny), byly prokdzdny jako druhy s nejnizS§im
obsahem fenylalaninu.



Vysledky analyzy tedy ukazaly, Ze se koncentrace fenylalaninu mize vyrazné liSit mezi
raznymi druhy dyni. Pro zafazeni do jidelnicku fenylketonurikt za GCelem zpestieni a doplnéni
vyznamnych bioaktivnich liatek se nejvhodnéj$imi druhy jevi Cucurbita maxima “Hokkaido
Green™ a Cucurbita maxima “Hokkaido Orange’.

Klicova slova: aminokyseliny, dieta, dyn¢, fenylketonurie, HPLC-MS/MS



Phenylalanine content in various pumpkin species
(Cucurbita spp.)

Summary

Inborn errors of metabolism are relatively frequent dysfunctions, which are manifested
by non-physiological functioning of metabolic pathways. These disorders include
phenylketonuria, a defect affecting amino acid metabolism caused by mutations in the gene
encoding the enzyme phenylalanine hydroxylase, which is responsible for oxidation of
phenylalanine to tyrosine. It is because of the lack of function of this enzyme that
phenylketonuria patients accumulate phenylalanine in their blood, which without adequate
treatment can lead to severe and irreversible brain damage. The most effective and permanent
treatment is adherence to a low-protein diet with supplementation of essential amino acids and
bioactive substances necessary for proper functioning of the body. However, despite the intake
of vitamins and minerals through special dietary supplements, phenylketonurics still struggle
with insufficient intake of these substances, not to mention the complete absence of some non-
essential but health-promoting compounds following an imperfectly structured diet.

Pumpkins contain a number of compounds that are usually not easily accessible for
phenylketonurics, including carotenoids, minerals and vitamins, and are a relatively common
crop in the Czech Republic, especially Cucurbita maxima Duchesne and Cucurbita pepo L.
Therefore, the inclusion of pumpkins in the diet of a patient suffering from phenylketonuria
would undoubtedly be beneficial. However, it is well known that different fruits and vegetables
can vary considerably in chemical composition, which can be misleading for phenylketonurics
when they try to accurately record the intake of phenylalanine. The tabulated value stating the
content of this amino acid applies only to pumpkins in general, regardless of the species.

Therefore, the aim of the practical part of this work was to determine phenylalanine
concentrations across six widely available pumpkin species in our area. Specifically, the species
were: Honeynut (Cucurbita moschata x Cucurbita maxima), Ibiza (Cucurbita moschata
‘Ibiza’), Butternut (Cucurbita moschata "Butternut'), ornamental (Cucurbita pepo var.
ovifera), Hokkaido Orange (Cucurbita maxima ~Hokkaido Orange’) and Hokkaido Green
(Cucurbita maxima ~Hokkaido Green’).

For the analysis of phenylalanine, the LC-ESI-MS/MS analytical method was used, which
uses a combination of methods advantageous for the determination of amino acids. The
measured values were expressed as averages of three parallel replicates and were reported in
micrograms of phenylalanine per gram of pumpkin dry matter (ug Phe/g dry matter). All
three Cucurbita moschata varieties contained high concentrations of phenylalanine compared
to the other species. The highest measured phenylalanine value was recorded for Cucurbita
moschata x Cucurbita maxima (3837 = 166 pg Phe/g dry weight), while both Cucurbita
moschata “Ibiza® (3622 + 261 ug Phe/g dry weight) and Cucurbita moschata “Butternut™ (3614
+ 58.5 pg Phe/g dry weight) contained slightly lower concentrations, which were mutually
similar. Cucurbita pepo (2992 + 385 ug Phe/g dry weight) showed significantly lower
phenylalanine levels than the butternut squashes, but both Cucurbita maxima ~Hokkaido Green



(2535 + 180 pg Phe/g dry weight) and Cucurbita maxima “Hokkaido Orange™ (2472 + 81.5 ug
Phe/g dry weight) proved to be the species with the lowest phenylalanine content.

The results of the analysis thus showed that the phenylalanine concentration can vary
significantly between different pumpkin species. Cucurbita maxima ~Hokkaido Green™ and
Cucurbita maxima “Hokkaido Orange”™ appear to be the most suitable species to include in the
diet of phenylketonurics to diversify and supplement important bioactive compounds.

Keywords: amino acids, diet, pumpkin, phenylketonuria, HPLC-MS/MS
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1 Uvod

Sledovani obsahu fenylalaninu patfictho mezi esencialni aminokyseliny (kvuli
neschopnosti naseho organismu si tuto nepostradatelnou latku syntetizovat) v potravinich je
velmi dilezité pro jedince, ktefi trpi dédicnou metabolickou poruchou zvanou fenylketonurie.
Tato vada je zpusobena mutaci genu strukturujicitho enzym fenylalaninhydroxyldazu. Tento
enzym je zodpovédny za, jak jméno napovida, oxidaci fenylalaninu v rdmci lidského
metabolismu aminokyselin, coz ma pii nedodrzovani piisné diety sledujici denni piijem
fenylalaninu v potravée za nasledek jeho zvysené hladiny v krvi, jez pii pfetrvavajici nadlimitni
hodnoté vedou az k zdvaznym a nevratnym mentalnim postizenim.

Pro zjisténi obsahu fenylalaninu v potravé pouzivaji jedinci trpici touto poruchou
metabolismu bud’to specialni tabulky, nebo jednoduchy prepocet vychazejici ze skuteCnosti
udavajici, ze 1 g bilkovin obsahuje pfiblizné¢ 40-50 mg fenylalaninu. Hodnoty ziskané témito
zpusoby ale nemusi byt vzdy pfesné, zejména pro ovoce ¢i zeleninu s rozmanitou Skalou odrud,
jelikoz nutri¢ni hodnoty téchto potravin, v¢etné obsahu fenylalaninu, jsou tabulkovany obecné
pro dané ovoce/zeleninu a presné hodnoty fenylalaninu jednotlivych druhti nejsou bézné
dostupné pro vefejnost. Pro to je zde samoziejmé logické ospravedinéni diky faktu, ze ve
vétsiné pripadt by byly rozdily tak zanedbatelné, ze by nehraly zadnou roli jak pro primérmého
cloveéka, tak ani pro pacienta s fenylketonurii. Jsou ale také vyjimky, a je zde davod véfit tomu,
ze dyné mohou byt jednou znich. Kdyz vezmeme v potaz jejich nadstandartni flexibilitu
v kulinarské upravé a bohaty obsah vitamind, vlakniny, drasliku a antioxidantt, nabizi se
solidni argument pro dikladné&jsi analyzu obsahu fenylalaninu v riznych na naSem tizemi bézné
dostupnych druzich, jak pro tcel potencidlniho rozsiteni lidskych védomosti, tak pro presnéjsi
zatazeni této zeleniny do jidelnicku primérmeého jedince trpiciho fenylketonurii.



2 Cil prace

Na zakladé dosavadnich ovérenych poznatkt osvétlit podstatu geneticky dédi¢né poruchy
metabolismu zvané fenylketonurie, charakterizovat stravu prumérného fenylketonurika a
prozkoumat vhodnost zatazeni dyni do jidelnicku pacienta trpiciho touto poruchou, poptipadé
zjistit vyhody konzumace dyni z hlediska doplnéni ostatnich pro organismus vyznamnych
latek, které prirozené fenylketonurici pfijimaji v nedostate¢né mife. Praktickym cilem prace
bude stanovit obsah fenylalaninu v riznych druzich dyni bézné€ dostupnych na ¢eském trhu. Na
zakladé ziskanych vysledkii poté vybrat druhy vhodné pro zafazeni do jidelnicku
fenylketonurik.
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3 Literarni reserse

3.1 Vrozené metabolické poruchy (VMP)

Vrozené vady biochemickych procest naseho organismu zpusobuji metabolické nemoci,
které jsou heterogenni skupinou poruch, jez mohou byt geneticky prenesené z generace na
generaci nebo mohou vznikat zapfi¢inénim spontannich alelickych mutaci. Tato onemocnéni
pod sebou zahrnuji dysfunkci procesi metabolickych drah, které se v lidském organismu
podileji na odbouravani nebo ukladani sacharidl, ne/nasycenych mastnych kyselin a proteina
(Jeanmonod et al. 2023).

Standartné je jejich disledkem nedostatecna aktivita jednoho nebo vice specifickych
enzymd nebo porucha transportu proteini. Na mitochondridlnim metabolismu mastnych
kyselin se dokonce podili nejméné 25 enzymu a specifickych transportnich proteinti a u mnoha
z nich byly objeveny genetické vady (Vockley 2008).

Mezi hlavni metabolické drahy vcetné téch spadajicich pod zminény mitochondrialni
metabolismus nasycenych a nenasycenych organickych kyselin se fadi syntéza mastnych
kyselin, B-oxidace, glukoneogeneze, glykolyza, cyklus kyseliny citronové a mocovinovy
cyklus. Tyto drahy se vzajemné protinaji, a tudiz vrozena vada, ktera zasahuje jednu z nich,
muZze nepiimo ale zavazné€ ovlivnit jinou, na pocatecni pohled vzdalené ptsobici drahu (Reeds
et al. 1997).

3.1.1 Anamnéza a genetika VMP

Vroce 1904 definoval doktor Archibald E. Garrod nemoc alkaptonurii, kterou
kategorizoval jako celozivotni vrozenou biochemickou alteraci organismu. Pozdé&ji, v roce
1909, popsal dal§i onemocnéni zahrnujici albinismus, cystinurii, porfyrii a pentosurii, jez
nazval vrozenymi vadami metabolismu. Garrodovy zavéry byly zcela korektni v navazani ke
genetickému ptivodu metabolickych poruch a konceptu vazby mezi genem a enzymem.

Individualné jsou VMP vnimany jako vzacné, ale pfi pohledu na jejich celkovy
kumulativni vyskyt, ktery se rovna jednomu z 5000 narozenych jedincl, zjistime, Ze jsou
pomérné vysoce frekventované.

Vétsina VMP se dédi autozomalné recesivnim zptiisobem, tzn. ze pro projeveni vady musi
byt jedinec recesivnim homozygotem, a tedy od obou rodi¢i musi pfijmout recesivni alelu
daného genu. Pravdépodobnost realizace této skutecnosti pro par heterozygotnich rodicu (tzv.
prenasecu) je 25 %. Néktera onemocnéni jsou vSak vazana na pohlavni chromozom X, a tudiz
je matka nositelkou mutace, pfiCemz riziko vady u kazdého téhotenstvi je u této varianty 50 %
pro muze a 50 % pro zeny. Vedle toho existuji i1 dysfunkce podminéné mutacemi
v mitochondrialni DNA, u nichz je hrozba projevu prakticky 100 % pro potomky obou pohlavi
(Martins 1999).

U pacientd se zavaznymi vadami metabolismu sacharidii (z nichz jsou nejrozsirené;si
poruchy ukladani glykogenu, dédicna intolerance fruktézy a galaktosemie) se ptiznaky
projevuji velmi brzy (obvykle v novorozeneckém obdobi) a fataln€. Klinické projevy mohou
byt podobné jako u novorozencu se sepsi, véetné nizké hladiny krevniho cukru, pomalych nebo
rychlych srdecnich dysrytmii, nizké télesné teploty nebo extrémné vysoké horecky, zachvati a
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slabého svalového napéti. Tato skupina déti neni schopna preménit potravu na energii a pfi
vazném raném postizeni je prognoza nepiizniva.

U pacientt trpicich kritickymi defekty spojenymi s vyluCovacimi cestami se typicky
projevi intoxikace, které zahrnuji apatii, zmé€ny v mentdlnim stavu, epileptické zichvaty,
zvraceni a poruchy zivotné dulezitych funkci. Hodnoty amoniaku a jinych metabolickych
produkttl jsou v jejich pfipadé€ ¢asto nad standartnimi hodnotami.

Pacienti vyznacujici se chybami v biochemickych drahach ovlivilgjicich vyuziti
uskladnéné energie, se mohou pii stalém piijmu sacharidi jevit dlouhodobé bez ptiznaki a zdat
se zdravi. Nicméné, pokud takové dite trpi gastrointestinalnimi problémy, nebo dojde ke zméné
v jeho stravovacich navycich, nebo se vzda no¢niho krmeni, mize se objevit nedostatek
energie, coz se projevi nizkou hladinou krevniho cukru &i zachvaty. U téchto déti je
pravdépodobny vyskyt onemocnéni, které se na prvni pohled zdd mirné a kritkodobé, avsak
jejich celkovy zdravotni stav mize byt vazny.

Prestoze se vSechny tyto projevy vzajemné odliSuji podle specifického stupné a druhu
enzymatické poruchy, VMP se vyznacuji nékolika obecnymi charakteristikami. Nejb&znéj§imi
symptomy téchto chorob jsou neurologické problémy, které se vyskytuji pfiblizné u 80 %
postizenych jedinc. Tyto abnormality zahrnuji opozdéni vyvoje, regresi ve vyvoji, snizeni
svalového napéti, obtize se sanim a zachvaty. Na druhém mist€ stoji gastrointestinalni pfiznaky
jako zvraceni, zvé€tSeni jater, potravinova intolerance, prijem, nechut’ k jidlu, odpor k pohybu
a dehydratace. Vice nez polovina déti trpi jak neurologickymi, tak gastrointestinalnimi
problémy. VMP by mély byt zvazovany v diferencidlni diagnostice kazdého novorozence
s neurologickymi a/nebo gastrointestindlnimi nalezy. U déti s poruchami ristu, opakovanymi
potizemi s pfijmem potravy, zménami vyzivy, refluxem, gastroparézou, autonomnimi
dysfunkcemi nebo problémy s chovanim a uenim, by méla byt brana v potaz moznost VMP
(Ezgu 2016; Guerrero et al. 2019; Jeanmonod et al. 2023).

3.1.2 Rozdéleni VMP

Vzhledem k vyraznému zlepSeni 1éCby je stale dilezitéjsi, aby lékafi prvni linie predesli
prehlédnuti 1écCitelné vady provedenim jednoduché metody klinického screeningu, zejména na
pohotovosti. Pomoci zjednodusené klasifikace lécitelnych poruch metabolismu je mizeme
¢lenit do tfi skupin.

Prvni skupina se tyka vrozenych poruch intermediarniho metabolismu, které mohou vést
k akutni nebo dlouhodobé intoxikaci. Radime sem vady metabolismu aminokyselin, organické
acidurie, poruchy cyklu mocoviny a metabolismu kovii, nesnasenlivost sacharidi a porfyrie.
Klinické projevy mohou byt akutni nebo systémové, mohou postihovat urcity organ a mohou
se projevit v novorozeneckém obdobi nebo pozdéji a s prestavkami od kojeneckého veéku az do
pozdni dospélosti. Vétsina téchto vad je 1éCitelna pomoci specialnich diet, specialnich doplikt
stravy, mimotélnich postupl, detoxikacnich 1é¢iv nebo vitamint.

Druhd skupina zahrnuje takové poruchy intermedidrniho metabolismu, které ovliviiuji
energetické procesy v cytoplazmé a mitochondriich. Cytoplazmatické poruchy, jez jsou
nelécitelné, zahrnuji defekty ovliviiyjici glykolyzu, glykogenozu, glukoneogenezi,
hyperinzulinismus a kreatinovou a pentézofosfatovou drahu. Mezi mitochondridlni defekty se
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fadi poruchy dychaciho fetézce, Krebsova cyklu a oxidace pyruvatu, které jsou vétSinou
nelécitelné, a poruchy oxidace mastnych kyselin a ketolatek, které jsou 1éCitelné.

Treti skupina je zaméfena na bunécné organely a zahrnuje lysozomalni a peroxizomalni
poruchy, defekty glykosylace a syntézy cholesterolu. Z nich jsou nékteré lysozomalni vady
lécitelné pomoci enzymové substituce nebo terapie snizujici akumulaci substrati (Roe &
Mochel 2006; Saudubray et al. 2006).

3.1.3 Lécba VMP

Zakladnim patofyziologickym mechanismem u VMP je nerovnovédha mezi substratem a
produktem, tradi¢nimi zplsoby snizeni akumulace substratu a jeho alternativnich metabolita
jsou v dnesni dob€ dietni restrikce, terapie zamétena na redukci substratu a odstranéni toxind.
Redukce substratu ma casto za nasledek potrebu suplementovat produkt pro spravnou bunécnou
funkci. Vzhledem k tomu, ze pfi¢inou problému byva absence nebo nedostate¢na funkce
enzymu, kofaktoru nebo transportéru, je obnoveni téchto proteint nebo kofaktorti vnimano jako
logicky pfistup. K nahrazeni nebo zvyseni aktivity enzyma se pouziva enzymova substitucni
terapie (ERT), transplantace bunék/organt, doplnéni kofaktori a chaperonova terapie. Genova
terapie, ktera je spiSe lékem nez l1éCbou, muze poskytnout neomezeny piisun chybéjiciho
proteinu a v této oblasti bylo dosazeno vyznamnych pokroka. Diky pokrokiim v oblasti véasné
detekce novorozeneckym screeningem a sekvencovani celého genomu Ize pacientim
poskytnout v¢asnou lécbu jesté pred nastupem projevi vady a dosahnout tak optimalniho
vysledku. U nékterych VMP zvysuji kombinované zpusoby 1écby terapeutickou a¢innost. Stale
je zapotiebi dalsiho vyzkumu patofyziologie vad, kombinovanych terapii a optimalniho
nacasovani 1écby (Gambello & Li 2018).

3.2 Fenylketonurie

Fenylketonurie (zndma také jako Follingova nemoc nebo PKU) je autozomalné recesivni
vrozena vada metabolismu, tzn. Ze se projevi pouze u jedinct s recesivné homozygotni sestavou
genu spojeného s touto poruchou, a tudiz heterozygotni jedinci neprojevuji zadné piiznaky a
oznacuji se jako tzv. “prenaseci’, jelikoz jsou zcela zdravi, ale mohou vadu prenést na potomky
v pripadé poceti ditéte s partnerem, ktery je téz prfenaseCem (Sance na nemocného potomka je
25 %) (Martins 1999).

Tato porucha je zptsobena patogenetickymi variantami genu zodpovédného za tvorbu
enzymu fenylalaninhydroxyldzy (PAH — EC 1.14.16.1). Funkce PAH spociva v pfeméné
aminokyseliny fenylalaninu (Phe) na aminokyselinu tyrosin (Tyr) pomoci reakce, kterd
vyzaduje kosubstrat tetrahydrobiopterin (BH4) (viz obrazek €. 1), u kterého je dulezité zminit,
Ze muze pusobit jako chaperon (specialni protein pomahajici skladat bilkoviny do spravného
prostorového usporadani v buiice), ktery usnadiiuje spravné skladani monomeru, stejné jako
kochaperon DNAJC12, a v dusledku toho je v malém poctu pfipadii hyperfenylalaninemie
(HPA - zvysena hladina fenylalaninu v krvi) zptsobena defektem metabolismu BH4 nebo
patogenetickymi variantami DNAJC12. HPA je zakladni biochemickou abnormalitou
fenylketonurie, pfi niz jsou piekroceny fyziologické koncentrace Phe v krvi (35-120 pmol/l)
(Anikster et al. 2017; van Spronsen et al. 2021).
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Obrdzek ¢. 1: Preména fenylalaninu na tyrosin za pritomnosti kofaktoru tetrahydrobiopterinu
(upraveno dle https://www.researchgate.net/figure/The-hepatic-phenylalanine-hydroxylating-
system-The-tetrahydrobiopterin-BH4-cofactor fig8 5489321)

3.2.1 Fenylalanin

Phe je jednou z deviti esencidlnich aminokyselin, které jsou pro lidskou stravu nezbytné,
nebot’ na§ organismus neni schopen je syntetizovat na rozdil od ostatnich aminokyselin.
V lidském téle je Cast stravou piijatého Phe hydroxylaci pfeménéna na Tyr. Pomér piijatého
Phe a Tyr je diky tomuto procesu idedlni pro zdravé jedince, a nemusi tak vyhleddvat samotny
Tyr ve stravé (z toho divodu neni Tyr esencialni aminokyselinou), ale pro jedince s PKU, jez
postradaji potfebny enzym PAH, vnikaji komplikace se zvySenymi hladinami Phe v krvi a
nedostatecnymi koncentracemi Tyr. Z toho diivodu musi omezit piijem Phe ze stravy a navysit
pfijem ostatnich esencialnich aminokyselin a Tyr pomoci specialnich vyzivovych doplikt
(Matthews 2007).

3.2.2 Fenylalaninhydroxylaza (PAH)

PAH katalyzuje pfeménu Phe na Tyr para-hydroxylaci aromatického postranniho fetézce.
U savcu je tato reakce vyzadujici BH4 pocateCnim a rychlost limitujicim krokem pfi
odbouravani prebytecného Phe z bilkovin piijatych stravou, kdy je Tyr dale odbouravan na
produkty zapojujici se do citrdtového cyklu. Pro organismy vybavené PAH je Tyr tedy
neesencialni aminokyselinou a je vyuzivdn k syntéze bilkovin nebo jako prekurzor
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neurotransmiterd a dalSich jeho derivati. PAH je pfitomna piedevsim v jatrech, kde odstranéni
prebytecného Phe zabraruje negativnimu neurotoxickému ucinku, ktery muize byt zpusoben
jeho zvySenou koncentraci v krvi. Phe je vSak také esencialni aminokyselinou a je dalezité
predejit tomu, aby byl plné katabolizovany. Aby bylo mozné zachovat dostatek Phe 1 pfi
odstrariovani jeho prebyte¢nych koncentraci, musela se savéi PAH vyvinout a ziskat tak
regulacni mechanismy a specifickou strukturu, ktera umoziiuje uplatnéni regulacnich procesu.
PAH je krom savcl pfitomna také v jinych eukaryotnich organismech a v nékterych bakteriich,
a pro tyto organismy ma i vyznamnou anabolickou funkci, kdy pfispiva k syntéze pigmentt
melaninového typu (Fitzpatrick 2000; Arias Barrau et al. 2004; Flydal & Martinez 2013).

Stejné jako ostatni hydroxylazy aromatickych aminokyselin (HAA) katalyzuje PAH
hydroxylaci svého substratu zaclenénim jednoho atomu kysliku do aromatického jadra a finalni
reakce zahrnuje také redukci druhého atomu kysliku na vodu za vyuziti dvou elektronu
dodanych BH4, ktery je rovnéz hydroxylovan na pterin-4a-karbinolamin (4a-OH-BH4)
s ndslednou disociaci od enzymu. Dehydrataci a redukci 4a-OH-BH4 zpét na BH4 postupné
katalyzuje pterin-karbinolamin-dehydratasa (PCD — EC 4.2.1.96), kterd dehydratuje 4a-OH-
BH4 na dihydrobiopterin-chinonoid (q-BH2), respektive na NADH vyzadujici dihydropteridin-
reduktasu (DHPR — EC 1.5.1.34) (viz obrazek ¢. 1). Z toho divodu jsou tyto dva enzymy
povazovany za soucast systému PAH, coz se promita na citlivé povaze fyziologické degradace
Phe, jelikoz miaze byt ovlivnéna defekty v nékolika genech (Werner et al. 2011).

HAA sdileji pozadavek na katalytické nehemové Zzelezo, BH4 jako kofaktor a
molekularni kyslik jako dodatecny substrat. Geny savct koduji PAH, tyrosinhydroxylazu (TH
— EC 1.14.16.2) a dv& tryptofanhydroxylazy (TPH1 — EC 1.14.16.4; TPH2 — EC 1.14.16.9),
které jsou pojmenovany podle svych specifickych aminokyselinovych substrati. Produkt TH
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a produkt TPH S5-hydroxytryptofan (5-HTP) jsou
prekurzory dulezitych neurotransmiteri a hormond. HAA maji velice identické
aminokyselinové sekvence, podobnou strukturu a predpokladany katalyticky mechanismus.
PAH je jedinou HAA nalezenou u bakterii a bylo i navrzeno, ze bakterialni PAH a prefenat
dehydrataza jsou predchiidci vicedoménovych HAA. Oznaceni PAH jako predchiidce v rodiné
HAA je rozumné, jelikoz funkce TP a TPH budou mit pravdépodobné stale vétsi vyznam ve
vicebunécnych organismech (Fitzpatrick 2000; Gjetting et al. 2001; Olsson et al. 2010; Flydal
& Martinez 2013; Fitzpatrick 2015).

3.2.3 Dopady nelécené PKU na organismus

Phe ve vyssich hladinach v krvi piisobi na mozek a zptusobuje jeho zavazné poskozeni,
zejména u vyvijejicich se déti a dospivajicich. Pfesna podstata mechanisma, které to zapficifiuji,
neni stale dokonale pochopena, ale je ziejmé, ze efekty Phe na centralni nervovy systém jsou
umérné jeho hladinam a stadiu rustu a vyvoje mozku zavislého na véku jedince. Z toho, co je
znamo, muzeme vSak urCit jaké biochemické procesy jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
negativné ovlivnéné a zpusobuji nékteré problémy doprovazejici nelécenou PKU.

Jednim z téchto procesu je prechod esencialnich aminokyselin z krve do mozku pres
hematoencefalickou bariéru, kde hraji roli proteinové transportéry, jez maji vysokou afinitu
vuci Phe. Pii jeho vysokych koncentracich v krvi zpusobenych jeho nedostatenym Stépenim
se jim nasyti, coz ma za nasledek jeho hromadéni v mozku, kde svoji pfimou toxicitou ovliviiuje
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pfenos nervového vzruchu pusobenim na spoje mezi neurony (synapse). DalSim disledkem
nasyceni proteinovych transportérti Phe je snizend dostupnost mozkového tryptofanu a Tyr, a
tedy limitovand syntéza neurotransmiteri serotoninu a dopaminu, kterd vede k porucham
kognitivnich funkci (u€eni, pamét’, feSeni problému), poklesim nalady a motivace a zménam
v chovani.

Phe také inhibuje syntézu cholesterolu, dilezitych mozkovych proteint véetné myelinu a
enzymu hrajicich roli v zasadnich biochemickych procesech, jako je napriklad pyruvatkinaza,
jez je klicova pro anaerobni glykolyzu a jeji inhibice Phe vede k poruse energetického
metabolismu mozku a abnormalnimu metabolismu glukézy béhem diferenciace mozku (van
Spronsen et al. 2009b; van Spronsen 2010; Rovelli & Longo 2023; van Spronsen et al. 2023).

3.24 Lécba

Standartni 1écba pro pacienty s PKU spociva v dodrzovani specialni nizkobilkovinné
diety, pfi které jsou podavany syntetické preparaty, jez obsahuji vSechny esencialni
aminokyseliny kromé& Phe, dilezité vitaminy a mineraly, které fenylketonurici nemohou
obdrzet v kazdodenni strave, kvilli omezenému jidelnicku.

Prestoze klinické vysledky jsou pii této diet€é dobré, je dnes jiz znamo, Ze u pacientd
s PKU existuji neuropsychologické deficity, a ze je zde pravdépodobné prostor pro zlepSeni
kvality Zivota, nutri¢niho stavu a psychosocialnich vysledkt. Potfeba novych terapeutickych
pfistuptl je prozatim uspokojovana suplementaci BH4 nebo esencialnimi aminokyselinami, ve
vzdalenéjsi budoucnosti se jevi velmi nadéné vyvoj v oblasti vyuziti fenylalanin amoniakalni
lyazy, genové terapie a terapie chaperony (van Spronsen 2010; Rovelli & Longo 2023).

BH4 je ptirozenym kofaktorem enzymu PAH. Jeho nedostatek vede nejen k dysfunkci
PAH (a tedy k hyperfenylalaninemii), ale také k naruseni funkce tyrosinovych a tryptofanovych
hydroxylaz v mozku, coz se projevuje velmi zavaznymi deficity neurotransmiterti spojenymi
s nedostatkem BH4 u riznych syndromu.

Teprve Kure et al. (1999) uvadi, Ze u nékterych pacienti s mutacemi v genu, ktery kéduje
PAH, mohou farmakologické davky BH4 (20 mg/kg) snizit hladinu fenylalaninu v krvi.
Nasledné bylo dospéno k zavéru, ze 10 az 60 % pacientd s deficitem enzymu PAH reaguje na
BH4 v zavislosti na liSicich se mutacich pfevazujicich v riznych populacich (Bélanger-
Quintana et al. 2011).

Ne vsichni pacienti s deficitem PAH reaguji na BH4 a u téch, ktefi reaguji, je rozsah
reakce jejich organismu velmi Siroky, proto se k posouzeni, zda by pacient mél z podavani BH4
prospéch, pouziva peroralni zkouska.

Obecné plati, ze jedinci s mirn€j§im fenotypem maji vys§i miru odezvy na BH4 nez ti
s nizkou toleranci na Phe. Bylo dokazano puisobeni BH4 jako molekularniho chaperonu diky
jeho funkci zvySovat stabilitu PAH proteint s ¢astecné chybnym sloZenim. Touto schopnosti
navysSuje efektivni intercelularni koncentraci funkéniho enzymu PAH. Je tedy zfejmé, ze aby
pacient reagoval na BH4, musi mit v jatrech pfirozené pfitomno dostatecné mnozstvi
zbytkového proteinu PAH, ktery s BH4 muze interagovat. To vysvétluje, pro¢ pacienti
s mirn€jSimi formami a mutacemi maji vétsi pravdépodobnost odpovédi nez pacienti se
zavaznymi mutacemi (Kure et al. 1999; Strisciuglio & Concolino 2014).
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Alternativné 1ze vyuzit suplementaci jiné€ esencialni aminokyseliny (EA) nez je Phe. Tato
EA muize kompetitivné inhibovat transport Phe pres gastrointestinalni a hematoencefalickou
bariéru a snizit tak absorpci Phe a jeho koncentraci v mozku. Strisciuglio a Concolino (2014)
uvadi, ze kontrolovana placebo studie ukazala vyznamny pokles koncentrace Phe v krvi u
pacienti s PKU, jimz byla EA podavana po dobu 2 tydnt, coz naznacuje, ze EA opravdu
konkuruje transportu Phe v gastrointestindlnim traktu, z ¢ehoz vyplyva existence moznosti
snizeni hladiny Phe v krvi u jedinct trpicich PKU podanim EA ve straveé. Opét se zde objevuji
rozdily ve vysledcich, které mohou souviset se slozenim, zpisobem podavani a délkou
suplementace. Dukazy pro dostaCujici podlozeni ucinnosti suplementace EA k vyznamnému
snizeni fenylalaninemie jsou zatim omezené. Zavérem lze konstatovat, ze podavani EA
samostatn¢, nebo v kombinaci s dietou omezujici pfijem Phe ve stravé zlepSuje zdravotni
vysledky u jedinct, jez nejsou schopni dostatecné omezit piijem Phe ve stravé. Je vSak stale
zapotiebi dlouhodobych studii, aby bylo mozné dojit k jasnému zaveéru potvrzujicimu ucinnost
a bezpecCnost suplementace EA (van Spronsen 2010; Strisciuglio & Concolino 2014).

Objeveni enzymu fenylalanin amoniak lydzy (PAL — EC 4.3.1.24) bylo mozné diky
zveédavosti rostlinnych fyziologt zkoumajicich pivod ligninu (polymer podilejici se na tuhosti
rostlin). Dozveédéli se, ze rozhodujicim prvkem této syntézy je intermedidrni enzym, jenz
deaminuje Phe na kyselinu skoficovou a amoniak (pozdéji pojmenovany PAL). Objev enzymu
s touto schopnosti vedlo k néaslednym uvaham o jeho vyuziti v1écbeé PKU. Podavani
extrahovaného enzymu vykazovalo vSak minimalni ucinnost. Pro dalsi vyvoj 1écby bylo
zapotiebi uspé$né klonovani pro ziskani dostatecného mnozstvi enzymu, testovani in vitro a
modifikace proteinu, aby bylo mozné tento pro savce nepiirozeny enzym podavat parenteralne.
Dlouholetd snaha védci méla zdarny zavér, nebot v kvétnu roku 2018 byla pod jménem
“Palynziq” v USA schvdlena enzymova terapie vyuzivajici modifikovanou PAL pro 1é¢bu PKU
(Bélanger-Quintana et al. 2011; Levy et al. 2018).

Genové terapie s cilem pfimo obnovit aktivitu PAH v jitrech jsou aktivni oblasti
vyzkumu se svétlou budoucnosti. PAH-mRNA (messenger ribonukleové kyselina) doddvana
lipidovymi nanocasticemi vykazuje velmi slibné vysledky u testli na zvitatech, ale zatim nebyla
otestovdana na lidech. Klinické studie na lidech ale probihaji u jinych VMP ovliviiyjicich
metabolismus v jatrech. Také probihaji klinické studie terapie zalozené na principu adice genu
zprostiedkovavané rekombinantnimi adenoasociovanymi viry u dospélych, u kterych se
netrpélivé ocekava zvefejnéni definitivnich vysledkt. Tato terapie vSak nezajisti stabiln{
expresi genu u mladistvych a neni jista ani dlouhodoba stabilita u dospélych. Z toho diivodu se
zkoumaji metody trvalé genové korekce nebo adice genu. Aby vétSina strategii genové
modifikace doséhla terapeutické relevance, bude nutné pouzit metody, které navysi pocatecni
frekvenci genové modifikace nebo zajisti selektivni ristovou vyhodu pro korigované jaterni
buniky (Martinez et al. 2023).

3.3 Strava prumérného fenylketonurika
Do dnesSniho dne pretrvavajici zpusob 1éCby obnasi omezeni bilkovin pfirozené se
vyskytujicich ve straveé, konzumaci specialnich 1é¢ebnych potravin s nizkym obsahem Phe a

uzivani smeési aminokyselin, které neobsahuji Phe a jsou obohacené o vitaminy a minerély
(Manta-Vogli & Schulpis 2018).
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Cilem dietntho managementu je dosdhnout plazmatickych hladin Phe v doporucenych
koncentracich, zabranit mentalni retardaci a zaroven udrzet adekvatni vyzivu pro normalni
fyzicky rast, neurokognitivni vyvoj a dobry zdravotni stav v dospélosti. Spousta problému
spojenych s dietni 1éCbou byla v minulosti zptisobena Spatnou chutnosti 1écebnych potravin
(Giovannini et al. 2012; Manta-Vogli & Schulpis 2018).

3.3.1 Monitorovani koncentraci Phe

Ke spravnému nastaveni jidelnicku je nutné casté monitorovani plazmatickych
koncentraci Phe a Tyr v zavislosti na pfijmu Phe, které se standartné provadi za pomoci
tfidenniho zdznamu pfijaté potravy, po kterém nasleduje odbér krve. U déti prochazejicich
intenzivnim rdstem a vyvojem organismu jsou potiebné hladiny Phe vysoké v poméru k télesné
hmotnosti a poté se snizuji spolecné s klesajici intenzitou rustu. Pfijaty Phe by mél udrzovat
své plazmatické koncentrace v doporu¢eném rozmezi 2 az 4 hodiny po jidle. V kojeneckém
véku muze byt zapotiebi upravovat doporucené hladiny Phe kazdy tyden, v zavislosti na ristu
a hodnoceni plazmatickych koncentraci Phe. Za normalnich okolnosti se pfijaty Phe stanovuje
jednou az dvakrat mesi¢n€, standartn€ je zapotiebi navstéva nemocnice ¢i zaslani ususeného
vzorku krve odebraného v pacientové domové (van Spronsen et al. 2009a; MacLeod & Ney
2010; Wada et al. 2023).

Ke zvyseni koncentrace Phe mize dojit z riiznych divodd. Castou pficinou u déti a
dospivajicich, ktefi se potykaji s komplikacemi spojenymi s dodrzovanim diety, je nadmérny
ptijem Phe skrz bilkoviny pfitomné ve stravé. Na druhou stranu nedostatecny piijem Phe,
bilkovin nebo celkové energie potiebné k podpofe rustu muze rovnéz vést ke zvySenym
hladindm plazmatické koncentrace Phe v dusledku katabolismu vlastnich bilkovin a tim
zpusobenému uvolniovani Phe do krve. U Zen mize dojit ke zménam plazmatickych hladin Phe
béhem menstruacniho cyklu, kdy se vy$si hladiny vyskytuji v pozdni lutealni fazi. Infekéni
onemocnéni nebo trauma také vyvolavaji katabolismus bilkovin, z toho diivodu je nezbytna
okamzita 1éc¢ba, ktera zabrani katabolismu bilkovin prostfednictvim pifidani dodateCnych
sacharidl do peroralnich rehydratacnich roztokd, jez jsou poté po cely den popijeny, za G¢elem
poskytnuti zdroje energie neobsahujicitho Phe. U osob, které nezvlddnou tolerovat dlouhodobé
peroralni podavani, mize byt nutné enteralni podavani aminokyselinového piipravku s nizkym
obsahem Phe, jez jim doda energii, elektrolyty a esencialni aminokyseliny (MacLeod & Ney
2010).

3.3.2 Nutri¢ni charakteristiky nizkobilkovinné diety

Omezeni fenylalaninu ve stravé zlistava primarni metodou 1écby PKU a standartné se
uplatiiuje ihned po potvrzeni dysfunkce fenylalaninhydroxylazy u novorozence. Pacienti s PKU
se musi vyhybat potravinam bohatym na bilkoviny (maso, ryby, vejce, bézné pecivo, mlécné
vyrobky, ofechy a semena) a potravinam i napojum obsahujicim aspartam (synteticky dipeptid
vznikajici reakci kyseliny L-asparagové s methylesterem L-fenylalaninu, vyuziva se jako umélé
sladidlo v potravinach, lécich a ndpojich). Do problematickych potravin spadaji také mouka,
sdja, pivo nebo smetanové likéry. Proto je strava pfi této dieté tvorena predevsim potravinami,
jez ptirozené obsahuji nizky obsah bilkovin a poskytnou tedy pozadovany pifisun Phe nezbytny
pro rustové procesy. Nizkobilkovinné varianty nékterych potravin jsou komeréné€ dostupné,
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napf. nizkobilkovinny chléb nebo nizkobilkovinné téstoviny. Mnozstvi povolenych
pfirozenych potravin se vypocitava metodou ekvivalentu Phe na hmotnost porce. Potfebné
mnozstvi bilkovin se ziskava z bilkovinnych néhrazek bez Phe, které poskytuji esencialni
aminokyseliny ve vhodném poméru (Giovannini et al. 2012; Choudhary & Pretorius 2017).

Tento dietni rezim neposkytuje dostateCny pifijem nasycenych a polynenasycenych tukda,
cholesterolu, karnitinu, taurinu, Zeleza, zinku, selenu, vapniku, folati a vitaminu (A, C, D, E,
B12, B2, B6), a to z divodu velmi nizkého piijmu zivoc¢isSnych potravin obsahujicich Phe a
nadpramérného pifijmu sacharidd. Proto panuje obecna shoda, ze pacienti s PKU potiebuji
dlouhodobé dietni poradenstvi a kazdodenni suplementaci mikronutrienty. Dieta pti PKU je
nastavovana spi§e opatrné pro prevenci kardiovaskularnich poruch. Konkrétné&ji nasycené tuky
mohou tvorit méné nez 7 % a polynenasycené vice jak 5 % celkové energie s dennim pfijmem
cholesterolu pohybujicim se pod hranici 50 mg. Déti s PKU vskutku vykazuji nizsi hladiny
cholesterolu v plazmé v porovnani se zdravymi détmi, zejména lipoproteinti o nizké hustoté
(LDL). Nicméné jak stravovaci navyky, tak genetické predispozice se mohou vzajemné podilet
na udrzovani nizkych hladin tukt v krvi jedinca s PKU (Verduci et al. 2004; Giovannini et al.
2012; Manta-Vogli et al. 2018).

3.4 Nutricni hodnoty a benefity dyni

Dyné je vyznamna zahradnické plodina patfici do Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae),
ktera zahrnuje pét domestikovanych druht: Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret, C. pepo
L., C. maxima Duchesne, C. mixta pangalo a C. micifolia. Tti z nich, C. moschata, C. pepo a
C. maxima, ptedstavuji hospodarsky vyznamné druhy péstované s vysokou produkci po celém
svété. V Cechach se b&zné péstuji C. maxima Duchesne a C. pepo L, jak ve vétsich produkénich
oblastech, tak na domacich zahradkach pro zpracovani a Cerstvy trh.

Dynové plody se skladaji predev§Sim z duziny a semen. V duziné se skryva mnoho
nutriénich slozek v¢etné polysacharid, aminokyselin a aktivnich bilkovin. Dyné jsou obvykle
tvoreny z 85-95 % vodou, na su$inu tedy pfipadd 5-15 % celkové hmotnosti. Zastoupeni
makronutrientll se miize vyrazné lisit v zavislosti na konkrétni odrid€, obecné se ale v susiné
nachazi 40-80 % sacharidd, asi 10 % bilkovin, pfiblizne 1 % tukl a 10 % vldkniny. Bilkovin je
sice v duziné pomérné malo, ale v zavislosti na druhu dyné€ obsahuji rizné esencidlni
aminokyseliny, konkrétnéji lysin, leucin, izoleucin, valin, threonin, histidin a fenylalanin
(Moravec et al. 2004; Zhou et al. 2007; Biesiada et al. 2011; Guiné et al. 2011; Kim et al. 2012;
Armesto et al. 2020; Hussain et al. 2022).

Dyné kromé zakladnich makronutrientti také obsahuji mnoho jinych zdravi prospésnych
latek, jako jsou karotenoidy, mineraly, draslik, vitaminy C, B2 a E, a vyznacuji se nizkou
a-karotenu se predpoklada, ze zpomaluje proces starnuti, snizuje riziko vzniku Sedého zékalu a
zabranuje rustu nadord. Oba tyto karoteny slouzi jako dualezité provitaminy vitaminu A.
Vitamin E (tokoferoly) chrani buiiky pfed oxida¢nim poskozenim tim, Ze zabrafiuje oxidaci
nenasycenych mastnych kyselin v bunécné membrané (Biesiada et al. 2011; Kim et al. 2012).

Dyrtiova seminka jsou dobrym zdrojem zinku, polynenasycenych mastnych kyselin a
fytosterolt (napt. B-sitosterolu), které mohou prechazet chronickym onemocnénim. PouZivaji
se predevsim ke kulinafskym ucelim a k ziskavani oleje, ktery je Siroce pfijiman nejen jako
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jedly olej, ale i jako nutraceutikum. Studie uvadéji, ze dynova seminka mohou byt prospésna
pfi 1é€be benigni hyperplazie prostaty, a to diky vysokému obsahu B-sitosterolu, u kterého bylo
prokazano, ze snizuje hladinu cholesterolu v krvi a snizuje riziko vzniku nékterych typtu
rakoviny. Studie vlivu dyniového oleje na zvifata také prokazaly, Ze mize zpomalit vyvoj
hypertenze, snizit hypercholesterolemii a zmirnit pfiznaky cukrovky tim, Ze podporuje
hypoglykemickou aktivitu (Gossell-Williams et al. 2006; Xanthopoulou et al. 2009; Kim et al.
2012; Vinayashree & Vasu 2021).

3.5 Metody stanoveni aminokyselin v potravinach

Aminokyseliny se v potravinach vyskytuji ve volné formé nebo vazané v peptidech,
proteinech nebo polymerech nepeptidového charakteru. Ke stanoveni celkového obsahu
aminokyselin v potravinach je zapotiebi provést hydrolyzu bilkovin pomoci riznych zptsobd,
které musi zohlednit rozdily ve stabilité jednotlivych aminokyselin a odolnost rtznych
peptidovych vazeb vici hydrolyze (Peace & Gilani 2005).

Cilem hydrolyzy je kvantitativni uvolnéni vSech aminokyselin ze substratu a jejich
kvantitativni pievedeni do hydrolyzatu. Zadna metoda hydrolyzy neni schopna splnit tyto
pozadavky, jelikoz hydrolyza a destrukce uvolnénych zbytkd probihaji sou¢asné. Uginnost
procesu hydrolyzy ovliviiuje ne€kolik faktort, jako je teplota, Cas, pouzité Cinidlo a pfisady.
Kombinace téchto faktort je kriticka pro stanoveni citlivych rezidui.

V laboratofi se obvykle analyzuje velké mnozstvi riznych vzorkl, a proto zavisi volba
spravné metody hydrolyzy do zna¢né miry na potebach konkrétni analyzy. Ve vétsin€ piipadu
se voli kompromisni pfistup. Hydrolyza polypeptidi mize byt provedena bud’ chemicky, nebo
enzymaticky. Chemickou hydrolyzu lze provadét za kyselych nebo zasaditych podminek a
samotna kysela hydrolyza mize byt uskute¢néna v kapalné nebo plynné fazi (Fountoulakis &
Lahm 1998).

Kysela hydrolyza se nejcasté)ji provadi za vyuziti kyseliny chlorovodikové (HCI), ktera
je velice vyhodna jako ¢inidlo, jelikoz ji lze pouzit jak v kapalné, tak plynné fazi a lze ji
nasledné odpafit a ziskat tak hydrolyzat v malém objemu rekonstitu¢niho pufru. Konvenéni
kysela hydrolyza vyuziva 6M HCI po dobu 20 nebo 24 hodin pii 110 °C. Aminokyseliny jsou
chemicky raznorodou skupinou latek a pouze nékteré z nich (kyselina asparagova, kyselina
glutamovd, prolin, glycin, alanin, leucin, fenylalanin, histidin a arginin) lze kvantitativné
stanovit pomoci kyselé hydrolyzy, ostatni mohou béhem hydrolyzy podléhat preménam.
Asparagin a glutamin podléhaji deaminanim reakcim a preméfiuji se na kyselinu asparagovou
a glutamovou. Serin a threonin jsou ¢astecné degradovany, ptfi¢emz se uvadi ztraty 5 az 15
procent. Také dochdzi k pfeméné cysteinu a methioninu, cystein mize byt ¢asteCné degradovan
nebo oxidovdn na cystin, zatimco methionin mize byt oxidovan na methionin sulfoxid a
methionin sulfon. Valin a izoleucin obsahuji peptidové vazby s velmi hydrofobnimi zbytky,
které¢ se kyselinou §tépi pomé&mé obtizne, takze pii pouziti kyselé hydrolyzy jsou ziskana
mnozstvi Casto nizka. Tyrosin pfi hydrolyze vyuzivajici HCl mize podléhat halogenaci. Lysin
je stabilni za standartnich podminek kyselé hydrolyzy a lze ho snadno stanovit v ¢istych
bilkovinach nebo tepelné neoSetfenych potravinach, problémy se vSak objevuji u tepelné
opracovanych potravin, protoze aminoskupina na postrannim fetézci mize reagovat s jinymi
slouCeninami (napf. cukry) a vytvaret produkty Maillardovy reakce. Tryptofan mize byt béhem
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kyselé hydrolyzy kompletné zniCen. Vyhody kyselé hydrolyzy vSak stale vyrazné prevazuji
nevyhody, a proto je to nejvyuzivanéj§i metoda hydrolyzy (Fountoulakis & Lahm 1998;
Mustatea et al. 2019).

Alkalicka hydrolyza se pouziva témer vyhradné pro stanoveni tryptofanu, ktery je za
zasaditych podminek stabilni. Také se vyuziva v pripad€, ze vzorek bilkoviny obsahuje velké
procento sacharidd, jako je tomu u potravin a u formulacnich roztokt farmaceutickych bilkovin,
které obvykle obsahuji vysoky podil monosacharidi. Hlavni nevyhodou metody je, ze dochazi
ke zniCeni serinu, treoninu, argininu a cysteinu a k racemizaci ostatnich aminokyselin.
Alkalickd hydrolyza se obvykle provddi pomoci NaOH, KOH nebo vzacnéji s BaOHz
(Fountoulakis & Lahm 1998).

Enzymaticka hydrolyza bilkovin umoziiuje kvantitativni stanoveni asparaginu, glutaminu
a tryptofanu, zachovani vazeb napojenych na kyseliny nebo zasady a tUplné uvolnéni
aminokyselin, které bylo mozné kyselou hydrolyzou uvolnit pouze casteCné. Mezi pouzivané
enzymy patii leucinaminopeptidaza, papain, pronaza, karboxypeptidazy, trypsin a
chymotrypsin, ackoli problémy s jejich vyuzitim mohou obnéSet slozité inkubacni postupy,
nestabilitu neékterych enzymi a zvySené mnozstvi nechténych aminokyselin pii pouziti vice
enzymu (Peace & Gilani 2005).

K vlastnimu stanoveni aminokyselin se nejcastéji pouzivaji separacni (kapalinova
chromatografie — HPLC, iontové vyménna chromatografie — IEC, plynova chromatografie —
GCO) a elektromigracnich metody (kapilarni elektroforéza — CE). VétSina aminokyselin az na
aromatické aminokyseliny tyrosin, tryptofan a fenylalanin obsahujici ve své pfirozené struktuie
aromatické jadro, jez zajistuje dostatecnou citlivost v ultrafialové (UV) spektroskopii, nema
chromoforové ani fluoroforové skupiny, tudiz je nutné provést derivatizacni krok, aby tyto
slouCeniny byly vhodné pro UV nebo fluorescencni detekci. Derivatizacni postup 1ze provést
pomoci tfi hlavnich modeld: 1) postkolonovad (post-separacni) metoda, bézné pouzivana
v HPLC, 2) ptedkolonova (pfed-separacni) metoda pouzivana v HPLC, GC a CE a 3) metoda
na koloné (derivatizace béhem separace), omezend na CE (Song et al. 2018; Ferré et al. 2019).

U postkolonové metody se derivatizatni krok pouziva pouze ke zvySeni detekce
aminokyselin pro absorp¢ni nebo fluorescencni spektroskopii bez vlivu na predchozi separacni
mechanismus. Tento pfistup odpovida jedné z referencnich metod pro stanoveni aromatickych
uhlovodiki, pfi niz se IEC kombinuje s postkolonovou detekci ninhydrinem. Pfi této metode se
aminokyseliny kladné nabité pfi nizkém pH separuji na kationtové vymeénné pryskyfici, na které
se postupné zvySuje pH mobilni faze a k eluci dojde, kdyz je dosazeno izoelektického bodu
stanovovanych aminokyselin, coz vede k mobilizaci analytu. Derivatizace probihd mezi
vystupem z kolony a detektorem. Postkolonovéa derivatizace umoziiuje zkratit dobu pfipravy
vzorku, aniz by se zménila chromatograficka ucinnost.

Predkolonova derivatizace je alternativnim pfistupem hojné vyuzivanym v GC, jelikoz se
zarover podili na lepsi t€kavosti i detekci analytd. Derivatizace mize probihat s dvéma riznymi
¢inidly na aminoskupiné a karboxylové skupin€ nebo pouze s jednim Cinidlem pro obé skupiny.
Pfi dvoustupniové derivatizaci se aminokyseliny nejprve esterifikuji v pritomnosti prislusného
alkoholu a HCI a poté po odpareni netékavych meziproduktl podléhaji acylaci. Vysledkem
tohoto procesu jsou rizné estery N-acyl aminokyselin. Co se tyCe derivatizace obou funkénich
skupin jednim ¢inidlem, pouzivaji se vétSinou methyl- nebo fenylisothiokyanaty.
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Nejmodernéjsim zptsobem derivatizace pro CE je derivatizace na koloné, ktera je
vhodna pro velmi malé objemy vzorku. Existuje nékolik zptsobt elektroforézy, ale
nejpouzivanéj$imi zistavaji kapilarni zénova elektroforéza a micelarni elektrokineticka
chromatografie. U obou zpiisobu je vzorek zaveden do uzké kapilary a nabité slouceniny, jez
jsou predmétem zajmu, jsou separovany pod elektrickym polem. Ve vétsiné€ pfipada se pfi
derivatizaci na koloné vyuziva rozdilné mobility analytt a ¢inidla (Callejon et al. 2010; Rigas
2012; Ferré et al. 2019).

3.5.1 Kapalinova chromatografie/elektrosprejova ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie
(LC-ESI-MS/MS)

Kapalinovd chromatografie/tandemovd hmotnostni spektroskopie (LC-MS/MS)
vybavend iontovym zdrojem s elektrosprejovou ionizaci (ESI) je nejvyznamnéj§i metodou pro
citlivé a selektivni stanoveni stopovych mnozstvi sloucenin, jelikoz v porovnani s jinymi
ionizacnimi metodami vyzaduje niz§i teplotu pro ionizaci a lze ji tedy pouzit pfi stanovovani
tepelné nestabilnich sloucenin. Kromé vyuziti MS/MS detekce zlepSuje velikost signdlu oproti
pozadi, cozumoziuje citlivou detekci cilovych sloucenin. Ne vSechny slouceniny lze v§ak touto
metodou vyhodné analyzovat. Naptiklad ucinnost ionizace nékterych sloucenin je ¢asto velmi
nizka a takové slouceniny nelze citlivé detekovat. Analyt by mél mit nasledujici vlastnosti. Za
prvé musi byt ve své iontové formé v roztoku nebo byt schopen obdrzet naboj prostiednictvim
reakce tvorby aduktl v plynné fazi. Za druhé se upfednostiuji méné polarni latky, protoze
hydrofobni slou€eniny lze snadno oddélit od soli interferujicich sloucenin, které maji
potlacujici u€inky na ESI. Hydrofobni slouceniny jsou navic eluovany mobilni fazi s vy§Sim
obsahem organického rozpoustédla na koloné€ s obracenou fazi (kolona, kde je staciondrni faze
hydrofobni a mobilni faze je hydrofilni). Vyssi obsah organického rozpoustédla prispiva k
vytvareni nabitych kapek elektrosprejem, coz vede k vyssi odezvé ESI. Obecné jsou pro odezvu
ESI kritickymi faktory schopnost analytu obdrzet naboj a jeho hydrofobnost. Za teti je zadouci,
aby cilovy analyt fragmentoval pii disociaci vyvolané srazkou a vytvarel intenzivni ion pro
citlivou detekci MS/MS. Ke zvySeni citlivosti detekce této metody se Casto vyuziva chemicka
derivatizace analytu (Cech & Enke 2001; Nordstrom et al. 2004; Santa 2010).

Kombinace téchto metod je mimo jiné zarover vhodna pro detekci aminokyselin. Pfi této
konkrétni analyze ma pouziti MS misto spektrofotometrické detekce nékolik vyhod, v€etné
vys$si citlivosti, selektivity a vykonnosti. Kromé toho MS/MS pridava dalsi aroven zlepSeni
identifikace analytu prostfednictvim fragmentace molekul, coz vede k vyssi specificnosti a
reprodukovatelnosti. MS také vyzaduje zakladni separaci pouze u aminokyselin s totoznou
hmotnosti (konstitu¢ni izomery), protoze prekryvani aminokyselin s riznymi hmotnostmi
neovlivituje kvalifikaci ani kvantifikaci. Analyza aminokyselin pomoci GC-MS a LC-MS
poskytuje srovnatelné vysledky, ale LC-MS je rozsifenéjsi, jelikoz vyZaduje méné kroku Cisténi
vzorkt pred analyzou. Analyza aminokyselin pomoci LC-MS/MS vS8ak pfinasi své vlastni
komplikace vzhledem k malé velikosti a zwitterionické povaze aminokyselin. Tyto problémy
kompromituji vSechny kroky metody od extrakce analytd pfes chromatografickou separaci az
po detekci MS. V zavislosti na u€elu analyzy mohou tyto tfi faktory vyzadovat zvlastni
pozornost (Violi et al. 2020).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Do pokusu bylo zafazeno celkem Sest druht dyni bézné dostupnych na ¢eském trhu, které
nam byly darovany Katedrou agroekologie a rostlinné produkce. Konkrétné se jednalo o druhy:
dyné muskatova Honeynut (C. moschata x C. maxima), dyné¢ muskatova Ibiza (C. moschata
“Ibiza’), dyné muskatova Butternut (C. moschata “Butternut’), dyné obecnd okrasna (C. pepo
var. ovifera), dyné¢ obrovskd Hokkaido Orange (C. maxima “Hokkaido Orange’) a dyné
obrovska Hokkaido Green (C. maxima ~Hokkaido Green").

4.2 Pouzité chemikalie

Methanol (HPLC grade; Lachner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikové (35% p.a.; Lachner, Ceska republika)
Heptafluoromaselna kyselina (HFBA, >99,5%; Merck, Némecko)

Smésny standard L-aminokyselin pro kyselou hydrolyzu (96%; Merck, Némecko)
Ultracista HPLC voda (Merck Millipore, Némecko)

4.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy (KERN EW, Kern & Sohn, Némecko)

Lyofilizator (Lyovac GT2, Steris, Némecko)

Susarna Venticell BMT (BMT medical technology s.r.0., Ceska republika)
Simplicity UV (Merck Millipore, Némecko)

Kapalinovy chromatograf (UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
spojeny s hmotnostnim detektorem typu hybridni trojity kvadrupdl s linedrni iontovou pasti
(3200 QTRAP, Sciex, Massachusetts, USA)

4.4 Priprava vzorku

Ke stanoveni obsahu fenylalaninu ve vzorcich dyné€ byla vyuzita kysela hydrolyza, kterd
je vhodna ke stanoveni vSech AMK kromé tryptofanu, glutaminu a asparaginu kompletné
prechazejicich na kyselinu glutamovou a asparagovou a cysteinu, ktery je oxidovén na cystin.

Vzorek lyofilizované dyné byl rozemlet na hladky prasek, z néhoz bylo odvéazeno 0,2 g
do 20mL uzaviratelnych zkumavek z borosilikatového skla. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml 6M
HCl, zkumavka byla uzaviena, opatrné promichdna a umisténa do dievéného stojanu, jenz byl
umistén na 24 hodin do suSarny vyhtaté na 110 °C. Po 24h hydrolyze byl vzorek ponechan
vychladnout na pokojovou teplotu. Poté byl kvantitativné pfeveden do 100ml odmérnych banék
pomoci destilované vody, barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou a promichéana.
Vzorek byl nasledné zfiltrovan nejprve pies skladany papir, poté pres 0,2 um nylonovy

23



stiikaCkovy filtr a v poméru 1:9 byl natfedén destilovanou vodou do vialky. VSechny vzorky
byly zpracovany ve tfech paralelnich opakovanich.

4.5 LC-ESI-MS/MS analyza aminokyselin/fenylalaninu

Separace jednotlivych aminokyselin v podminkdch RP-HPLC byla provedena pomoci
iontoveé parové chromatografie. Jako iont-parové ¢inidlo byla do mobilni faze pridana kyselina
heptafluoromdaselnd (HFBA).

4.5.1 HPLC podminky separace

Chromatograficka kolona: ZORBAX SB-C18, 3,0 x 150 mm, 5 um (Agilent, Kalifornie, USA).
Teplota kolony: 25 °C

Teplota autosampleru: 10 °C

Mobilni faze: S mM HFBA ve vodé (A), 5 mM HFBA v methanolu (B)

Gradientova eluce: 0-0,5 min 20 % B izokraticky, 0,5-9 min 60 % B linedrni gradient, 9-10 min
60 % B izokraticky, 10-11 min 20 % B linearni gradient, 11-15 min 20 % B izokraticky

Cas analyzy: 15 min
Prutok: 0,3 ml/min

Objem nastiiku 3 pl
4.5.2 Podminky ve zdroji detektoru

Ionizace: ESI pozitivni méd
Ochranny plyn: 25 psig
Napéti zdroje: 5500 V
Teplota: 600 °C

Zmlzovaci plyn: 55 psig
Turboplyn: 50 psig

4.5.3 Detekéni parametry fenylalaninu

Pro fenylalanin byly monitorovany dva iontové prechody s jednotkovym rozliSenim:
kvantifikacni pfechod 166 — 120 (deklasterani potencial 20 V, kolizni energie 20 V) a
konfirmac¢ni pfechod 166 — 103 (deklasteracni potencial 20 V, kolizni energie 20 V).

Kvantifikace fenylalaninu byla provedena metodou externi kalibrace v rozmezi 0,1-10
pg/ml. Detekeni limit fenylalaninu (vypocitany ze vztahu signal/Sum = 3) €inil 14 ng/ml.
Ukazkovy chromatogram hydrolyzovaného vzorku dyné (C. moschata x C. maxima) je uveden
na obrazku ¢. 2.
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Obrazek ¢. 2: Chromatogram vzorku dyné: Fenylalanin (retencni cas 9,75 min — cerveny pik)

S Vysledky

Vysledné hodnoty méfeni odpovidaly mikromolim Phe pfitomnym v jednom mililitru
vzorku, pro moznost porovnani namétrenych hodnot s literaturou byl uskutecnén prepocet na
mikrogramy Phe obsdhlé v 1 g suché dyné. VSechny ziskané hodnoty se pohybovaly v rozmezi
od 2383 do 3966 pg Phe na gram susiny (viz tabulka €. 1). Ob¢ varianty C. maxima poskytly
zdaleka nejmensi naméfené hodnoty (2383-2740 ug Phe/g suSiny), stim, ze C. maxima
“Hokkaido Orange” vykazovala nejmensi obsah Phe z celého spektra vzorkl, vCetné nejniZzsi
zjisténé hodnoty rovné 2383 ug Phe/g suSiny (vzorek 5-b). C. pepo var. ovifera se svymi
hodnotami zpramérovanymi na 2992 + 385 ug Phe/g susiny lezi zhruba uprostied zjisténého
rozmezi hodnot Phe, jelikoz vyrazné presahuje obsahy obou variant C. maxima, ale neptiblizuje
se vy$sim hodnotam ostatnich dyni. Je ale dulezité poznamenat, ze u C. pepo var. ovifera se
vyskytla nejvétsi naméfena odchylka napfi¢ vzorky jednotlivych druhti dyni, rovnajici se
rozdilu 675 pg Phe/g suSiny mezi vzorky 4-a a 4-c. Zbylé druhy C. moschata x C. maxima, C.
moschata “1biza” a C. moschata “Butternut’ obsahovaly vyrazné vyssi mnozstvi Phe (3451-
3966 ug Phe/g susiny), kde C. moschata x C. maxima znateln¢ prekracovala primérné obsahy
obou C. moschata “Ibiza” (3622 + 261 ug Phe/g susiny) i C. moschata *Butternut® (3614 + 58,5
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ug Phe/g susiny) svoji primérnou hodnotou obsahu Phe dosahujici 3837 + 166 ug Phe/g susiny,
ke které prispé€la 1 nejvyssi zmefend hodnota Phe napfti¢ celou analyzou rovnajici se 3966 ug
Phe/g susiny (vzorek 1-b).

Tabulka ¢. 1: Obsah Phe zméreny pomoci metody LC-ESI-MS/MS. Findlni hodnoty jsou
vyjadreny jako priimeéry = smérodatné odchylky stanovené z tech paralelnich opakovani.

Dyné Vzorek Obsah (ug Phe/g susiny) Prumér (ug Phe/g susiny)
C. moschata 1-a 3896
X 1-b 3966 3837 + 166
C. maxima l-c 3650
2-a 3922
C. moschata
biza® 2-b 3493 3622 + 261
2-c 3451
3-a 3680
C. moschata
; 14 +
“Butternut 3-b 3568 36 58,5
3¢ 3594
c 4-a 3222
- pepo vat. 4b 3207 2992 + 385
ovifera
4-c 2547
C. maxima 5-a 2490
“Hokkaido 5-b 2383 2472 £ 81,5
Orange’ 5-c 2543
C. maxima 6-a 2740
“Hokkaido 6-b 2396 2536 + 180
Green’ 6-c 2474
6 Diskuze

Puda (2018) uvdadi v aktualizovanych tabulkdch pro pacienty s PKU a jinymi VMP
hodnotu Phe 29 mg na 100 g Cerstvé dyné. Pro piehledné porovnani této hodnoty s nasimi
vysledky se mizeme fidit podle primérmého obsahu vody v dynich, jez je pfiblizné 90 %, a
ucinit tak prepocet, dle kterého se 29 mg Phe na 100 g Cerstvé dyné rovna 2900 pg Phena 1 g
susiny. Pokud tuto hodnotu porovname s nasimi vysledky, tak zjistime, Ze nami méfené odrudy
muskatové dyné jsou nevhodné pro podavani fenylketonurikim, jelikoz vSechny tfi
presahovaly tabulkovou hodnotu o vice jak 24 %. Na druhou stranu u obou variant C. maxima
byly zjistény hladiny (viz tabulka €. 1) niz8i, nez je hodnota uvadéna v tabulkdch a jedinci trpici
PKU se nemusi tak pti konzumaci téchto dyni obavat, ze by pfijali neCekané vysoké mnozstvi
Phe. Z vysledku naSich analyz mizeme tedy ob€ varianty C. maxima oznacit jako nejvhodné;jsi
druhy dyni pro zarazeni do jidelnicku fenylketonuriki, ktefi konzumaci téchto dyni mohou
doplnit dilezité mineraly, vitaminy a antioxidanty. C. pepo var. ovifera zapadla doprostied nasi
Skaly vysledku a nejvice se svoji hladinou 2992 + 385 ug Phe/g susiny pfiblizuje tabulkové
hodnoté dyni, kterou ale stale presahuje a neni tedy pfimo vhodna pro konzumaci pii PKU, ale
ani neobsahuje pfilis vysoké hladiny Phe, a bylo by tedy mozné v urcitych situacich pouzit tento
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druh pro pfipravu pokrmi, pokud by nebyla k dispozici ani jedna ze dvou nami méfenych
variant C. maxima nebo by pacient potieboval doplnit denni piijem Phe potfebny pro spravné
fungovéni organismu.

7 Zavér

Provedené méfeni prokazalo, ze obsah Phe v duziné dyni se mize opravdu vyrazné lisit
v zavislosti na druhu dyné. Tento objev je vyznamny, jelikoz pro jedince s PKU prochazejici
intenzivnim fyziologickym vyvojem je stézejni velmi pfisné dodrzovani nizkobilkovinné diety,
atedy jakakoliv piilezitost pro omezeni ptijmu Phe ze stravy, ktera zaroven poskytne vyznamné
nutrienty, je vice nez vitdna. Dyfniova seminka pro ucely této prace nebyla relevantni, jelikoz je
znamo, ze jsou bohatym zdrojem bilkovin, a tedy 1 fenylalaninu.

Dyrtiové plody se sice vyznacuji nizkou energetickou hodnotu, ale fenylketonurici mohou
zatazenim dyni do svého jidelnicku doplnit vldkninu a pro né jinak tézce dostupné bioaktivni
latky, vCetné karotenoidd, mineralt (dyné obsahuji obzvlasté vysoké koncentrace drasliku) a
vitamind C, B2 a E. Vysledky praktické &asti této prace odhalily, Ze z 6 analyzovanych v Ceské
republice Siroce dostupnych druht dyni jsou pro PKU dietu nejvhodnéjsi dvé varianty C.
maxima. Obé C. maxima "Hokkaido Orange™ i C. maxima “Hokkaido Green' obsahovaly
vyrazné mensi mnozstvi Phe nez ostatni méfené druhy a jsou tak idealni volbou pro obohaceni
jidelnicku primérmého fenylketonurika, ktery z nich ziska zminéné Ziviny a bioaktivni latky a
zaroven omezi piijem Phe na minimum. Rozdil mezi C. maxima "Hokkaido Orange’, jez méla
ze vSech druhti nejmensi nameéfenou hodnotu Phe, a C. moschata x C. maxima, ktera na druhou
stranu obsahovala nejvys§i mnozstvi Phe napfi¢ vzorky, byl dokonce tak vyrazny, ze pacient
s PKU by mohl zkonzumovat 1,5krat vét§i mnozstvi C. maxima ~Hokkaido Orange™ nez C.
moschata x C. maxima pii identickém ptijmu Phe. Dyné neni jedina plodina, jez se muze lisit
v hladinich Phe napfi¢ druhy, a vysledky této prace tedy zaroven slouzi jako ukazka
signifikance této problematiky zejména pro jedince s velmi striktni PKU dietou a budouci
studie s podobnymi cili by byly bez pochyby ptinosné.
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