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Abstrakt

Fenylketonurie (PKU) je dédicné podminénd porucha metabolismu aromatickych
kyselin s tUplnym deficitem enzymu fenylalaninhydroxylazy, pieménujiciho
aminokyselinu fenylalanin na tyrozin, a nebo jeho kofaktoru tetrahydrobiopterinu.
V dasledku uvedené deficience se fenylalanin hromadi v télesnych tekutinach.
Hyperfenylalaninémie zptsobuje tézka télesnd i psychickd poskozeni ditéte jiz
nekolik mésicli po narozeni, proto je nutné u novorozencu provadét screeningové

vysetieni.

Kli¢ova slova: fenylketonurie; fenylalaninhydroxylaza; hyperfenylalaninémie;

tetrahydrobiopterin; novorozenecky screening

Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an inborn error of metabolism of aromatic acids with a
complete deficiency of the enzyme phenylalanine hydroxylase (or its cofactor
tetrahydrobiopterin) converting the amino acid phenylalanine to tyrosine.
Phenylalanine accumulates in body fluids as a result of this deficiency.
Hyperphenylalaninemia causes severe physical and psychological damages to the
child for several months after birth, so it is necessary to perform the neonatal

screening test.

Keywords: phenylketonuria; phenylalanine hydroxylase; hyperphenylalaninemia;

tetrahydrobiopterin; neonatal screening



1 Uvod

Fenylketonurie (PKU) je autozomalné recesivni onemocnéni, zpusobené
mutacemi genu pro fenylalaninhydroxylazu (PAH). To ma za nasledek hromadéni
fenylalaninu (Phe), esencialni aminokyseliny, ktera je metabolizovana piedevsim
v jatrech. Hladina fenylalaninu v krvi odrazi miru enzymatického deficitu. PAH
hydroxyluje fenylalanin na tyrozin a jako kofaktor zde pisobi tetrahydrobiopterin
(BH4). Snizena aktivita enzymu PAH nebo neschopnost produkce BH4 mohou
zpusobit hyperfenylalaninémii (HPA).

Hlavni symptomy fenylketonurie jsou vazné mentalni retardace, zapach po
mysiné, ekzémy, slaba pigmentace, zachvaty kieci, mikrocefalie. VSichni neléceni
pacienti maji poruchy chovani, jako jsou hyperaktivita nebo pocity uzkosti.

PKU se diagnostikuje uz u narozenych déti pomoci novorozeneckého
screeningu. Odebirad se kapka krve z paticky novorozence na testovaci karticku. Od
roku 1975 se v Ceské republice testuji v§ichni novorozenci.

Prevalence PKU se v Evropé a USA pohybuje v rozmezi od 1 : 10000 az
1: 20000 narozenych déti za rok.

Je znamo vice forem PKU s rtznymi klinickymi projevy, v zavislosti na
genotypu a zavaznosti mutace genu PAH.

PKU neni mozné zcela vylédit, ale 1ze zamezit poskozeni organismu. To je
docileno dodavanim vhodnych aminokyselinovych smési, vitamind, minerdlnich
latek a dikladnou dietou. Jednd se o kombinaci bezlepkové, bezlaktozové a
nizkobilkovinné diety. Pro pacienty a jejich rodiny je dodrzovani diety obtizné,

zv1asté v détstvi.



2 Cil

Cilem bakalarské prace je zpracovat literarni piehled zabyvajici se
nejnoveéjSimi poznatky o fenylketonurii. Bakalafska prace je zpracovana formou
reSerSe a reflektuje recentni poznatky z tuzemskych i zahrani¢nich recenzovanych
publikaci.

V literarni studii je uvedena charakteristika fenylketonurie, véetné jeji
genetické determinace, symptomy onemocnéni, jeji incidence v CR a ve svétd,
diagnostika pomoci molekularné genetickych metod, novorozenecky screening

zavedeny v CR a soucasné terapeutické moznosti.



3 Literarni prehled

3.1 Historie

Fenylketonurie (PKU) byla poprvé popsana norskym Iékafem Asbjornem
Fellingem, ktery jako prvni pouzival chemické metody v mediciné (Centerwall et al.,
2000). Prvni zaznamenany piipad nemoci byl zdokumentovan v roce 1934. Folling
specifikoval nemoc malych sourozenct, kteti trpéli tézkou mentalni retardaci, jako
poruchu metabolismu fenylalaninu. Pfi vyzkumu vysetfil mo¢ obou déti. Vysledky
rutinniho testu byly normalni, ale po ptidani chloridu Zelezitého doslo k neocekévané
reakci, kdy misto cervenohnédého zbarveni mo¢ zezelenala. Nasledné izoloval
z moci kyselinu fenylpyrohroznovou, kterd vznika pifi odbouravani fenylalaninu.
Poté v ramci vyzkumu pozadal o vzorky moc¢i od 430 mentilné retardovanych
pacienti. Po pfidani chloridu Zelezit¢ého do moc€i byl pozorovan stejny vysledek
(zelené zabarveni) v 8 piipadech. U téchto pacientd se Casto projevoval ekzém,
shrbena postava se Sirokymi rameny, kieovita chiize a zavazna duSevni porucha.
Studie rodin postizenych jedinci vedla k zjisténi, Ze se jednd o autozomalné
recesivni dédi¢ny znak (Felling, 1994). Dr. Foelling zvetejnil poznatky svych studii a
pojmenoval fenylketonurii imbecilitas phenylpyruvica (Felling, 1934 In Williams et
al., 2008).

Penrose (1935) byl jeden z prvnich, kdo poukazal na dileZitost Fellingova
objevu a zavedl nové pojmenovani fenylketonurie.

Jervis (1953), prikopnik vyzkumu PKU v USA, identifikoval poruchu funkce
fenylalaninhydroxylazy.

Horst Bickel sestavil nizkobilkovinou dietu s limitovanym mnoZstvim
fenylalaninu. Spole¢né s Louisem Woolfem aplikoval tuto dietu pacientce, ktera
meéla klasické ptiznaky nelécené PKU. Doslo ke zlepSeni a brzy se tento postup stal
nejlepsi moznou 1écbou, pokud se onemocnéni zachytilo jiz v novorozeneckém
obdobi (Bickel, 1953).

Robert Guthrie zavedl do bézné praxe novorozenecky screening. Tento test je
zalozen na méfeni koncentrace fenylalaninu v krvi, coz umoziiuje novorozenciim

zacit v¢as s nizkobilkovinou dietou (Guthrie et al., 1963 In Williams et al., 2008).
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V letech 1980 az 1990 byl lokalizovan gen PAH na 12. chromozomu ¢loveka
(Lidsky et al., 1984).

V poslednich tiiceti letech bylo zjisténo vice nez 850 variant tohoto genu
(Wettstein et al, 2014).

3.2 Dédi¢nost

Fenylketonurie (PKU) je autozomalné recesivni onemocnéni. Fenotyp PKU
se tedy projevuje pouze u recesivnich homozygoti. To znamena, Ze jsou mutovany
ob¢ alely. Recesivni alelu musel potomek dostat od otce i od matky. Pokud je jeden
z rodi¢l recesivni homozygot a druhy z rodi¢ii zdravy (dominantni homozygot),
jejich potomek je ptrenaseCem. S 50% pravdépodobnosti predava pienase¢ svym
potomkim recesivni (mutovanou) alelu. Jestlize jsou oba rodi¢e heterozygoti
(Obr. 1), pak je 50% pravdépodobnost na ptedani recesivni alely od kazdého rodice a
je tedy 25% riziko, Ze potomek bude recesivni homozygot (nemocny jedinec),
25% Sance, ze bude dominantni homozygot (zdravy jedinec) a v 50 % ptipadt bude

heterozygot (ptenasec) - (Anonym 1, 2016).

e O ..

prenasecka

Otec
prenasec

Zdravy jedinec Prenaseci Nemocny jedinec
25% 50% 25%

Obr. 1: Autozomalné recesivni dédi¢nost
Zdroj: wikipedia (2016)
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3.3 Incidence

Incidence fenylketonurie v populaci bélochii je mezi 1 : 10000 az 1 : 15000.
Tab. 1 ukazuje variabilitu incidence v riiznych zemich. Vysoka incidence PKU byla
zaznamenana v Turecku, kde je zplisobena vysokym stupném piibuznosti v populaci.
Nizka incidence PKU se nachéazi v Japonsku a Finsku. Ve Finsku je to zptisobeno
efektem zakladatele a v Japonsku genetickym driftem (Okano et al., 1992; Guldberg
etal., 1995).

Tab. 1: Incidence fenylketonurie ve svéte

Stat Incidence fenylketonurie

Finsko 1:200 000
Japonsko 1:125000
Kanada 1:22000
Cina 1:17000
Italie 1:17 000
Norsko 1:14500
Velka Britanie 1:14 300
Francie 1:13500
Dansko 1:12000
Mad’arsko 1:11000
Australie 1:10000
Skotsko 1:5300
Izrael 1:5300
Turecko 1:2600

Zdroj: Williams et al. (2008)
Tab. 2 uvadi celkovy podet narozenych déti v CR v pribéhu 13 let (od roku

2002 do roku 2014) ve vysi 1 427 970 déti. Z tohoto poctu se narodilo 210 déti
s PKU. Z toho vyplyva, ze incidence PKU v Ceské republice je 1 : 6800.
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Tab. 2: Incidence fenylketonurie v Ceské republice v letech 2002—2014

Rok Pocet novorozencii s PKU Celkovy pocet

novorozencu
2002-2009 106 878 127
2010 14 117 163
2011 19 108 673
2012 24 108 576
2013 20 106 751
2014 27 108 680
Celkem 210 1427970
Incidence 1 6 800

Zdroj: http://www.novorozeneckyscreening.cz/

3.4 Biochemické procesy

Fenylketonurie existuje ve dvou formach, které se rozliSuji podle D a L
enantiomert fenylalaninu. L-Phe je esencialni aminokyselina, ktera je pro ¢lovéka
nezbytna pro syntézu proteinu (Williams et al., 2008). L-Phe je pfijiman stravou a
mize byt znovu vyuzit jako tzv. zasobarna aminokyselin. V této zasobarné
aminokyselin jsou vSechny volné aminokyseliny v lidském téle. Na obr. 2 je vidét
hydroxylace PAH s jejim kofaktorem BHy, pfi niz vznika za ptitomnosti molekuly 0
L-Tyr. Jiné moznosti metabolismu L-Phe jsou dekarboxylace nebo transaminace, pti
nichz vznikaji rizné metabolity. Jsou to fenylpyruvat, fenylacetat a
o-hydroxyfenylacetat, které jsou vyluCovany moci. Podobné jako u jinych
metaboliti, je koncentrace Phe regulovana do stabilniho stavu dynamickym vstupem
a vystupem. Trvalé naruSeni toku ma za nasledek zménu stabilniho stavu
koncentrace Phe. Pfijem Phe potravou spolu s télesnou zasobarnou aminokyselin
jsou hlavnimi zdroji aminokyselin, zatimco vycerpani Phe probiha zaclenénim do

proteint, oxidaci na Tyr nebo pfechodem na jiné metabolity (Williams et al., 2008).
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Obr. 2: Metabolismus Phe
Zdroj: NCBI (2016)

3.5 Geneticka determinace

Lidsky gen PAH je umistén na chromozomu 12q23.2, je dlouhy 171 kb a
obsahuje 13 exonu (Obr. 3). Celkova délka cDNA je 2,4 kb (Lidsky A.S. et al., 1985;
Konecki et al., 1992). Tento gen kéduje enzym PAH, ktery u ¢lovéka piedstavuje

smés tetramerti a dimert a je slozen ze 452 aminokyselin (Lidsky et al, 1985).

=

R

1°92b21
£eey

[

Chromosome 12

The PAH gene

e e ———

Exon 1 2 3 4 5 6 78 910111213

Obr. 3: Zakladni struktura lidského genu PAH
Zdroj: NCBI (2016)
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Enzym PAH je rozdélen do tiech funk¢nich oblasti (Obr. 4). Regula¢ni oblast
obsahuje serinovy zbytek, ktery je zapojeny do aktivace fosforylace. Katalyticka
oblast obsahuje 26 nebo 27 aminokyselin a je zodpovédna za navazani kofaktoru a
trojmocného zeleza. A posledni je C-terminalni oblast, ktera hraje roli pti navazani

podjednotek (Hufton et al., 1995).

Fe

264 o200
HCTQYIRHGSKPMYTPEPDICHELLGH
. 285 :

BH, binding site B

Ser 16 = R
| . .
Y i | | O
N' Regulatory domain Catalytic domain [&lbunlt binding domain |C
1 142 410 453

Obr. 4: Struktura enzymu PAH
Zdroj: NCBI (2016)

Hyperfenylalaninémie (HPA) muzZze byt zpisobena bud’ mutaci na PAH
lokusu, coz ma za nésledek PKU, nebo mutacemi na vice mistech, coz ovliviiuje
syntézu BH4 a vede k atypické PKU (Williams et al., 2008). Mutace jsou bud’
neutralni, nebo skodlivé (vzhledem k naruseni struktury a funkénosti enzymu).
U pacienti s PKU nebo HPA bylo rozpoznano vice nez 500 mutaci. VSechny mutace
byly zaznamenany do databaze mutaci tohoto genu. U lidského genu PAH je tedy
znamo velké mnozstvi alelickych variant. Skodlivé mutace byly popsany na viech

13 exonech PAH genu a predstavuji vice typt mutaci - viz tab. 3 (Blau et al., 2014).
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Tab. 3: Typy mutaci a jejich procentualni vyskyt v genu PAH

Typ mutace Vyskyt v genu PAH

Mutace ménici smysl (missense mutation) 62 %
Malé nebo velké delece 13 %
Sestrih (splicing) 11%
Mutace neménici smysl (silent mutation) 6 %
NesmysIné mutace (nonsense mutation) 5%
Adice (inzerce) 2%

Zdroj: Blau et al. (2014)

Gen PAH je  bialelicky a vétSina pacientl jsou heterozygoti
(Michals-Matalon, 2001). N¢které mutace v tomto genu jsou vaznéjsi nez jiné, zalezi
na vlivu mutace na strukturu a funkci enzymu. U¢inek mutaci PAH na klinicky
projev fenotypu je variabilni (Kayaalp, 1997; Gizewska et al., 2003). Dodrzeni 1é¢by
pomoci diety je primarnim faktorem urcujicim koncentraci Phe v Kkrvi, a proto hraje
kli¢ovou roli ve stupni zavaznosti klinickych projevi PKU u daného jedince.

Utinek konkrétni mutace na funkci enzymu muize byt hodnocen pomoci
nékolika metod. Tyto metody zahrnuji chemické analyzy enzymu (jedna se
0 izotopické metody in vivo), nebo analyzu exprese genu in vitro (Kayaalp, 1997).
Dalsi metoda je virtualni technika molekularniho modelovani in silico (Andersen et
al., 2002).

Studie ukazaly korelaci mezi zdvaznymi mutacemi a rychlosti hydroxylace
(Treacy et al., 1997). Avsak existuji i vyjimky, protoze hydroxylace zpisobena PAH
je také zavisla na dostupnosti jeho kofaktoru BHs. V tomto ohledu jsou nékteré
genotypy citlivéjsi k BH4 nez jiné (Williams et al., 2008). Spojitost byla pozorovana
I mezi zavaznymi mutacemi PAH a inteligenénim kvocientem, piestoze je 1Q

komplexni lidska vlastnost (Ramus, 1993).

3.6 Klasifikace fenylketonurie

PKU vyzaduje 1é¢ebné zasahy, aby se zabranilo neurologickym dopadim,
které nastavaji pii hodnotd hladiny Phe v krvi vy3si nez 360 pmol - 1" Nicméné
klasifikace PKU a HPA neni tak jednoducha (Gdittler, 1980 In Blau et al., 2014).
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Drive, nez byla zavedena 1é¢ba, bylo rozdéleni zalozeno na koncentraci Phe. Pacienti
s koncentraci Phe 120-600 umol - I'* byli zafazeni do typu mirné HPA. Koncentrace
Phe 600-1200 pumol - 1* byla oznaena jako mirna forma PKU a koncentrace Phe
1200 pumol - I* jako klasickd PKU. Nicmén¢ toto rozdéleni mize byt pouzito jen
v pripad¢é, kdy koncentrace Phe dosahne své maximalni potencialni biologické
hodnoty pti delsim obdobi bez 1é¢by. Toto rozdéleni neni rovnéz zcela piesné
u novorozeneckého screeningu, protoze hladina Phe u novorozence jesté nemohla
dosahnout maxima (Blau et al., 2011).

Rozd¢leni metabolickych fenotypi je odlisné v rtiznych populacich a zavisi
na genotypu. Genotyp uréuje proteinovou dysfunkci, zbytkovou aktivitu PAH, a tim
konkrétni fenotyp pacienta. V zemich vychodni Evropy pievlada fenotyp klasické
PKU. V této ¢asti Evropy jsou vazngjsi varianty nemoci s téméf nulovou zbytkovou
PAH aktivitou. Naproti tomu v jizni Evropé je Castéjsi mirna HPA se znac¢nou
zbytkovou enzymovou aktivitou (Blau et al., 2014).

Byla ziskana data od 7405 pacientt z celého svéta, ktera byla uspofadana do
databaze BIOPKU. Jedna se o databazi, v niZ jsou uvedeny genotypy pacientll
s PKU. V roce 2014 zde bylo zapsano 7405 pacientd s 1918 rozdilnymi genotypy.
Databaze zahrnuje informace o fenotypu pacienta, jeho schopnosti reagovat na BHy,
0 koncentraci Phe v krvi pfi novorozeneckém screeningu a toleranci piijmu Phe
potravou. Fenotyp byl popsan u 6513 pacientli. Nejmensi skupina vykazovala mirnou
formu HPA (15,7 %), nasledovala mirna PKU (24,1 %) a nejcastéji se vyskytovala
forma klasické PKU (48,2 %). Toto zastoupeni piedstavuje globalni distribuci
fenotypt v populaci s PKU (Blau et al., 2014).

Schopnost reagovat na BH4 (Tab. 4) byla zjisténa u 2926 pacienti (39,4 %),
z ¢ehoz u 787 (25 %) se snizil Phe v krvi o vice nez 20 %. VétSina (78,8 %) patiila
k mirné HPA nebo mirné PKU (Blau et al., 2014).
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Tab. 4: Schopnost pacientii reagovat na BH4 na zaklad¢ jejich fenotypt

Fenotyp Mirna HPA Mirna PKU | Klasicka PKU

Rychla odezva na BH, (sniZeni Phe v krvi o vice nez 30 %)

Pomalej$i odezva na BH, (sniZeni Phe v krvi o 20-30 %)
2
18 173 367 108
Netestovani
681 825 2373 600
329 394 657 309

Zdroj: Blau et al. (2014)

U pacientll se mize vzhledem k metabolickému fenotypu vyvinout riizné
zavazné onemocnéni. Jedinci se stejnym metabolickym fenotypem, nebo dokonce se
stejnym genotypem mohou mit rdzné kognitivni postizeni. Ne&ktefi jedinci
s klasickou PKU a vysokou hladinou Phe zlstavaji nedotéeni, aniz by se fidili
dietnim jidelnickem, zatimco jini trpi mentalnim postiZenim. Tento jev muize byt
vysvétlen riznou koncentraci Phe v krvi a mozku. Hematoencefalicka bariéra a
transport LNNA (large neutral amino acids; velké neutralni aminokyseliny) hraji

hlavni roli v uréeni klinického fenotypu (Weglage et al., 2001).

3.7 Diagnéza

3.7.1 Novorozenecky screening

Prvni screeningovy novorozenecky program byl vyvinut v 60. letech
20. stoleti. Zakladatel novorozeneckého screeningu byl profesor Robert Guthrie.
V Ceské republice se na zahéjeni screeningu podileli doc. MUDr. B. Blehova, CSc. a
prof. MUDr. J. Hyanek, DrSc. Na celém tizemi Ceské republiky se zagal provadét
novorozenecky screening fenylketonurie od roku 1975 (Anonym 2, 2016). Ve
vétsing vyspélych zemi se PKU a HPA diagnostikuje brzy po narozeni (mezi 48. a
72. hodinou po porodu) pomoci novorozeneckého screeningu (Blau et al., 2011).

V zemich, kde se novorozenecky screening bézné pouzivd, se hodnoti pomeér
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fenylalaninu a tyrozinu. Odebira se tzv. sucha kapka krve na novorozeneckou
karticku (Obr. 5). Méfeni Phe v moci neni v novorozeneckém screeningu piijatelné,
protoze zavisi na aktivité transamindzy a ta mize byt u novorozencu nizsi. Mezi
koncentraci Phe v krvi a v moci byly zjistény velké rozdily (Blau et al, 2014). Krev
se analyzuje pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS; tandem mass
spectrometry). Hypoteticky by mélo byt identifikovano 100 % subjekti s PKU.
Objevuje se zde ale riziko falesné negativnich vysledkd, které se zvySuji ¢asnéjSim
poporodnim propousténim matek z nemocnice a brzkym kojenim. V takovych
ptipadech se pouziva hodnoceni poméru Phe/Tyr. Tim se zvysi citlivost a zamezi se
faleSn¢ negativnim a falesné pozitivnim vysledkim. Jiné metody neumoznuji
souc¢asné vyhodnoceni poméru Phe/Tyr v suché kapce krve. Guthrieho test je
jednoduchy, levny a spolehlivy jiz po mnoho let (Blau et al., 2014). Spociva ve
vyhodnoceni ristu bakterii (obvykle Bacilus subtillis) po pfidani kompetitivniho
rustového inhibitoru a filtraéniho papiru s kapkou krve. Za ptitomnosti Phe v krvi je
pozorovan rust bakterii (Vavrova, 2008). Nicméné se jedna o rucni, semikvantitativni
test, a tudiz je ve vSech screeningovych laboratofich nahrazovan jinymi metodami.
Nekteré laboratote pouzivaji fluorimetricky test, ktery je kvantitativni, automaticky a
spolehlivy (Blau et al., 2014).

Po prvnim pozitivnim nalezu je nezbytné potvrdit hodnoty Phe v Krvi.
Z dbvodu vylouc€eni faleSn€ pozitivnich vysledkli je potieba provést dalsi testy.
Hodnoty Phe a Tyr v plazmé by mély byt dale testovany tandemovou hmotnostni
spektrometrii nebo chromatografickou metodou (iontovou chromatografii nebo
vysokotéinnou kapalinovou chromatografii - HPLC; high-performance liquid
chromatography) - (Blau et al., 2014).

Jakmile novorozenecky screening a potvrzovaci test ukaze koncentraci Phe
v krvi vétsi nez 120 pmol - 1™ a pomér Phe/Tyr v&tsi nez 2, je nutné vylougit poruchu
v BH, (Blau et al., 2011). U 98 % pfipadui je zvySeni hladiny Phe v krvi dtsledkem
defektu PAH. Pouze u 2 % je to zptisobeno syntézou BHa4. Ackoli jsou poruchy BHy
PAH, a proto je nutné zahajit u postizenych novorozencti okamzitou 1é¢bu (Blau et

al., 2014).
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Obr. 5: Odbér krve z pati¢ky novorozence pro novorozenecky screening
Zdroj: CUH (2016)

3.7.2 Molekularni analyza genu PAH

V roce 1982 byla naklonovana krysi PAH komplementarni DNA (cDNA);
(Roboson et al., 1984). Ta byla pouzita k vytvoieni knihovny lidské jaterni cDNA a
k ziskani PAH cDNA. Lidska PAH cDNA byla vpravena do bakterialniho expresniho
vektoru (Escherichia coli) a byla pouzita k hybridizaci. V genu PAH bylo pomoci
sedmi restrikénich enzymu identifikovdno osm polymorfnich mist. Genomicka DNA
byla podrobena restrikénimu $§tépeni pomoci metody RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism; Polymorfizmus délky restrik¢nich fragmentt) sedmi enzymy
a za pouziti techniky Southernova ptenosu byla hybridizovana do plné délky klonu
lidské PAH cDNA. Vysledny restrikéni vzor ukézal haplotyp, ktery byl na zakladé
analyzy piibuznych s PKU ve shodé s mendelistickym principem dédi¢nosti (Lidsky
etal., 1985).

Po odhaleni struktury genu se objevily nové metody pro studium molekularni
podstaty PKU. V roce 1977 vyvinul Frederick Sanger metodu sekvenovani DNA.
Jedna se o biochemickou metodu, ktera zjistuje poradi nukleotidi v sekvencich

DNA (Raclavsky, 1998). Analyzou sekvence mutované kopie PAH genu byla
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nalezena prvni varianta €.1315+1G>A, ktera zpasobovala onemocnéni v lidské
populaci v Dansku (DiLella et al., 1986). Stejnou metodou byla objevena druha
varianta, ktera nesla oznaceni ¢.1222C>T (DiLella et al., 1987).

Pouzitim amplifikace (zmnozeni) DNA pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR; Polymerase Chain Reaction) a specifické hybridizace oligonukleotidi,
které byly oznaceny radioizotopy, byla popsana rychld metoda na analyzu dvou
znamych mutantnich alel ¢.1315+1G>A a ¢.1222C>T (p.Arg408Trp), které jsou
Casté u obyvatel severni Evropy (DiLella et al., 1988). Tato metoda byla ve zminéné
populaci rozhodujici pro genotypizaci (proces ureni genotypu) PAH, protoze tyto
2 alelické varianty byly detekovany u 60 % sledovanych jedinct. Alelické variabilita
mezi riznymi populacemi nebyla dosud identifikovana (Blau et al., 2014).

V nasledujicich letech bylo publikovano mnoho novych variant alel, a tim se
potvrdila alelicka heterogenita nemoci (Dworniczak et al., 1992). Nicméné tento
systém byl stale zalozen na technikach s radioaktivnimi izotopy, které jsou Casové a
manipulaéné néaroc¢né. Problém byl vyfeSen vyvojem metod skenovani mutaci.
Nejvice pouzivand analyza na stanoveni alelickych variant PAH je elektroforéza
v gradientovém denatura¢nim gelu (DGGE; denaturing gradient gel electrophoresis).
Jedna se o zvlastni typ gelové elektroforézy, kterd pouziva polyakrylamidovy gel se
zvysujici se koncentraci denaturovanych latek za stalé teploty (kolem 60 °C). DNA
se pohybuje az do doby, nez vstoupi do casti gelu s vysokou koncentraci
denaturaénich latek. Na denaturacnim bodu je zavisld konecnd pozice fragmentu
DNA.

Kazdd zména v sekvenci DNA se projevuje zménou teploty tani, a tim
i rozdilnou pohyblivosti v gelu. Je zde patrny rozdil mezi divokym typem (alela
»wild-type®, alela kodujici fenotyp druhu, ktery se nachazi v piirod€) a typem
mutantnim (,,mutant-type®, jina forma nez ta, co se nachazi v ptirod¢), umoziujicim
tvorbu heteroduplexu. Hybridi vytvateji tzv. ,singlemismatch® (heteroduplex),
migruji béhem elektroforézy pomaleji nez pfislusny homoduplex a vytvareji tak
charakteristicky vzor (Obr. 6). Heteroduplex lze vytvaret i uméle, a to smichanim
cilové DNA s DNA divokého typu. Pouze u exonil, nesoucich urcité sekvencni
varianty, se provadi sekvena¢ni analyza. Je nutné 40 nt GC svorek na 5’-konci
primeri pouzivanych k amplifikaci. Tato technika skenovani exonti vykazuje

vysokou citlivost a specifi¢nost - vétsi nez 96 % (Michiels et al., 1996).
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Obr. 6: Analyza 11. exonu genu PAH pomoci elektroforézy v gradientovém

denatura¢nim gelu. Rodina nesouci variantu ¢.1066-11G>A (1 - otec, 3 - proband a

5 - proband b, 2 a 4 matka a sourozenec divoky typ; MT - mutantni typ; WT - divoky typ)
Zdroj: Blau et al. (2014)

Dalsi skenovaci metodou exonti, velmi perspektivni a s vysokym stupném
automatizace, je denatura¢ni vysokotlaka kapalinova chromatografie (DHPLC;
Denaturing High Performance Liquid Chromatography). DHPLC je metoda pro
separaci a analyzu fragmenti DNA s riznou délkou. Je zaloZena na reverzni fazi
chromatografického systému. ZvySena teplota umoziuje C¢asteCnou denaturaci.
Za téchto podminek vykazuji DNA homoduplex a heteroduplex rozdilny retencni Cas
na identifikaci fragmentt, nesoucich rtizné sekvenéni varianty (Obr. 7). Tato metoda
ma vysokou citlivost a specificitu (témét 100 %) k detekci zndmych sekvenénich
variant, ale nizkou k tém nezndmym, protoZze podminky analyzy jsou vysoce
specifické pro kaZzdou variantu nukleotidu. Metoda se hodi spiSe k analyze

sekvenc¢nich variant nez ke skenovani exont (Brautigam et al., 2003).
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Obr. 7: Denaturacni vysokotlaka kapalinova chromatografie dvou probandi
nesoucich p.Arg252Trp (WT = divoky typ)
Zdroj: Blau et al. (2014)

Sekvenovani je rychlejsi a levnéj$i metoda, nicméné diagnosticka citlivost je
mensi (Obr. 8). Pfi sekvenovani se vyuziva automaticky multikapilarni sekvenacni
analyzator (Blau et al., 2014).

Deleci nebo duplikaci v genu PAH lze zjistit i metodou MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) - (Kozak et al., 2006). Pomoci této metody
se urcuje, jestli je exon pfitomen, zcela chybi nebo je z poloviny redukovan (Graf 1).
Tato metoda dosahuje vysoké diagnostické citlivosti, blizici se 100 %. Dokaze

detekovat i sekvence lisici se v jednom nukleotidu (Cali et al., 2010).
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Zdroj: Blau et al. (2014)

Graf 1: Rozbor metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification).
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Zdroj: Blau et al. (2014)
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Bylo zjisténo vice nez 850 variant genu PAH a neustale jsou detekovany nové
varianty s patologickou funkci. V databazi PAHvdb (Phenylalanin Hydroxylase
Gene Locus-Specific Database) 1ze najit informace o tom, zda dand varianta genu
PAH byla uz n¢kde jinde na svété pozorovana v souvislosti s timto onemocnénim.
V soucasné dob¢ je k dispozici fada bioinformatickych nastrojti, které pomahaji
nalézt interpretace novych variant (Gamez et al., 2000; Pey et al., 2004; Heintz et al.,
2012).

Molekularni analyza PAH je uzite¢nd zvlast¢ v novorozeneckém obdobi.
Moderni molekuldrni metody umoziuji ziskat pacientiv genotyp za velmi kratkou
dobu. Laboratofe maji k dispozici rychlé testy, kterymi testuji nejvice zastoupené
varianty v dané populaci. Tato informace, ziskand brzy po narozeni ditéte, mize
pomoci lékaiim pii uréeni diagnézy (potvrzeni nebo vylouceni poruchy v syntéze
BH,4). Diky v¢asné diagnéze miize byt nasazena lécba diive, nez koncentrace Phe
dosahne maxima (Blau et al., 2014).

Pro genetické poradenstvi u rodin s PKU je dilezité posouzeni hladiny Phe
v krvi. V piipadé asymptomatického (probihajici bez symptomi) HPA u jednoho
z rodi¢t se mohou v nasledujicim téhotenstvi vyskytnout rizné fenotypy u ditéte (od

HPA k vazné formé PKU) - (Blau et al., 2014).

3.8 Symptomy PKU

Hladina Phe v krvi se u jedincti s PKU li§i v zavislosti na zdvaznosti
metabolického poSkozeni a mnozstvi Phe pfijimaného potravou. ZvySena
koncentrace Phe ma neurotoxické ucinky, coZ pfispiva k poSkozeni mozku, vaznym
mentalnim retardacim a psychickym porucham, které se vyskytuji u nelécenych
pacienti s PKU (Brumm et al., 2010). V¢asnou identifikaci PKU prostfednictvim
novorozeneckého screeningu a rychlym zahajenim 1écby pomoci diety lze zabranit
nejvaznéj$im nasledkim této choroby. Nicméné uréité psychické poruchy, vady
chovani a poruchy kognitivnich (poznavacich) funkci se i1 pfesto Casto vyskytuji
(Brumm et al., 2004).

Predpoklada se, Zze zvySena hladina Phe vyvolava psychické symptomy
nepiimo. Existuji tfi mechanismy nepfimého ovlivnéni funkce mozku pii zvySeni

hladiny Phe: redukce obsahu myelinu, naruSeni transportu aminokyselin pfes
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hematoencefalickou bariéru a snizené mnozstvi neurotransmiterd (Surtees et al.,
2000).

Nadbytek Phe muze zamezit vyvoji myelinu (Brumm et al., 2010). Studie
pomoci magnetické rezonance ukazuji, ze existuje souvislost mezi vysokou hladinou
Phe a redukci myelinu (Scarabino et al., 2009). U nelécenych (nebo $patné 1é¢enych)
déti s PKU dochazi ke zpomaleni myelinizace. U dospélych jedinci, ktefi pferusili
dietu, byla pozorovana demyelinizace, dosud ale neni znam pifesny mechanismus
(Jones et al., 1995).

Pokud jde o naruseny transport pies hematocefalickou bariéru, Phe putuje
spole¢nym transportnim systémem s nékolika dalSimi esencialnimi aminokyselinami.
Pokud je v krvi zvySena hladina Phe, ostatni aminokyseliny, jako jsou tyrozin (Tyr)
nebo tryptofan (Trp), nedorazi do mozku v normalnim mnozstvi. Tyr a Trp jsou
prekurzory neurotransmiterd, jako je dopamin a serotonin, a v dusledku zvySené
hladiny Phe je tedy jejich mnozstvi v mozku snizeno (Burlina et al., 2000).

Pii vyzkumu PKU byla zjisténa dulezitd role dopaminu a jeho redukce
vV mozkomisnim moku. Piestoze se slozité interakce v systému neurotransmiteri
dosud nepodatilo identifikovat, je znamo, ze se dopamin, noradrenalin a serotonin
podileji na regulaci nalady, emoci a kognitivnich funkci (Brumm et al., 2010).

Mnoho studii uvadi u pacienti s PKU psychologické problémy (Tab. 5).
Opomenuty nemohou byt ani psychosocialni faktory. Dietni lé¢ba je velmi
omezujici, u déti vyzaduje sledovani ze strany rodicii. Tim se zdaraziiuje, jak se déti
s PKU lisi od svych vrstevnikil. Stres spojeny s touto poruchou a nutnost dodrzovani
ptisné diety hraje u pacienti s PKU vyznamnou roli v pfibyvani psychickych
symptomi (Weglage et al., 2000).
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Tab. 5: Emocionalni, behavioralni a psychické projevy fenylketonurie

W Problémy s pozornosti Depresivni nalady, uzkost

Autistické chovani Problémy ve skole Nedosahuji socialni zralosti
dospélych

Hyperaktivita, agrese Mala motivace Fobie

Narusené socialni schopnosti | Snizena autonomie Nizké sebévédomi, Socialni
izolace

Depresivni nalady, uzkost Nizké sebevédomi Méné¢ pozitivnich emoci

Nevyhledavaji spole¢nost Snizena socialni zptisobilost | Nedostatek autonomie

Zdroj: Brumm et al. (2010)

3.8.1 Psychické a psychologické projevy u nelécené PKU

Psychické a psychologické projevy jedince u nelééené PKU byly zkoumany
od roku 1934, kdy byla nemoc Fellingem popsana. Felling popsal chovani pacienti
jako nervozni, plaché, vzteklé (méli sklony k agresivit€), nespolecenské, podrazdeéné
(Folling, 1934 In Brum et al., 2010). Neléceni pacienti se projevovali zavaznymi
poruchami chovani, v¢etné psychotickych, autistickych a agresivnich projeva (Wood
et al, 1967). Tito jedinci patfi k nejhife zvladatelnym v ustavech pro mentalné
postizené, jelikoz trpi sebepoSkozovanim, agresivitou, impulzivnosti a psychézou

(Penrose, 1972).

3.8.2 Psychické a psychologické projevy u déti s véasné 1é¢enou

PKU

Zavazné psychické poruchy spojené s nelécenou PKU byly odstranény se
zavedenim novorozeneckého screeningu v Ceské republice roku 1975 a
uplatiovanim dietni 1écby. Na zaklad¢é pediatrickych studii bylo popsano, jaky ma
vliv pferuseni diety na vyvoj mozku. Pfi pferuseni diety se projevily nejen zmény
v kognitivnich funkcich, ale i v chovani (Brumm et al., 2010).

U déti s vcasnou lécbou PKU, u kterych byla nasledné pferuSena dieta a které

mély vyssi hladinu Phe v krvi, byl zaznamenan Cast¢jsi vyskyt problémt s chovanim
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(Stevenson et al., 1979; Smith et al., 1988; Smith et al., 1989). U chlapci nem¢l
inteligen¢ni kvocient na problémy s chovanim vliv, zatimco u divek s inteligen¢nim
kvocientem menSim nez 70 se problémy projevovaly (Stevenson et al., 1979). Na
zéklad¢ vyzkumu ze Spojenych stath americkych bylo zjisténo, ze problémy
s chovanim maji spojitost s pfedCasnym ukonéenim dietni 1é¢by (Holtzman et al.,
1986 In Brum et al., 2010). Ve Velké Britanii bylo sledovano 544 osmiletych déti
s v€asné 1é¢enou PKU. U jedinct se zhorSenou metabolickou regulaci (Phe v krvi
v&t§i nez 600 pmol - 1) byla 2,5krat vyssi pravdépodobnost poruchy chovani.
Zatimco u pacientii s dobrou metabolickou kontrolou (Phe v krvi men$i nez
600 pumol - I'') byla pravd&podobnost této poruchy 1,5krat vyssi (Smith et al., 1988).

Déti, které ukoncily dietu, vykazovaly fadu specifickych deficitd. Pii
hodnoceni tfinacti déti s normalnim IQ, u kterych byla nasazena vcasna lécba PKU,
byla u 6 déti (46 %) zjisténa porucha pozornosti (Realmuto et al., 1986). Dalsi
vyzkum prokazal u téchto déti depresivni nalady, fobie a roztékanost (Burgard et al.,
1994). K 1é¢bé€ poruchy pozornosti byly pouzity stimulanty, pfi nichz nebyla hlaSena
pozitivni reakce (Arnold et al., 2004). V jinych vyzkumech vykazovaly déti s PKU
potize s chovanim vaci vrstevnikim a stavaly se osamélé (Burgard et al., 1994).
Dalsi charakteristika se opirala o ndzory rodici, kteti uvadeéli, ze déti jsou méné
samostatné, vice zavislé a maji nizké sebevédomi (Weglage et al., 1992).

Détem, které pokraCovaly v 1écbé, se dafilo 1épe. Studie provedend u 58 déti
ve veku 10 let, které byly v€asné 1éCeny a pokracovaly v dieté 1 nadéle, ukézala, ze
tito pacienti nemaji vys$si riziko emocionalni nebo behaviordlni neptizpiisobivosti
(Weglage et al., 1994).

Landolt et al. (2002) zkoumali kvalitu zivota u déti a dospivajicich s v¢asné
lécenou PKU (nepferusena lécba). Déti byly psychologicky stabilnéj$i, nicméné
vykazovaly méné pozitivnich emoci. Rodi¢e uvadély, ze déti jsou neStastné a méné
sebevédomé. Pacienti s vyssi hladinou Phe v krvi béhem prvniho roku Zivota méli
vice problémid v emoc¢nim chovani neZ jejich protéjSky s lepSi metabolickou

kontrolou.
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3.8.3 Psychické a psychologické projevy u dospélych s véasné
lécenou PKU

Ris et al. (1997) zkoumali 25 véasné 1é¢enych pacientti s PKU. 20 % z nich
uvedlo vyznamné psychické symptomy (obsedantné kompulzivni porucha,
psychoza). V jiném vyzkumu se testovalo pomoci Roschachova testu inkoustovych
skvrn 28 zen s PKU. Bylo porovnavano 12 zen, které byly léceny pozdéji (lécba
zacala az po 90 dnech) nebo pferusily 1écbu do péti let, s 16 Zenami, které byly
vCasné léCeny a s léCbou pokracovaly. Vysledky ukazaly hor$i pribéh nemoci
u skupiny 12 Zen, které byly 1é&eny pozdgji nebo pierusily 1é¢bu do péti let. Zeny
v této skupiné mély vykyvy ndlad a mély sklony k introverzi. Také mély Spatné
socialni a emocionalni citéni, a proto se citily socialn¢ izolovany (Waisbren et al.,
1994).

Ve studii provedené v Némecku bylo zji$téno, Ze nej€astéjSimi psychickymi
poruchami u dospélych s PKU jsou depresivni stavy. Byla nasbirana data od
35 dospélych pacientd s v€asné lé¢enou PKU. Tito pacienti vykazovali zvySenou
miru internalizacnich poruch, a zaroven snizeni poruch externaliza¢nich. Symptomy
byly castéji pozorovany u Zen (8 z 18 zen; 1 ze 17 muzl). Pomoci magnetické
rezonance byly zjistény u 26 ze 35 sledovanych pacientli rizné stupné zavaznosti
abnormalit bilé hmoty mozkové. Nebyly ale zjiSt€ny presné souvislosti mezi
abnormalitami bilé mozkové hmoty a psychickymi poruchami (Pietz et al., 1997).

Uzkostné stavy jsou druhou, nejéast&ji se vyskytujici psychickou poruchou.
Koch et al. (2002) objevili vyssi frekvenci fobii a panickych zachvatii u dospélych
s PKU. U pacientti, ktefi dodrzovali dietu do dospivani, byla pozorovana mensi
frekvence téchto problémi. Naopak zvySend frekvence se objevila u pacientl
s dietou prerusSenou jiz v raném détstvi. Brumm et al. (2004) studovali 24 dospélych
s vCasn¢ léCenou PKU. Dva pacienti projevovali deprese a dalsi dva méli pocity
uzkosti (17 % z celkového poctu jedincli). V jiné studii se zkoumaly panické
zachvaty a agorafobie u péti jedinct, ktefi ukoncili dietu. U dvou z nich bylo
pozorovano vyznamné zlepSeni po navratu k diet¢ (Waisbren et al., 1991).

Simon et al. (2008) zjistil, Ze psychické symptomy ovliviiuji socialni chovani
a kvalitu Zivota jedincti s PKU. Zatimco 25 % zdravych jedinct z celkové sledované
populace (vékové rozmezi 17-38 let) zilo s rodi¢i, u jedinct s PKU to bylo 46 %

u zen a 48 % u muzl. Bylo zjiSténo vysSi procento pacientl, ktefi byli svobodni
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(82 %), v porovnani s kontrolni skupinou (55 %). U svobodnych muzii nemélo staly
vztah 95 %. Pouze 9 % Zen a 18 % muzi s PKU mélo déti, v porovnani se zdravou

¢asti populace, kde to bylo 50 % (Simon et al., 2008).

3.9 Lécba PKU

Do nedavné doby byla piisna dieta jedina mozna 1écba PKU. Dieta PKU se
sklada z piirodnich proteinii a specidlnich smési, obsahujicich vitaminy, mineraly a
vSechny esencialni aminokyseliny s vyjimkou Phe. Lécba dietou je velmi G¢inna
v prevenci poruchy kognitivniho vyvoje, ale stile ma své nedostatky, jako je
zpozdéni rastu, deficit vapniku, zinku, selenu, zeleza a vitaminu B12 (Acosta et al.,
2003; Daobbelaere et al., 2003). Dieta je pro pacienty a jejich rodiny velmi obtizna a
¢asto neni dodrzovana. Z téchto divodi byly vyvinuty nové 1é¢ebné plany s vyssi
nutri¢ni hodnotou, lepsi chuti a mens$im mnozstvim jidla. Dal§imi moznostmi 1écby
PKU je podavani velkych neutrdlnich aminokyselin, tetrahydrobiopterinu,
enzymova, pfimd bunénd nebo genova terapie. Nové léebné piistupy jsou
rozdéleny podle mista pisobeni nebo podle cilového organu (Obr. 9). Tyto kategorie
zahrnuji enteralni (stfevni), systematicky a pfimy jaterni 1é¢ebny piistup (Strisciuglio

etal., 2014).

Hematoencefalicka bariéra
-kompetivn(inhibice Phe a
neutralnich aminokyselin

Enteralni

- omezen( Phe ve stravé

- kompetivniinhibice Phe a neutrédinich
aminokyselin

- suplementace saptropterinem

Systematicky
- nitroziln( injekce fenylalanin
ammonia-lyasy

Primy jaterni

- transplantace jater
- dérce hepatocyt
- genova terapie

Obr. 9: Potencialni 1é¢ebné pristupy fenylketonurie
Zdroj: NCBI (2016)
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3.9.1 Dieta pri PKU

Lécba PKU stale neni optimalni, a proto jsou hleddny alternativni moZnosti
snaze dodrzuji dietni rezim (Feillet et al., 2010). Obecné plati, Ze strava pacientl
s PKU obsahuje nedostate¢né mnozstvi taurinu a stopovych prvku, které se vyskytuji
v zivociSnych produktech. Kromé toho je zde nizky obsah polynenasycenych
mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LC-PUFA; Long Chain PolyUnsaturated
Fatty Acids), jako je kyselina arachidonové a dokosahexaenova. Specidlni smési jsou
nyni doplnény o polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetezcem. Studie
ukazaly, ze LC-PUFA zlep$uji pohybové schopnosti u pacientt (Agostoni et al.,
2006). Pacientim s PKU nahrazuji pfirozeny zdroj bilkovin syntetické
aminokyseliny. Glykomakropeptid (GMP) je piirozené se vyskytujici protein, ktery
se vyskytuje v syrovatce. GMP zlepSuje chut’ (MacLeod et al., 2010), zvySuje pocit
nasyceni, pomaha s dodrzovanim diety a celkové pozitivné ovliviiuje kvalitu zivota
pacientt (Van Calcar et al., 2009). GMP je zdrojem intaktnich proteinti, v porovnani
s volnymi aminokyselinami ve standardnich smésich zlepSuje retenci proteinti a
vyuziti Phe (Van Calcar et al., 2009). Jednim z hlavnich didvodi nedodrZzovani
specialniho jidelnic¢ku je vysoka cena potravin (Tab. 6). Stat ani zdravotni pojistovny
na stravovani nepfispivaji (Anonym 3, 2016). Pii 1écbé PKU je ale omezeni piijmu
ptirodnich zdroji proteind a doplnéni stravy o specidlni smési bez Phe nezbytné

(Strisciuglio et al., 2014).

Tab. 6: Porovnani cen béZnych potravin a cen specidlnich potravin pro PKU

Zdroj: NSPKU (2016)

Dietni 1éba je monitorovana castym meéfenim hladiny Phe v krvi nebo
v plazmé. Pfenosné monitorovaci zafizeni umoziujici méfeni hladiny Phe v redlném
¢ase by mohlo motivovat pacienty, aby dodrzovali dietu. Takovéto zafizeni vSak

jesté nebylo vyvinuto. Méfeni Phe se provadi iontoforetickou extrakci Phe z klze
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v korelaci s hladinou Phe v krevni plazmé nad 300 pmol - 1. Toto mé&feni viak neni
dostatecné citllivé na nizké hladiny Phe (Longo et al., 2007).

Kritickym obdobim pro Zeny s PKU je t€hotenstvi. ZvySené koncentrace Phe
jsou teratogenni a jsou pfi¢inou zvySené¢ho rizika potratu (American Academy of
Pediatrics, 2001). Plod muze byt ovlivnén zvySenou koncentraci Phe v krvi.
Diusledkem tzv. mateiské PKU jsou nitrod¢élozni ristové retardace plodu, dysmorfie
obli¢eje, mikrocefalie, srde¢ni vady a zpozdéni vyvoje (Shaw-Smith et al., 2004; Lee
et al., 2005). Transplacentarni gradient pro Phe, tzn. pomér Phe mezi plodem a
matkou, je primérné 1,5. Na zacatku te€hotenstvi mize byt tento pomér az 2,9
(Williams et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze HPA zpisobuje choroby plodu, je
nutnd piisngjsi kontrola koncentrace Phe v krvi. Je proto nezbytné dodrzovat ptisnou
dietu jiz pted pocetim (3 mésice) a béhem tehotenstvi. Je nutné udrzovat koncentraci
Phe v krvi matky mezi 100 a 360 pmol - I"* (Lee et al., 2005). Hladinu Phe v krvi se
doporucuje sledovat kazdy tyden (Australian Society for Inborn Errors of
Metabolism, 2005).

3.9.2 Velké neutralni aminokyseliny

Velké neutralni aminokyseliny (LNAA; Large Neutral Amino Acids) mohou
konkurovat pfenaSe¢i Phe pfi jeho prichodu ptes sténu gastrointestinalniho traktu a
hematoencefalickou bariéru, a tim dochézi ke snizeni absorpce Phe a vstupu Phe do
mozku (Matalon et al., 2006). Dvojité slepy test ukazal vyrazny pokles koncentrace
Phe v krvi (primérné o 39 %) u pacientli s PKU, kteti byli 1é¢eni pomoci LNAA. To
nasvédCuje tomu, Ze LNAA konkuruje pienase¢i Phe pii prichodu pies sténu
traviciho traktu (Matalon et al., 2007).

LNAA, slouzici jako dopln€k stravy, mohou snizit koncentraci Phe v mozku
a zlepsit neuropsychologické funkce (Schindeler et al., 2007). Rozdily ve vysledku
souviseji se sloZenim, davkovanim a dobou podavani LNAA. SniZené koncentrace
LNAA v mozku byly pozorovany u mysi s PKU (Pascucci et al., 2008). Obnoveni
hladiny LNAA v mozku miiZe zlepSit kognitivni funkce u jedincti s PKU, nebot’ byla
u nich zjiSténa negativni korelace mezi koncentraci Phe v plazmé a syntézou proteinii
v mozku (Hoeksma et al., 2009). Toto zjisténi vede k vyvoji novych potravin s vyssi
koncentraci LNAA, obohacenymi o vitaminy, lutein a antioxidanty, které jsou

dilezité pro vyvoj mozku (Strisciuglio et al., 2014). Ve studii na mysich s PKU byly
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pouzity synteticky vyrobené aminokyseliny jako kompetivni inhibitory mozkovych
pfenasecti. Vysledkem bylo snizeni koncentrace Phe v mozku s minimdlnim
dopadem na ostatni LNAA (Vogel et al., 2013).

Moznost snizeni hladiny Phe v krvi u pacientti s PKU pii podavani LNAA je
dosud ve fazi vyzkumu. U¢inky LNAA byly vyhodnocovany s omezenym poétem
pacientil, kterym byly podavany rizné davky LNAA (250-1000 mg - kg™ - den™).
U pacienti s hladinou Phe v krvi nad 1000 pmol - I'* poklesla hladina Phe primémé
0 40 % (Strisciuglio et al., 2014).

Doplnéni stravy o LNAA zlepSuje zdravotni stav jednotlivct, ktefi nejsou
schopni dodrzovat dietu s nizkym obsahem Phe. Nicméné ke zjiSténi bezpecnosti
LNAA a jejich efektivnosti vyuziti jsou nutné dlouhodobé studie (Strisciuglio et al.,
2014).

3.9.3 Enzymova terapie

Enzymova terapie je dal§i moZnosti 1é€by PKU. ZvySend hladina Phe muzZe
byt sniZzena pomoci enzymil metabolizujicich Phe, které zméni metabolicky fenotyp
PKU bez ohledu na genotyp (Strisciuglio et al., 2014). Enzymova terapie muize byt
provedena nahrazenim PAH nebo enzymovou substituci fenylalaninamoniolyazy
(Sarkissian et al., 1999).

Metabolismus Phe probihd z vétsi €asti v jatrech a ortotopickd transplantace
jater koriguje metabolicky fenotyp. Transplantace jater je alternativou pro 1é¢bu PKU
pouze u pacientl, ktefi pottebuji transplantaci kvili dalSimu onemocnéni, jako je
napf. cirhoza jater (Vajro et al., 1993).

Pfiznivéji nez nahrazeni PAH se jevi lécba enzymovou substituci
fenylalaninamoniolydzy (PAL). MiZe pisobit jako ndhrada za PAH a pfevadi
nadbyte¢ny Phe na kyselinu skoficovou a amoniak. Farmakologické i fyziologické
principy lécby byly studovany na mysich. PAL bylo podavéano ordlné nebo injekéné
(Gamez et al., 2004). Oralni podani je komplikovano proteolytickou degradaci
enzymu, ktery zastava aktivni ve stfevech. Injekén€ podany PAL je imunogenni (je
schopny vyvolat imunitni reakci). Pegylaci (PEG-PAL) bylo dosazeno snizeni
imunitni odpovédi (Sarkissian et al., 2005).

Byla provedena studie hodnotici bezpecnost a ucinnost injekéniho podani

PEG-PAL. Podkozni podani PEG-PAL bylo bezpecné, dobfe tolerovano a efektivné
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snizovalo hladinu Phe v krvi u vSech jedinct (hladina Phe v krvi se snizila o 54,2 %)),
kterym byla podana nejvyssi davka (0,1 mg - kg' PEG-PAL) s minimem Phe
v 6. dnu od podani (Graf 2). Byla zjisténa inverzni korelace mezi mnozstvim davky
PEG-PAL a koncentraci Phe v krvi. VSichni jedinci si vyvinuli protilatky proti PEG,
zatimco méné nez polovina méla odezvu na PAL (Graf 3). Nebyly zaznamenany

rozdily v rychlosti tvorby protilatek u riiznych davek (Longo et al., 2014).

Graf 2: Uginek zvy3ujicich se davek (0,001-0,1 mg - kg™?) PEG-PAL na koncentraci
Phe v krvi
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Zdroj: NCBI (2016)
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Graf 3: Vyskyt anti-PEG a anti-PAL protilatek u jedinci s fenylketonurii po
injekénim podéni PEG-PAL (Anti.PEG: procentudlni zastoupeni jedincid, kterym se
vytvotily bud’ IgG nebo IgM proti PEG; Anti.PAL: procentudlni zastoupeni jedinct, kterym se
vytvotily bud’ IgG nebo IgM proti PAL).
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3.9.4 Prima bunéc¢na terapie

Piimé bunécna terapie zahrnuje transplantaci hepatocyti (jaternich bunék)

nebo hematopoetickych kmenovych bunék. Pfi transplantaci hepatocytli musi mit
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darcovské bunky, aby byly uc¢inné, selektivni rdstovou vyhodu oproti nativnim
hepatocytiim (Harding, 2008).

Preklinické studie transplantace hepatocytl se provadé€ly jak na zvitatech, tak
na lidech s metabolickymi poruchami, jako je glykogen6za nebo porucha cyklu
mocoviny. Touto metodou by bylo mozné trvale 1écit PKU za ptedpokladu, ze by
byla docilena selektivni ristova vyhoda darcovskych hepatocytt (Enns et al., 2008).
U zvifecich modelti byla tato selektivni rtstova vyhoda darcovskych bunék
prokazana a 1é¢ba byla uspésna (Harding et al., 2010).

Bunééné terapie vyuzivajici kmenové buiikky nebo vice diferenciované
progenitorové buiilky mohou piedstavovat budoucnost pro 1écbu metabolickych

chorob jater, jako je PKU (Strisciuglio et al., 2014).

3.9.5 Genova terapie

Za poslednich dvacet let probéhlo mnoho vyzkumt lécby PKU pomoci
genové terapie. Vyznamny pokrok této metody byl zaznamenan diky modelu mysi
s PKU, které byl vpraven gen adenoviru pfimo do jater, a tim doSlo ke sniZeni
koncentrace Phe v krvi (2 tydny po aplikaci byla hladina Phe mensi nez
100 pmol - I'") - (Ding et al., 2006).

Genova terapie vSak nevede k trvalé opravé enzymatické aktivity PAH.
Vpraveny vektor neni za¢lenén do DNA v hepatocytech a regeneracni schopnost
hepatocyti vede k odstranéni epizomalniho vektoru adeno-asociovanych virt
(AAV). Opakované vpraveni vektoru stejného sérotypu vede prostiednictvim
protilatkoveé zprostiedkované imunitni reakce k jeho destrukci. Studie na mySich
ukazaly, Ze genova terapie mize byt aplikovana nejen do jaterni tkang, ale i do svalu
(Rebuffat et al., 2010). Vlozeni vektoru obsahujiciho geny nutné pro PAH do
svalovych bunék a syntéza tetrahydrobiopterinu by mohly vést k pfeméné
fenylalaninu na tyrosin a napodobit tak metabolismus fenylalaninu v jatrech. Vhodné
navrzeni virového vektoru by mohlo pfinést moZznost genové terapie i u dalSich
vrozenych poruch metabolismu u lidi - deficience al antitrypsinu a Canavanovy
choroby (Alexander et al., 2008). Pro moznost vyuziti genové terapie u lidi je ale
zapotiebi dalsiho vyzkumu (Strisciuglio et al., 2014).

Dalsi metoda je =zalozena na ,Cteni nesmyslnych mutaci (nonsense

mutations) v genu PAH, pfi kterém se vyuzivaji aminoglykosidy in vitro (Ho et al.,
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2013). Ptiblizné 5 % pacientli s PKU nese nesmyslné mutace, které maji za nasledek
ptedcasné zatrazeni stop kodonu. Vysledkem téchto mutaci jsou ve vétSing piipadii
nestabilni mRNA, které jsou rychle odstranovany pomoci , nonsense-mediated RNA
decay”“ (NMD). NMD =zabranuji produkci zkracenych proteint, které by vznikaly
v disledku pfitomnosti pfedcasného stop kodonu. Pouze ve vzacnych piipadech se
vytvoii nestabilni, zkraceny protein. Aminoglykosidicka antibiotika (napf.
gentamicin, G-418) dovoluji pieskocit stop kodon vznikly mutaci a umozni tak vznik
normalniho transkriptu a nezkracené formy proteinu. U¢innost aminoglykosidi byla
hodnocena in vitro u dvou savéich bunéénych linii (COS-7 a HEX 293). Byla
zjisténa podobna enzymaticka aktivita, jako se nachazi u mirné formy PKU. Bohuzel
ani jeden z 9 mySich modeld PKU vSak nenesl nesmyslné mutace, takze nelze
vyvodit jednoznaéné zavéry. Pro 1écbu pomoci této metody jsou nutné dalsi studie

(Strisciuglio et al., 2014).

3.9.6 Tetrahydrobiopterin

Né&kteti pacienti s PKU reaguji na podéavani tetrahydropterinu (BH4)
snizenim hladiny Phe v krvi. Tento jev byl poprvé popsan u pacientt v Japonsku
(Kure et al., 1999). Byl potvrzen ve dvou retrospektivnich studiich, kterych se
ucastnilo 1730, resp. 557 pacientt s nedostatkem PAH (Bernegger et al., 2002; Fiege
et al., 2007). U téchto pacientli bylo peroralné podavano 10-20 mg BH,4 na kilogram
télesné hmotnosti, a tim doslo k vyznamnému sniZeni koncentrace Phe v krvi (Blau
et al., 2009). Je ale zapotiebi vyvinout test, ktery by ur€il pacienty, kteti by mohli mit
prospéch z farmakologické 1écby pomoci BH4 (Blau et al., 2009). Za klinicky
vyznamnou odezvu na lécbu pomoci BH, se povazuje snizeni Phe v krvi o 30 %.
V¢étsi odezva pii podavani BHy byla pozorovana u pacientt s mirngj$i variantou PKU
nebo HPA (Keil et al., 2013).

V soucasné dob¢ je v Evropé nejpouzivanéjsi 48-hodinovy test. Podava se
20 mg BH,4 na kilogram hmotnosti za den (Fiege et al., 2005; Anjema et al., 2013).
V kratkodobych testech se mohou vyskytnout pacienti, u nichZ sniZeni hladiny Phe
v krvi neni dostacujici k nahrazeni 1écby klasickou dietou. Nékteti pacienti potiebuji
delSi dobu na testovani a jsou oznaceni jako pomali respondenti. Tito jedinci se
testuji n€kolik tydnti s davkou 10-20 mg BH, na kilogram télesné hmotnosti za den

(Shintaku et al., 2004).
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Na zaklad¢ zjisténi genotypu genu PAH lze usuzovat, zda bude pacient
s nedostatkem PAH reagovat na 1é¢bu pomoci BH, (Heintz et al., 2013; Karacic et
al., 2009; Dobrowolski et al., 2011).

Sapropterin hydrochlorid, synteticka forma BH4, pisobi jako molekularni
chaperon, ktery podporuje spravné prostorové uspotradani a stabilitu enzymu PAH
(Pey et al., 2007). Usp&sna 1é¢ba pomoci sapropterinu miize vést ke zmirnéni diety,

ale doporucuje se nadale sledovat hladinu Phe v krvi (Blau, 2013).
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4 Zavér

Fenylketonurie je autozomalné recesivni onemocnéni, zpisobené mutacemi
genu pro fenylalaninhydroxylazu (PAH). Jedna se o onemocnéni, které v soucasné
dobé nelze vylécit. Pomoci véasné diagnostiky a dodrzovanim piisné diety s nizkym
obsahem fenylalaninu lze ptedejit rozvoji mentalni retardace a poskozeni mozku.
Takto nastavend dieta mad rovnéz své nedostatky a je nutné télu dodavat dalsi
nezbytné prvky, jako jsou vapnik, zinek, selen, Zelezo a vitamin B12.

Pro fenylketonuriky (i pro jejich rodiny) je obvykle dodrzovani diety velmi
obtizné a byva proto Casto nedodrzovéana. Zarazejici je i vysoka cena specidlnich
potravin. Z téchto divodi byly vyvinuty nové lécebné plany s vys$i nutriéni
hodnotou, lepsi chuti a mensim mnozstvim jidla.

Dulezita je informovanost t¢hotnych zen s fenylketonurii o rizicich spojenych
se zvySenou hladinou Phe v krvi. Pfi zvySené koncentraci Phe v krvi hrozi vyvojové
vady plodu a vyssi riziko potratu.

V soucasné dobé jsou vyvijeny nové slibné metody 1écby fenylketonurie,

které nejsou zaloZeny pouze na dieté.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AAYV - adeno-asociované viry (adeno-associated virus)

BH, - tetrahydrobiopterin, slouzi jako donor vodiku pii hydroxylaci fenylalaninu

BIOPKU - databaze pacientd a genotypl, které zptsobuji HPA/PKU (vCetné

fenotypu citlivych k BH4)

cDNA - komplementarni DNA (DNA syntetizovana z templatu mRNA, pomoci
enzymov¢ aktivity reverzni transkriptazy)

DGGE - clektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu (denaturing gradient gel
electrophoresis) je velmi citliva technika pro vyhledavani mutaci,
vyuzivajici elektroforézu na gelu s denaturacnim ¢inidlem

DHPLC - denatura¢ni vysokotlaka kapalinova chromatografie (denaturing high
performance liquid chromatography) se pouziva pro separaci DNA a je
zalozena na principu iontové-parové HPLC

HPA - hyperfenylalaninémie (hyperphenylalaninemia)

HPLC - wvysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography), slouzi k separaci slozek vzorku za ucelem stanoveni
jejich ptitomnosti koncentrace ve vzorku

in silico - spocteno pocitatem, zjisténo pocitatovou simulaci

in vitro - organizmus je pozorovany v umélych podminkach laboratote

in vivo - organizmus (popf. organy nebo jesté jednodussi biologické slozky) je

pozorovany v ptirozenych podminkéach

LC-PUFA - polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (long-chain

polyunsaturated fatty acids)

LNAA - velké neutralni aminokyseliny (large neutral amino acids)

MHP - mirna hyperfenylalaninémie

MLPA - multiplex ligation probe amplification (metoda je zalozena na ligaci dvou
sond a nasledujici amplifikaci)

MMPI - Sirokospektralni test slouzici ke zjistovani dulezitych vlastnosti osobnosti a

psychickych poruch (Minnesota Multiphasic Personality Inventory)

NMD - pretranslacni proces, ktery zabranuje produkci zkracenych proteint, které by

se syntetizovaly v disledku pfitomnosti pred¢asného stop kodonu (tzv.
nonsense mutation) v mRNA (nonsense-mediated RNA decay)

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spectrometry)
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http://www.wikiskripta.eu/index.php/MRNA

PAH - fenylalaninhydroxylaza (phenylalanine hydroxylase)

PAL - fenylalaninamoniolyaza (phenylalanine ammonia lyase)

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction), metoda rychlého a
snadného zmnozeni tseku DNA zalozena na principu replikace nukleovych
kyselin

PEG - polyetylenglykol

PEG-PAL - pegylovana fenylalaninamoniolyaza

Phe - fenylalanin

PKU - fenylketonurie (phenylketonuria)

Proband - jedinec, ktery je pfedmétem zkoumani

RFLP - polymorfizmus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length

polymorphism), jev, pii némz se po rozst€peni nékolika vzorkt DNA od
riznych jedincti pomoci restrikénich endonukleaz projevi rozdily v délce
takto vzniklych DNA restrik¢énich fragmentd

Trp - tryptofan

Tyr - tyrozin
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1. Rozbor metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification).
Blau N., Shen N., Carducci C., 2014. Molecular genetics and diagnosis of
phenylketonuria: state of the art. Exp. Rev. Mol. Diagn. 14: 655-71.

2. Uginek zvysujicich se davek (0,001-0,1 mg - kg™') PEG-PAL na koncentraci
Phe v krvi
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