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Fenylketonurie

Souhrn

Fenylketonurie je vrozend metabolicka porucha. Hlavni pfiCinou této nemoci je
nedostateéna &i zcela Zadna funkénost enzymu fenylalaninhydroxylasy. Ukolem tohoto
enzymu je metabolizovat esencialni L-fenylalanin na L-tyrosin. Paklize tato funkénost neni
dostate¢na, hladina fenylalaninu v krvi je zvySena a pusobi patologicky. Zapojuji se tak
vedlejsi metabolické cesty a L-tyrosin se zaroven Stava esencialni aminokyselinou. Hlavnimi
metabolity téchto vedlejSich cest jsou fenylpyruvat, fenyllaktat a fenylacetat. Nemoc se d¢li
na n¢kolik typt dle zvySené koncentrace fenylalaninu, ale také dle defektu enzymu. Dé&leni
dle koncentrace je na klasickou, stfedni, mirnou fenylketonurii a mirnou
hyperfenylalaninemii. Dle defektu enzymu pak rozliSujeme perzistujici a maligni, kdy
perzistujici souvisi s deficitem fenylalaninhydroxylasy a maligni souvisi s poruchou kofaktoru
tetrahydrobiopterinu, ktery potiebuje ke své funkci i fenylalaninhydroxylasa. Tento kofaktor
potfebuji ke své funkci 1 dal§i enzymy napiiklad tyrosinhydroxylasa nebo
tryptofanhydroxylasa.

Nebezpe¢i fenylketonurie spociva v jeji asymptomatické fazi, ackoli enzym je
deficitni jiz od narozeni. Dnes je v Ceské republice tato nemoc zavedena v ramci
novorozeneckého screeningu, ¢imz se vylouc¢i pozdni odhaleni nemoci a mize se tak predejit
pozdgji projevenym symptomim. Cetnost tohoto onemocnéni v Ceské republice je 1:6500.
K diagnostice pouziva tandemova hmotnostni spektrometrie s Guthrieho kartou a kapkou
suché krve novorozence.

Mezi hlavni symptomy fenylketonurie patii mentalni retardace, t€Zké neurologické
poskozeni, epileptické zachvaty ¢i ties. I pies to, Ze piesna patofyziologie tohoto poskozeni
neni dodnes znama, hlavni hypotézou je, Ze fenylalanin plisobi neurotoxicky. Zjistilo se, Ze
vysokd hladina fenylalaninu ovliviiuje permeabilitu membran, ma vliv na bioenergetiku a
dokonce ovlivituje riist dendriti a axont. Lécba fenylketonurie spociva ve specidlni dieté,
kterd je ochuzena o fenylalanin, a tim tedy také Castecn€ o pfirozeny protein, ktery je
nahrazovan specialnimi dopliiky bohatych na aminokyseliny, krom¢ fenylalaninu. Nové,
momentaln¢ testované, alternativni zpasoby 1é¢by jsou podavani dlouhych neutralnich
aminokyselin, enzymova terapie pomoci PAL-PEG nebo genova terapie.

Klicova slova: fenylalanin, fenylpyruvat, hyperfenylalaninemie, melanin, metabolicka

porucha



Phenylketonuria

Summary

Phenylketonuria is an inborn metabolic disorder. The main cause of this disease is
poor or none activity of the enzyme phenylalanine hydroxylase. The purpose of this enzyme is
to metabolize essential L-phenylalanine to L-tyrosine. If the function is not sufficient, the
blood phenylalanine level is increased and pathological. Other metabolic pathways get
involved and L-tyrosine hence becomes essential amino acid. The major metabolites of the
side metabolic pathways are phenylpyruvate, phenyllactate and phenylacetate. The disease is
subdivided into several types according to the elevated concentration of phenylalanine, but
also according to the enzyme defect. The type classified by concentration are classical,
moderate, mild phenylketonuria and mild hyperphenylalaninemia. According to the enzyme
defect we identify persistent and malignant form. Persistent type is caused by the
phenylalanine hydroxylase deficiency, while the malignant type is associated with the
disorder of tetrahydrobiopterin cofactor, which is also essential for the function phenylalanine
hydroxylase. This cofactor is also necessery for the function of other enzymes such as
tyrosine hydroxylase and tryptophan hydroxylase.

Although the enzyme deficiency is congenital, the first phase of phenylketonuria is
asymptotic which presents a danger. Therefore, the disease is a partof newborn screening in
the Czech Republic, because early diagnostic prevents the symptoms of untreated disease.
The frequency of phenylketonuria in Czech Republic is 1:6500. The main diagnostic tools are
tandem mass spectrometry with Guthrie card and dry blood spot of newborn. The main
symptoms of phenylketonuria include mental retardation, severe neurological damage,
epileptic seizures or tremor. Although the exact pathophysiology is still unknown, the main
hypothesis is that phenylalanine acts neurotoxically. High phenylalanine concentration have
been found to affect membrane permeability, bioenergetics and the growth of dendrites and
axons. The treatement is based on special low-phenylalanine diet and restriction of natural
protein intake. The protein is replaced by special suplements with amino acids except
phenylalanine. New currently tested alternative treatemens are long neutral amino acids
suplementation, PAL-PEG enzyme therapy or gene therapy.

Keywords: phenylalanine, phenylpyruvate, hyperphenylalaninemia, metabolic disease,

melanin, tyorisne, newborn screening
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1 Uvod

Fenylketonurie je vrozené dédicné metabolické onemocnéni, které je zplsobeno
deficitem enzymu fenylalaninhydroxylasy. Je tak narusen biochemicky systém ¢lovéka, ktery
vyusti v poSkozeni centralni nervové soustavy. Po asymptomatické fazi se poSkozeni centralni
nervové soustavy projevi jako mentalni retardace, epileptické zachvaty ¢i tfes. Nastésti je
dnes tato nemoc zatazena do novorezenckého screeningu, protoze cetnost vyskytu je relativné
vysoka.

Lécba fenylketonurie spociva v dietetické terapii, kterd je ovSem velmi omezujici,
nebot’ Z piijimané potravy Se musi vyloucit fenylalanin, ktery je soucasti bilkovin. Jiné 1€cby
prozatim nejsou pro pacienty S fenylketonurii Kk dispozici, i kdyz se na jejich vyzkumu
pracuje. Rozhodné by ale novy typ 1éCby témto pacientim pomohl V kvalité zivota.
S vyzkumem nové 1é€by ovSem velmi souvisi i1 patofyziologie tohoto onemocnéni. Ta dodnes
neni piesné¢ zndma, 1 kdyz se jako hlavni hypotéza povazuje, ze fenylalanin plsobi
neurotoxicky. Nicméné je tieba brat cely metabolismus fenylalaninu jako celek, a to v¢etné
jeho sekundarnich cest a meziproduktt, které rovnéz mohou ovliviiovat centralni nervovou
soustavu. Také je nutné se zabyvat 1 vlivy na ostatni metabolismy (tyrosin), které zplsobi
defekt fenylalaninhydroxylasy nebo defekt jeho kofaktoru tetrahydrobiopterinu. Je ticba se
vyzkumem nové 1écby 1 patofyziologii zabyvat, protoze 1 kdyZ dieteticka 1écba predchézi
symptomim této nemoci, ukazuje se, ze kognitivni funkce nejsou na stejné Urovni jako u

zdravych lidi.



2 Cile prace

Cilem bakalaiské prace je podat uceleny literarni ptehled o fenylketonurii. Budou
popsany metabolické a patologické cesty fenylalaninu. Prace se bude rovnéz zabyvat
diagnostikou a pribéhem nemoci. Dals§i ¢asti prace bude popis moznosti, zpusobu

a dostupnosti 1écby.



3 Aminokyseliny

Aminokyseliny maji ve své zékladni stavbé, kromé uhlikatého fetézce, karboxylovou
skupinu —COOH a aminoskupinu —NH;. Vzajemné se pak lisi uhlikatym fetézcem R. Diky
této struktufe se aminokyseliny fadi mezi amfolyty — to znamena, ze se chovaji jako Kyseliny,
tak i zasady. RovnéZz diky hodnotam pK je dano, Ze ve fyziologickém rozmezi pH jsou
a-aminoskupiny a karboxylové skupiny pIn¢ disociovany. Izoelektricky bod pl urcuje
hodnotu pH, kdy je aminokyselina jako elektroneutralni molekula vnitini soli — tedy kdyz ma
molekula  nulovy  elektricky naboj. Tato  hodnota se  vypocitd  pomoci
Henderson-Hasselbalchovy rovnice, a to jako polovina sou¢tu pKcoon @ pKnmz, piipadné pKg
(Voet et Voet, 2010). Pti hodnoté¢ pH kyselejsi nez je pl dané aminokyseliny, bude
aminokyselina p¥ijimat H" a naopak, bude-li roztok zasadité&jsi nez dané pl, bude H" ztracet.

Jednou z hlavnich Gloh aminokyselin je stavba proteint.. Primarni strukturu proteint
urcuje genetickd informace, kterd udava sekvenci z 20 proteinogennich a-aminokyselin, které
jsou vzajemné spojeny peptidovymi vazbami. Kromé proteinogennich aminokyselin jsou i
jiné aminokyseliny a jejich derivaty, které jsou pro lidsky organismus dulezité — tieba jako
meziprodukty dulezitych metabolickych drah, neurotransmitery, prekurzory, ale i jako
antibiotika ¢i latky, které jsou zodpovédné za alergickou reakci organismu (Klouda, 2005).

Téchto dvacet zakladnich aminokyselin lze rozdélit dle struktury na 4 zéakladni
skupiny. Aminokyseliny s nepolarnimi zbytky — glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin,
methionin, fenylalanin, prolin a tryptofan. Dale na aminokyseliny s polarnimi zbytky — serin,
threonin, cystein, tyrosin, asparagin, glutamin. Mezi kyselé aminokyseliny patii kyselina
asparagova a glutamova a mezi zasadit¢ aminokyseliny fadime lysin, arginin a histidin
(Bhagavan et Ha, 2015).

Krom¢ tohoto dé€leni je ale rovnéz miizeme rozdélit dle vyznamu pro organismus, tedy
jestli je lidsky organismus schopen tyto aminokyseliny sdm vytvofit ¢i nikoli. Mezi
aminokyseliny esencidlni, tedy ty, které je nutné pfijimat v potravé, fadime valin, leucin,
isoleucin, fenylalanin, lysin, methionin, tryptofan, threonin a histidin. Arginin je rovnéz
zafazen mezi esencialni aminokyseliny, nebot’ pro spravny rist a vyvoj déti je nutny vyssi
mnozstvi, neZ je mozné télo syntetizovat. Zbylé aminokyseliny pak patfi mezi neesencialni,
tedy ty, které Ize vytvofit z aminokyselin esencidlnich ¢i jinych meziprodukti (Vodrazka,
2002).



3.1 Degradace aminokyselin

Aminokyseliny neslouzi pouze pro vystavbu proteind, nybrz jsou i dulezitymi
prekurzory a metabolity, které se daji vyuzit jak v energetice burky, tak pro stavbu dalSich
dusikatych latek — piikladem mize byt tfeba hem nebo nukleotidy. Aminokyseliny se
nejéastéji metabolizuji na Casté meziprodukty jako je pyruvat, oxalacetat, acetyl-CoA nebo
a-ketoglutarat. Zakladnimi kroky celkové degradace aminokyselin jsou tyto tfi: deaminace,
mocovinovy cyklus a degradace uhlikové kostry aminokyselin po deaminaci (Voet et Voet,

2010).
3.1.1 Deaminace

Dulezitym a nejcastéji prvnim krokem degradace vétSiny aminokyselin je odstranéni
aminoskupiny z dané aminokyseliny, aby bylo mozné dale degradovat uhlikatou kostru a také
zpracovavat nadbytek dusiku v téle. Nejvice aminokyselin byv4d deaminovano pravé
transaminaci, kdy dochazi k pfeneseni aminoskupiny na jinou o-ketokyselinu za pomoci
enzymu aminotransferas (transaminasa) a za vzniku a-oxokyseliny z ptivodni aminokyseliny.
Samotné aminotransferasy potiebuji pro svou funkci pyridoxal-5°‘-fosfat jako prostetickou
skupinu. Aminotransferasy jsou specifické v prvnim kroku transaminace pro kazdou
aminokyselinu, z ¢ehoz vyplyva, Ze i jejich produkty ve formé a-oxokyselin se lisi. VéEtsina
transaminas ovsem akceptuje ve druhém kroku pouze 2-oxoglutarat (piipadné oxalacetat),
¢imz vznika jako produkt glutamat (aspartat). To je dulezité predevSim proto, Ze
aminoskupiny jsou ve vétsiné piipada ve form¢ glutamatu nebo aspartatu. Aminotransferasy
se vyskytuji v mitochondriich a cytosolu ve vétsiné tkanich (Mallikarjuna Rao, 2006).

Glutamat je pak metabolizovan oxida¢ni deaminaci pti ¢emz se uvoliiuje amoniak a
obnovuje se 2-oxoglutarat. Amoniak a aspartat pak mohou poskytnout aminoskupinu pro
syntézu mocoviny v ornithinovém cyklu (Litwack, 2008).

Zvlastnim typem transaminace je glukoso—alaninovy cyklus. Jeho soucasti je skupina
svalovych transaminas, které pfijimaji jako sviij substrat pyruvat. Produktem této reakce je
pak alanin, ktery je uvolnén do krve a transportovan do jater. Zde podstupuje opct
transaminaci a vznikly pyruvat je vyuzit ke glukoneogenezi. Glukosa vznikla v jatrech je pak
zpétn¢ transportovana krvi do svalu, ¢imz se cyklus uzavira. Aminoskupina z alaninu je

prenesena opét na 2-oxoglutarat, z ¢ehoz vznika glutamat (Voet et Voet, 2010).



Aminotransferasy jsou aktivni pfedevsim v jatrech, ledvinach ale dale i v kosternim a
srde¢nim svalstvu. Oxida¢ni deaminace L-aminokyselin probiha jen v jatrech a ledvinach
(Bhagavan, 2002).

3.1.2 Mocovinovy cyklus

Mocovinovy cyklus je souhrn péti reakei, které se odehravaji v jatrech, pfi némz
vznikd mocovina. Dvé ztéchto reakci probihaji v mitochondriich a zbylé tfi probihaji
V cytosolu bunky. Mocovina je zjater transportovana krvi do ledvin, kde je nasledné
vyloucena moci. Jednad se o zpusob, jak vyloucit piebytecny dusik, ktery se vyskytuje
Vv organismu. Atomy dusiku, které se v mocoviné nachazi, pochdzi z amoniaku a aspartatu

(Baynes et Dominiczak, 2018).
3.1.3 Degradace uhlikového retézce

Pti degradaci uhlikovych koster aminokyselin vznikaji produkty, které jsou shodné

s meziprodukty citratového cyklu. Proto mohou byt degradovany az na oxid uhlicity a vodu,

pfipadné mohou byt pouzity pro glukoneogenezi.
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Obrazek 1: Schéma rozdéleni aminoKyselin dle jejich
produktu v citratovém cyklu (ketogenni - modré, glukogenni -
fialové); (Voet et Voet, 2010)

Dvacet zakladnich a-aminokyselin je
degradovéano na sedm metabolickych
meziprodukti — pyruvat, acetyl-CoA,
sukcinyl-CoA, fumarat, 2-oxoglutarat,
oxalacetat, acetoacetat (Voet et Voet,
2010).

Dle typu katabolické cesty, 1ze
aminokyseliny rozdélit na dvé zakladni
skupiny, jimiz jsou glukogenni a
ketogenni. Glukogenni aminokyseliny
jsou metabolizovany na pyruvat,
2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA, fumarat
¢i oxalacetat. Ketogenni aminokyseliny
jsou ty, jejichz uhlikaty ftetézec je
acetyl-CoA  nebo

degradovan na

acetoacetat. Glukogenni aminokyseliny pak mohou byt vyuzity k tvorbé glykogenu,

z ketogennich vznikaji prekurozry ketolatek a mastnych kyselin (Klouda, 2005). Nazorné

rozdéleni dle meziproduktl 1ze vidét na Obrazku 1.
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4 Fenylalanin

Tato aminokyselina je esencidlni, je tedy nutné ji pfijimat ve stravé a bézné se podili
5 % na slozeni proteind. Hlavnimi zdroji této aminokyseliny jsou piedevsim maso, ryby,
vejce, syry, ofechy, obiloviny a semena (Svacina et al., 2008). DalSim zdrojem je umélé
sladidlo aspartam, které se sklada pravé z fenylalaninu a kyseliny asparagové (McGuire et
Beerman, 2012).

Zhruba 75 % prfijimaného fenylalaninu je v téle katabolizovano pomoci enzymu
fenylalaninhydroxylasy za vzniku tyrosinu (Kure et Shintaku, 2019).

Fenylalanin se dostdvd do mozku pomoci pienaseCe pro dlouhé neutrdlni
aminokyseliny (LNAA) LAT1 (L-aminoacid transporter 1). Tento pfenase¢ ovSem slouZzi i
pro dal§i aminokyseliny tohoto typu, pfikladem miize byt tyrosin a tryptofan. Vysoké
koncentrace fenylalaninu v krvi tak mohou blokovat pienase¢ LAT1 pro tyto dalsi vyznamné
dlouhé neutralni aminokyseliny a zabranit jim vstupu do mozku. Vzhledem k tomu, Ze tyrosin
je prekurzorem pro dopamin a noradrenalin a tryptofan je zase prekurzorem pro serotonin,
zvysuje se tak riziko neurotransmiterové dysfunkce. Normalni hladina fenylalaninu v krvi je
50-100 umol/L (Blau et al., 2010).

4.1 Metabolismus fenylalaninu

Jak uz bylo napsano vySe, hlavni metabolickou cestou fenylalaninu je jeho
hydroxylace na tyrosin, ktera je zaroven reakci ireverzibilni. Tato pfeména probiha v jatrech
s ucasti jaterni fenylalaninhydroxylasy (PAH) (Cleary, 2015). Alternativnimi, ovSem jiz
minoritnimi, metabolickymi cestami fenylalaninu jsou transaminace a dekarboxylace
(Williams et al., 2008).

Transaminace probihd za Gcasti aminotransferas, kdy pomoci 2-oxoglutaratu, ktery
pfijima aminoskupinu, dochazi ke vzniku glutamatu a fenylpyruvatu. Ten ma pak dvé hlavni
metabolické cesty, jak muze byt zpracovan (Bhagavan, 2002). Jednou z moznosti je oxidaéni
dekarboxylace na fenylacetat. Druhou cestou je pak redukce fenylpyruvatu pomoci koenzymu
NADH za vzniku fenyllaktatu (Mallikarjuna Rao, 2006).

Dalsi z moznosti metabolismu fenylalaninu je vznik 2-fenylethylaminu (PEA). Tuto
dekarboxylaci umoznuje enzym dekarboxylasa aromatickych L-aminokyseliny (AAAD). PEA
se fadi mezi neuromodulatory, coz je latka, ktera ovliviiuje (zvySuje nebo snizuje) citlivost

receptorll na postsynaptické membrané pro neurotransmitery. Tento amin je vSak velmi rychle
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metabolizovan. Odhaduje se, Ze polo¢as rozpadu v neuronu je 30 s, @ umoziuje ho primarné
monoaminoxidasa, specificky enzym MAO-B (monoaminoxidasa B) (Berry, 2004).
Produktem této oxidace je 2-fenylacetaldehyd, ktery je opét rychle pfeménén na konecny
produkt fenylacetat pomoci enzymu aldehyddehydrogenasy (ADH). Ptirozené se tento PEA
téz vyskytuje v syrech, ¢erveném vin€ nebo cokoladé. Koncentrace v mozku je velmi nizka
(Broadley, 2010). PEA konkrétn¢ zvySuje uvoliiovani neurotrasmiteri a zaroven zvySuje
ucinek postsynaptické signalni drahy. Je agonistou dopaminu, zvysuje tak jeho koncentraci a

zaroven také nepiimo zvySuje aktivitu sympatickych neuront (Burchett et Hicks, 2006).

0
4a-OH-BH, o
PAH NH3
0, HO

BH, + L-tyrosin
0]
2—oxoglutaral glutamat |
8]
NH2 amlnatransferasa 0
L-fenylalanin NAD* fenylpyruvat
NADH + H*
AAAD NADH + H*
CO,
MH, 0
NAD"
o} Q
2-fenylethylamin fenylacetat | |

o]
ADH
MAO-B OH
H fanyllaktat

2-fenylacetaldehyd

OH

o-hydroxyfenylacetat

Obrazek 2: Schéma metabolismu fenylalaninu (vytvoifeno vlastni schéma na zakladé zdroji: (Bhagavan, 2002;

Broadley, 2010; Flydal et Martinez, 2013; Williams et al., 2008)



V piipad¢ vysoké koncentrace fenylalaninu v krvi a nedostatecné funk¢nosti enzymu
fenylalaninhydroxylasy (PAH), se zapojuji vice sekundarni metabolické cesty, jez maji za
nasledek vysoké koncentrace téchto sekundarnich metaboliti (fenylpyruvat, fenyllaktat,
fenylacetat a o-hydroxyfenylacetat) v moc¢i (Komoda et Matsunaga, 2015; Williams et al.,

2008). Popsany metabolismus fenylalaninu lze vidét na schématu na obrazku Obrazek 2.
4.1.1 Fenylalaninhydroxylasa (PAH)

Tento enzym se vyskytuje v lidském téle pfedevsim ve formé dimeru nebo tetrameru.
Monomer mé velikost okolo 50 kDa. PAH je pfedevsim aktivni v jatrech a ke své funkci
potiebuje kofaktor tetrahydrobiopterin (BH4) a molekularni kyslik (Williams et al., 2008).
Fenylalaninhydroxylasa patfi do skupiny enzymt hydroxylas aromatickych aminokyselin.
Monomer je slozen zné€kolika domén. Prvni je regula¢ni doména, ktera, jak uz nazev
napovidd, je nezbytnd pro regulaci enzymu. Dal$i doménou je katalyticka, kterd je
zodpovédna za vazbu atomu Zzeleza a navazani kofaktoru tetrahydrobiopterinu. Posledni
doménou je oligomerizacni, ktera umoziuje dimerizaci pfipadné tetramerizaci (Flydal et
Martinez, 2013).

Cinnost enzymu je regulovana n&kolika mechanismy. Napiiklad sam fenylalanin
zvySuje jeho aktivitu, stejné tak jako fosforylace PAH pomoci cAMP-dependentni kinasy
(Bhagavan, 2002). Na obrazku 3 lze vidét monomerni strukturu, na obrazku 4 dimerni

strukturu fenylalaninhydroxylasy.

Obrazek 4: Dimer fenylalaninhydroxylasy; Obrazek 3: Monomer fenylalaninhydroxylasy -
zdroj: vytvoi'eno v programu PyMol; zvyraznén atom Fe a BH,;

struktura z Protein Data Bank (PDB 2PAH); zdroj: vytvoieno v programu PyMol,

studie: (Fusetti et al., 1998) struktura z Protein Data Bank (PDB 1PAH);

studie: (Erlandsen et al., 1997)



4.2 Tetrahydrobiopterin (BH,)

BH, — tetrahydrobiopterin (viz Obrazek 6) je nezbytny kofaktor pro enzymy z rodiny
hydroxylas aromatickych aminokyselin. Ke své ¢innosti s fenylalaninhydroxylasou potiebuje
jests Fe** a molekularni kyslik (Flydal et Martinez, 2013).

Poruchy v metabolismu nebo regeneraci tohoto o OH
kofaktoru byly objeveny u pacientli H NH
s hyperfenylalaninemii, ktefi m¢li neurologické poskozeni )\ ‘
mozku 1 pfes optimalni metabolickou kontrolu, tedy u  H.n 5 NH o
fenylketonurikii, ktefi vhodné neodpovidali na 1é¢ebnou
dietu s nizkym obsahem fenylalaninu. V téchto ptipadech ObriselcB: Vzorec tetrahydrobiopterin
se nejedna tedy o poskozeni v dusledku defektu fenylalaninhydroxylasy, ale kvili
zablokovani cesty, kterd vede k syntéze nebo regeneraci tetrahydrobiopterinu. Mezi dalsi

dalezité enzymy, které tento kofaktor ke své €innosti potiebuji, patii tyrosinhydroxylasa, dvé

tryptofanhydroxylasy, tfi NO-syntasy a glyceryl-ethermonooxygenasa. Tyrosinhydroxylasa a

guanosintrifosfat
(GTP)

GTP-cyklohydrolasa |
(GTPCH)

neopterin «——— 7,8-dihydroneopterintrifosfat

B-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa
(PTPS)

6-pyruvoyl-tetrahydropterin

sepiapterinreduktasa

NAD' biopterin

5,6,7,8-tetrahydrobiopterin

dihydropteridinreduktasa
(DHPR)

)
? fenylalanin

NADH

g-dihydrobiopterin

Fe2+ fenylalaninhydroxylasa
(PAH)

pterin-4a-karbinolamindehydratasa

H,O
(PCD)

4a-OH-tetrahydrobiopterin tyrosin

primapterin

Obrazek 5: Schéma syntézy a regenerace tetrahydrobiopterinu (Blau et al.,2010; Longo,2009)
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neuronalni tryptofanhydroxylasa jsou enzymy tvofici meziprodukty, které jsou nezbytné pro
syntézu neurotransmitertt (Longo, 2009). Proto je nutné suplementovat u pacientti S poruchou
tetrahydrobiopterinu dopaminové a serotoninové prekurzory, aby jejich vyvoj probihal
v poradku (Blau et al., 2011).

Tetrahydrobiopterin je zcela nové syntetizovan z guanosintrifosfatu za ucasti tii
enzyml. Syntéza probihda v jatrech v hepatocytech a je regulovana GTPCH
(GTP-cyklohydrolasa I) aktivitou, jejiz aktivita se zvySuje s vysS§i koncentraci fenylalaninu a
snizuje s nitrobunéénou hladinou BHy. Po ucasti tetrahydrobiopterinu jako kofaktoru PAH
dochazi k regeneraci, jejiz podstata je v dehydrataci a nasledné redukci opét na BH, za i¢asti
NADH + H" a dvou enzymutl (Kure et Shintaku, 2019). Cely proces je vyznaten na schématu
na obrazku Obrézek 5.

Mezi mozné pfiCiny, které znemoZiuji spravnou syntézu tetrahydrobiopterinu, tak
patii tyto tii: defekt GTP-cyklohydrolasy I, defekt 6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasy, defekt
sepiapterinreduktasy. Enzymy dihydropteridinreduktasa (DHPR) a
pterin-4a-karbinolamindehydratasa slouzi k regeneraci tohoto kofaktoru a stejné tak defekt
téchto enzymli muze zpusobovat nedostatek BH,4. Nejcastéjsi pficinou defektu je mutace
genu, a tedy porucha 6-pyruvoyltetranydropterinsyntasy (60 % pfipadi z2 %
fenylketonurikll). VSechny tyto poruchy jsou pficinou zvySené hladiny fenylalaninu u
novorozenct, kromé poruchy sepiapterinreduktasy a dominantni formy GTP-cyklohydrolasy
L, které vedou k poruse Syntézy ¢i regenerace biopterinu pouze v mozku. Diagnostika spociva
pfedevsim v prométeni hladiny pterinit v moci, dihydropteridinreduktasy v krvavé kapce a

dale na hladin€ neurotransmiterti a pterinii v mozkomisnim moku (Longo, 2009).

4.3 Metabolické disledky poruchy metabolismu fenylalaninu

4.3.1 Metabolické disledky poruchy PAH

I ptesto, ze se jednd o poruchu jedné reakce, vliv na produkci jinych dilezitych
biochemickych latek je wvelky. Jde-li o poruchu fenylalaninhydroxylasy, stava se
aminokyselina tyrosin, ktera za normalniho stavu vznika z fenylalaninu, esencialni (van
Spronsen et al., 2001).

Tyrosin je dulezity pro tvorbu prekurzoru pro neurotransmiter dopamin neboli
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). D¢je se tak diky hydroxylaci tyrosinu pomoci
tyrosinhydroxylasy. Fenylalanin je ale kompetitivni inhibitor tohoto enzymu a jeho vysoké
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koncentrace tak znemoznuji tuto hydroxylaci. Vstup tyrosinu do mozku pfes
hematoencefalickou bariéru je také blokovan nasycenim transportniho systému fenylalaninem
a koncentrace tyrosinu v mozku tak klesd (Velema et al., 2015). L-DOPA je nasledné
dekarboxylovan za ucasti AAAD na dopamin. Vzhledem k tomu, Ze dopamin je prekurzorem
pro katecholaminy noradrenalin a adrenalin, je i v tomto pfipad¢ tyrosin nepostradatelny.
Z dopaminu je vytvofen noradrenalin za ucasti dopamin-B-hydroxylasy a noradrenalin pak
muze byt dile methylovan enzymem fenylethanolamin-N-methyltransferasy na adrenalin
(Daubner et al., 2011). Syntézu L-DOPA a adrenalinu lze vidét na obrazku Obrazek 7.

tyrosinhydroxylasa
D
NH3 HO

L-tyrosin

L-DOPA

lm

dopamin-p-hydroxylasa "
NH3 NH3
-
HO .
noradrenalin dopamin

HO HO

enylethanolamln -N-methyltransferasa

adrenalin

HO

Obrazek 7: Biosyntéza dopaminu a katecholamini (Daubner et al., 2011)

Dalsi ulohu, kterou hraje v organismu tyrosin, je tvorba melaninu. Vznikaji dva zakladni
polymery eumelanin a feomelanin. Eumelanin je zodpovédny za hnédou aZz cernou
pigmentaci, oproti tomu feomelanin ma barvu zrzavou (Bhagavan, 2002). Tyrosin piipadné
L-DOPA je tyrosinasou za piitomnosti molekularniho kysliku oxidovan na dopachinon. Ten
je dulezitym meziproduktem jak eumelaninu, tak feomelaninu (Ito et Wakamatsu, 2008).
Nemén¢ podstatna uloha tyrosinu je i v jeho jodaci tyroperoxidasou na monojodtyrosin a
dijodtyrosin. Tyto dva produkty se néasledné spojuji a vznikd tak bud’ trijodtyronin nebo

tyroxin, coz jsou dulezité hormony Stitné zlazy (Voet et Voet, 2010). V disledku tak muze
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dojit pfi deficitu PAH k poruSe syntézy neurotransmitert, hypopigmentaci nebo syntézy

hormon §titné zlazy.
4.3.2 Metabolické disledky poruchy BH,

VéEtsi problém nastava v ptipadé ovlivnéni syntézy nebo regenerace kofaktoru BHj.
Tento kofaktor, jak uz bylo psano v kapitole 4.2, ovliviiuje metabolismus hydroxylas
aromatickych aminokyselin, mezi které patfi 1 tyrosinhydroxylasa a neuralni
tryptofanhydroxylasa. Tyto enzymy potiebuji ke své funkci nejen BHy, ale také molekularni
kyslik a navazany atom zeleza. Tim je znemoZnén metabolismus nejen tyrosinu, ale i
tryptofanu. Problém tak nespociva jen v samotné esencialit¢ tyrosinu, ale nemoznosti dané
latky syntetizovat, protoze neni k dispozici kofaktor, ktery umoznuje vznik prekurzoru
L-DOPA (Daubner et al., 2011).

Oproti tomu tryptofan je sam o sobé& esencialni aminokyselinou a jeho syntéza neni
tedy vibec zavisla na fenylalaninu. OvSem u pacienti s nékterou z poruch tykajicich se
syntézy nebo regenerace tetrahydrobiopterinu, muze byt schopnost enzymu
tryptofanhydroxylasy narusena. Z tryptofanu vznikd 5-hydroxytryptofan za pomoci
tryptofanhydroxylasy. Tato hydroxylasa existuje ve dvou formach. Prvni se vyskytuje
v periferiich, druha je v centralni nervové soustavé. 5-hydroxytryptofan je v dalsim kroku
enzymem AAAD dekarboxylovan na dulezity neurotransmiter serotonin. Serotonin je rovnéz
dulezity jako prekurzor hormonu melatoninu (Walther et Bader, 2003). V prvnim kroku je
serotonin acetylovan na N-acetylserotonin za ucasti enzymu
arylalkylamin-N-acetyltransferasy (AA-NAT). N-acetylserotonin je nasledn¢ methylovan a
vznika tak melatonin za pomoci enzymu acetylserotonin-O-methyltransferasy (ASMT)
(Tordjman et al., 2017).

Degradace dopaminu, noradrenalinu téZ adrenalinu a serotoninu probiha diky
monoaminoxydase A a B (MAO-A, MAO-B). Piicemz MAO-A preferuje polarni aromatické
aminy (noradrenalin, adrenalin a serotonin) a MAO-B zas nepolarni aromatické aminy.
Obecné¢ tyto dva enzymy své substraty pieméni na aldehyd, ktery je prakticky ihned pomoci
ADH pieménén na piislusnou karboxylovou kyselinu. V pfipad¢ noradrenalinu se jedna o
3,4-dihydroxymandlovou kyselinu (DOMA) a Vv ptipadé dopaminu 0
3,4-dihydroxyfenylacetatovou kyselinu (Broadley, 2010).

Konkrétni disledky a symptomy vzniklé naruSenim téchto metabolickych drah jsou

dale probirany v kapitole 7.
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5 Fenylketonurie

Jako prvni se timto metabolickym onemocnénim zabyval norsky doktor a védec
Asbjorn Folling, po némz byla tato nemoc také pojmenovana (Folling’s Disease), i kdyz je
vytrvalosti matky, Borgny Egeland, a jejich dvou déti, které trpély mentalni retardaci. Borgny
Egeland si v§imla u obou svych déti, ze jejich mo¢ nepiijemné a nezvykle zapacha a
spojovala si to s jejich onemocnénim. Ackoli hledala odpovédi u 1ékait i 1éCitelt, nikdo
Z nich ji nedokazal pomoci ani odpoveédét. Az pres svou sestru kontaktovala doktora Follinga,
ktery ji nabidl, ze otestuje moc jejich déti. Veskeré rutinni testy probéhly normalné, nicméné
po pridani par kapek roztoku chloridu zelezitého se vzorek zbarvil do tmave zelené. Tento test
se vyuziva k prokdzani ketonii v moci, ovSem piitomnost ketond znaci ¢erveno hnéda barva a
zbarveni do tmavé zelené byla reakce, kterd do t¢ doby nebyla jesté popsana. Postupnym
analyzovanim doktor Folling zjistil, Ze latka v moci byla pravdépodobné fenylpyruvatova
kyselina. Doktor Folling nasledné kontaktoval spoustu instituci a testoval 430 déti, z nichz 8
vykazovalo stejnou abnormalitu jako déti Borgny Egelandové. Tento objev nakonec
doopravdy ukdzal, Ze se jedna o metabolickou poruchu, kterd je pfi¢inou mentalni retardace.
Diky studiu rodokmenti pak bylo zjisténo, Ze se jednad o autozomdlné pienosné onemocnéni
(Centerwall et Centerwall, 2000).

Fenylketonurie (PKU) je tedy autozomalné recesivné dé&di¢né onemocnéni
metabolismu fenylalaninu. Podstata onemocnéni spociva v nedostatku funkénosti enzymu
fenylalaninhydroxylasy (PAH), ktery metabolizuje L-fenylalanin na L-tyrosin. Pfi¢ina
nedostatecné funkcnosti tohoto enzymu je pifevazné zplsobena mutaci genu pro
fenylalaninhydroxylasu (Williams et al., 2008). Nedostatecnou funkénosti tohoto enzymu
dochazi k hromadéni fenylalaninu v krvi, v mozku a v télnich tkanich a pravé tato akumulace

pusobi toxicky na centralni nervovou soustavu (Brown et Lichter-Konecki, 2016).

5.1 Formy hyperfenylalaninemie

Zvysenou hladinu fenylalaninu v krvi nazyvame hyperfenylalaninemie. Ta je vzdy
pti¢inou fenylketonurie, ne vzdy je v$ak hyperfenylalaninemie fenylketonurii (Blau, 2016).

Fenylketonurii lze rozdélit na dvé zakladni varianty vlivem nefunkcénosti enzymu
fenylalaninhydroxylasy, a to transientni a perzistujici. Varianta transientni je forma, ktera neni

stald, je zpiisobena pouze nezralosti enzymatického systému v dobé méteni a upravi se béhem
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Sesti mésicl. Oproti tomu forma perzistujici ma redukovanou funkéni kapacitu enzymu na
tetrahydrobiopterinu a jeji zastoupeni v tomto onemocnéni jsou 3 % (Svacina et al., 2008).
Normalni hladina fenylalaninu v krvi u novorozencti se pohybuje do 120 pumol/L.
Ptficemz hladina fenylalaninu mezi 120-360 pmol/L, ktera se povazuje za mirnou
hyperfenylalaninemii, nevyzaduje 1écbu  (Blau, 2016). Dle miry deficitu
fenylalaninhydroxylasy byly zpoc¢atku uréeny tii zakladni fenotypy fenylketonurie, které se
rozliSuji hladinou fenylalaninu v krvi pied zahajenim 1é¢by. Prvotni rozdéleni je na tii
zakladni skupiny, a to klasickda PKU, mirna PKU a mirna hyperfenylalaninemie. Pozdgji byly
fenotypy rozdéleny do ptesnéjSich rozmezi a vznikly tak skupiny ¢étyfi — klasicka PKU,
stfedni PKU, mirna PKU a mirna hyperfenylalaninemie (Blau et al., 2011). Rozmezi hodnot

jednotlivych klasifika¢nich skupin jsou uvedeny v tabulkach Tabulka 1 a Tabulka 2.

Tabulka 1: Rozdéleni fenylketonurie dle koncentrace fenylalaninu v krvi (Williams et al., 2008)

HODNOTY FENYLALANINU V KRVI

OZNACEN{ [umol/L]
klasicka PKU > 1200
stfedni PKU 600-1200
mirna hyperfenylalaninemie <600

Tabulka 2: Presnéjsi rozdéleni fenylketonurie dle koncentrace fenylalaninu v krvi (Blau et al., 2011)

HODNOTY FENYLALANINU V KRVI

OZNACENI [umol/L]
klasicka PKU > 1200
sttedni PKU 900-1200
mirna PKU 600-900
mirna hyperfenylalaninemie <600

5.2 Genetika fenylketonurie

Jak jiz bylo uvedeno vyse, PKU je autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni. Tyka
se tedy prenosu genu na recesivni alele, ktera je na nepohlavnim chromosomu. Sledovany
znak se projevi pouze v ptipadé recesivniho homozygota. Heterozygoti jsou bez klinického

projevu a jsou pouze prenaseci tohoto dédicného onemocnéni. Je tedy 25% pravdépodobnost
14



onemocnéni, jelikoz ke vzniku recesivniho homozygota je zapotiebi dvou pienaseci —
heterozygoti (Kocarek, 2008).

Gen pro fenylalaninhydroxylasu je koédovan na chromosomu 12, konkrétné na
dlouhém raménku v pozici 23.2 (12923.2), vyznaceni lze vidét na obrazku Obrazek 8
(,,National Center for Biotechnology Information®, 2019). Tento gen koduje monomer 452
aminokyselin v jatrech a ledvinach (Scriver, 2007). Mutace na lokusu pro PAH je pfi¢inou
hyperfenylalaninemie. Dle vetejné piistupné databaze PAHvdb bylo k 13. tnoru 2019 znamo
1101 variant tohoto genu (,,BIOPKU*, 2019a). Délka genu je 90 kb a ma 13 exonu (Blau,
2016). Odchylky se vyskytuji ve vSech exonech, nicméné nejcastéji se vyskytuji v exonech 3,
6, 7 a 11 (,,BIOPKU", 2019a). NejcastéjSimi mutacemi tohoto genu je v 60 % piipadd
substitu¢ni bodova mutace, dale pak sestiihova mutace (14 %) a delece (14 %). V roce 2016
bylo v této databazi zapsano vice nez 10 000 pacientl s fenylketonurii, z ¢ehoz 55 % mélo
klasicky typ PKU, 27 % mélo mirnou formu a zbytek mél mirnou hyperfenylalalninemii
(Blau, 2016). V listopadu 2018 bylo vtéto databazi evidovano ptes 12 000 pacientd
s fenylketonurii (,,BIOPKU*, 2019b).

pl33 pla2 pl23  pl22 pl21 pn2 plll qll qi2 a2 a2 qk ars q211 q212 q21.3 q22 q23 qz24.1 242 q24.31

Obrazek 8: Chromosom 12 - vyznaéeni mista genu pro PAH (,,National Center for Biotechnology Information®, 2019b)

Pii poruse v metabolismu BH,4 jsou rovnéz dysfunkéni enzymy. Ty, stejné jako
fenylalaninhydroxylasa, jsou kddovany geneticky, ovSem jiZ na jinych genech, jejichz piehled

1ze najit v tabulce Tabulka 3.

Tabulka 3: Pfehled enzymii umozZiiujici biosyntézu a regeneraci BH,
(EC ¢isla z Expasy - https://www.expasy.org) (Gilbert-Barness et al., 2017)

NAZEV ENZYMU OZNACEN({ CHROMOSOM
GTP-cyklohydrolasa | EC 3.5.4.16 14
6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa EC4.2.3.12 11
sepiapterinreduktasa EC 1.1.1.325 2
dihydropteridinreduktasa EC15.1.34 4
pterin-4a-karbinolamindehydratasa EC 4.2.1.96 10
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6 Diagnostika

I ptes to, ze byla v roce 1934 znama souvislost mezi zvySenym obsahem sekundarnich
metabolitli fenylalaninu v moc¢i a mentalni retardaci u déti a bylo odvozeno, Ze se jednd o
autozomaln¢ recesivni dédi¢nou metabolickou poruchu, nebyl ovsem znam mechanismus a
samotna pricina této nemoci. Zpocatku bylo sice mozné fenylketonurii diagnostikovat pomoci
moce, nicmén¢ nebyl zadny jednotny a plosny piistup k co nejcasnéjsi diagnostice této
nemoci. Proto k v¢asné diagnostice dochazelo az v piipadech sourozencii, kdy u star$iho ze
sourozencl se projevily symptomy a az poté byl mladsi ze sourozencii podroben testliim
(Centerwall et Centerwall, 2000). I pii véasném odhaleni vSak az do roku 1954 byla
diagnostika téméf k nicemu, nebot’ nebyla uréena vhodna 1ééba (Bickel et al., 1954). Az
s odhalenim pravé pfi¢iny fenylketonurie — respektive s poznanim metabolické cesty
fenylalaninu, kterou popsal v roce 1953 doktor Geroge Jervis, bylo mozné vysvétlit dané
laboratorni a klinické nalezy téchto pacient. Tim bylo umoznéno zacit se zabyvat zplisobem

véasného testovani novorozenct, které by umoznilo véasnou diagnosu (Hanley et Tan, 2012).

6.1 Novorozenecky screening

Prvni zasadni zlom v diagnostice nastal pti vzniku Guthrieho testu. Oproti testu moci
chloridem Zelezitym byl totiz tento test efektivnéjsi, citlivéjsi a hlavné levngjsi. Co ovSem
bylo podstatné, kromé samotného testu, bylo i to, ze test se v USA zavedl plosné u
novorozenych déti. Tim se zavedla praxe, ktera je dnes znama jako novorozenecky screening
(NS) (Paul et Brosco, 2013). Jako prvni stanovili a zvefejnili pravidla tohoto screeningu pod
zastitou Svétové zdravotnické organizace Wilson a Jungner v roce 1968 (Lemonde et al.,
2015). Dnes se jiz screening nepouziva k véasnému odhaleni pouze fenylketonurie, ale i
dal§ich metabolickych ¢i jinych poruch. Toto spektrum si urcuje kazdd zemé zvlast a
k vybéru nemoci do novorozeneckého screeningu patii vice kritérii Vv zavislosti na
zdravotnickych, ekonomickych ¢i politickych faktorech jednotlivych regionti. Mezi hlavni
kritéria patii: zda-li je pfimy pfinos pro novorozence v piipadé brzké diagnostiky, da-li se
spolehlivé testovat, ma-li onemocnéni uc¢innou lécbu a je-li popsano, kdo a jak ma byt 1écen a
Vv neposledni fad¢ téz ndkladova efektivita (tj. ndklady na 1écbu pii v€asném podchyceni
versus pozdéjs§im podchyceni a néaklady na testovani) (,,ISNS — International Society for

Neonatal Screening*, 2019).

16



Jako prvni test v Ceské republice v ramci novorozeneckého screeningu, byla zafazena
prave fenylketonurie, a to v letech 1970-1972, kdy probihala prvni pilotni studie. Pravidelné a
celoplosné provadéni NS probihalo az od roku 1975. Jako dalSi zavazna nemoc Vv tomto
screeningu byla zavedena vrozena hypotyreosa, ktera, stejné jako PKU, byla do té doby
diagnostikovana pozd€ a rovnéz dochédzelo k nendvratnému mentalnimu postizeni. I ptes
obtiznost prosazeni tohoto druhého ploSného screeningu, kvili skepsi vyznamnych osobnosti
eské pediatrie a nedostatku materialniho zajisténi, se to podafilo a Ceskoslovensko v roce
1985 zaradilo tuto nemoc do NS. Nasledné byla pfidana kongenitalni adrenalni hyperplasie a
jako ,,posledni® pak cysticka fibrosa. Velky zlom nastal s technologickym pokrokem, protoze
se zavedla tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Ta dala moznost zvysit rozsah
screeningovych nemoci, protoze se déla komplexni rozbor spektra analytid. Od 1. 6. 2016
mame v novorozeneckém screeningu zahrnuto celkem 18 onemocnéni, které jsou diky tomu
vcas léceny (Votava et al., 2019a).

V Ceské republice neni povinnost provadét novorozenecky screening stanovena
v zdkonég, nicméné je provadén jako soucast zdravotni péce za podminek obsazenych v
zakoné €. 372/2011 Sb. (Zakon o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani).
Vznamné postaveni screeningu V poskytovani zdravotni péfe vSak potvrzuje vydani
metodického pokynu Ministerstvem zdravotnictvi, ktery doporucuje provedeni NS pro
kazdého novorozence v CR v ramci preventivni péde. Tento pokyn byl vydan ve Véstniku
06/2016 MZ (,Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky”, 2016) a jeho nedodrzenim
lékafem by bylo povazovano za postup ,,non lege artis.

Cetnost vyskytu fenylketonurie v Ceské republice je udavana 1:6500 (Votava et al.,
2019Db).

6.1.1 Novorozenecky screening PKU

Fenylketonurie byla diagnostikovana nejdiive pomoci FeCls v mo¢i (Guthrie et Susi,
1963). Zacatkem Sedesatych let 20. stoleti ovSem piiSel Robert Guthrie v té dobé
s revolu¢nim, vysoce citlivym testem v takzvané suché kapce krve (Grosse, 2015). Princip
Guthrieho testu spociva v tom, Ze se novorozenci odebere kapicka krve z paty na velmi savy
filtracni papir. Takto savy papir je tfeba predevsim proto, aby i velmi viskozni krev byla
viditelnd na obou stranach papiru rovhomérné. VysuSena kapka krve musi spliiovat urcité
rozméry a je autoklavovana po ur¢itou dobu, tak aby nebyl zni¢en fenylalanin. Vzorek je pak

umistén na misku s agarem, B-2-thienylalaninem a sporami Bacillus subtilis (Ehrenberg,
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1835). B-2-thienylalanin slouzi jako inhibitor rdstu dané bakterie a kompetuje s
fenylalaninem. Ve vysledku to tedy znamena, ze v ptipad¢ jeho nadbytku nad fenylalaninem
V agaru, nepozorujeme rust kolonii. Je-li naopak vyssi koncentrace fenylalaninu, bakterie jej
vyuzije jako substrat k riistu a vysledek testu poklddame za pozitivni na zvySenou koncentraci
fenylalaninu v krvi (Guthrie et Susi, 1963).

Velkou vyhodou tohoto testu bylo, Ze se dal vyuzit pro hromadny screening
novorozencul, nebot’ vzorek v podobé¢ suché kapky krve na Guthrieho karté (standardizovany
filtra¢ni papir) mohl byt odebran v nemocnici lékafem a nasledné zaslan do laboratoie (Blau
et al., 2011) Ddlezité bylo, ze vzorek krve byl odebran, jest¢ kdyz byl novorozenec
V nemocnici, coz umoziovalo velmi rychlou diagnostiku a posléze i nasazeni 1écby. DalSim
dalezitym aspektem bylo, ze kapka suché krve je oproti moci stabilni vzorek, ktery mohl byt
poslan do laboratofi. To vSe vedlo k Sirokému roz$ifeni uziti tohoto testu a jeho publicité
(Paul et Brosco, 2013).

S rozvojem technologii se vyvijely i nové metody, které by upiesnovaly hodnotu
vysledku. Mezi tyto metody patii naptiklad fluorescencni spektroskopie, vysokoucinna
kapalinovd chromatografie ale hlavné tandemovd hmotnostni spektrometrie. VSechny tyto
metody vyuzivaji rovnéz vzorek ve formé suché kapky krve na filtraénim papite, jako to bylo
u testu bakterialni inhibice doktora Gutrieho (Guo et al., 2017).

V dneSni dob€ se nejvice pouziva pravé tandemovd hmotnostni spektrometrie
(MS/MS). Zvysené hodnoty fenylalaninu v krvi mohou byt uréeny jiz po 24 hodinach po
narozeni (Vockley et al., 2014). Vyhodou tandemové hmotnostni spektrometrie je, Ze se jedna
o rychlou metodu, kterd& nam muize poskytnout spolehlivé a kvantitativni stanoveni
koncentrace aminokyselin i z malého mnozstvi krve nebo plasmy. Zaroven poskytuje malé
mnozstvi fale$né pozitivnich vysledkt diky moznosti proméfeni jak fenylalaninu, tak tyrosinu
a miZe nam tak poskytnout jejich pomér. Maximalni hodnoty si urcuji jednotlivé laboratote
zvlast. Pro urCeni pozitivniho vysledku na PKU se nejcastéji hrani¢ni hodnoty pohybuji od
120 pmol/L do 130 umol/L a pomér fenylalanin/tyrosin je vyssi nez 2. Odbér vzorkl kapicky
krve probihd mezi druhym a patym dnem Zivota novorozence. V USA probiha odbér vzorkl
mezi 24-48 hodinami véku (Blau et al., 2011). Oproti tomu v Ceské republice je stanoveno
v metodice vydané MZ CR, Ze odbér vzorki se méa provést mezi 48. az 72. hodinou po
narozeni ditéte (,,Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2016). Je nutno mit na paméti,
ze piili§ brzké odebrani vzorkil, mize mit za dusledek faleSné¢ negativni vysledek testu.

Nicméné je uzndvano, ze v 24 hodinach je screening pomoci MS/MS dostatecné piesny,
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obzvlasté je-li hladina fenylalaninu proméfovana spolu s pomérem fenylalanin/tyrosin (Blau
etal., 2011).

6.1.2 Diferencialni diagnostika

V ptipadé pozitivniho nélezu v ramci novorozeneckého screeningu dochéazi co
nejdiive k opétovnému testovani. Nastdva takzvana diferencidlni diagnostika, protoze se
zkouma piesna pii¢ina nemoci — tedy jestli za zpusobenou zvysenou hladinu fenylalaninu
muze deficit fenylalaninhydroxylasy nebo porucha syntézy / regenerace kofaktoru
tetrahydrobiopterinu. V téchto pozitivnich ptipadech se postupuje algoritmicky (Hoffmann et
al., 2006).

Rozpoznani pfi¢iny musi byt podroben kazdy novorozenec, jehoz hladina fenylalaninu
Vv krvi je vyS$§i nez 120pmol/L. Pfi zjiSténi zvySené hladiny fenylalaninu v rdmci NS, je nutné
pfeméfeni aminokyselin v plazmé. Vyjde-li fenylalanin v tomto opakovani v normalni
hlading, jednalo se o faleSn€¢ pozitivni test. Je-li hladina fenylalaninu zvySena zaroven
s tyrosinem, test aminokyselin v plazmé se musi znovu opakovat. V ptipad¢ vysledku vysoké
hladiny fenylalaninu ale nizké nebo normalni hladiny tyrosinu, dochazi k proméfovani suché
kapky krve na pteriny a aktivitu DHPR (dihydropteridinreduktasa). Pro diagnosu
fenylketonurie by hladiny pterinu a aktivita DHPR méla vyjit v normalnich hodnotéach.
Druhou moznosti je, ze hodnoty pterini vychdzeji normalni (pfipadné¢ mirné zvySeny
biopterin), avSak aktivita enzymu DHPR je sniZend. V tomto piipadé se jedna tedy o deficit
enzymu DHPR. Posledni moznym vysledkem je, Ze aktivita enzymu DHPR je v normé,
nicméné hladiny pterinti vychazi abnormalng. Jsou-li hladiny neopterinu a biopterinu snizené,
jedna se o deficit enzymu GTPCH (GTP-cyklohydrolasa 1). O deficit enzymu PTPS
(6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa) se jedna v piipadé, ze hladina neopterinu je vysoka,
naopak biopterin je nizsi. Je-li naopak biopterin v norm¢ (ptipadné mirné€ zvySen) ale zaroven
je jesté zvySen primapterin jedna se o deficit PCD (pterin-4a-karbinolamindehydratasa). Cely
tento algoritmicky postup je znazornén na obrazku Obrazek 9 a zndzornéni hladiny
jednotlivych deficiti je v tabulce Tabulka 4. Diagnostikovani deficitu jednotlivych enzymd je
dilezité pro nasazeni spravné 1éCby, ktera se pro kazdy deficit enzymu 1isi (Opladen et al.,
2011).
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Tabulka 4: Uréeni piesné pii¢iny deficitu enzymu dle hladin neopterinu, biopterinu a primapterinu (Blau et al., 2003;
Zurfliih et al., 2005)

DEFICIT ENZYMU NEOPTERIN BIOPTERIN PRIMAPTERIN
GTPCH l l normalni
PTPS 1 1 normalni
PCD 1 stfedni - 1 )
DHPR normalni 1 normalni

Diferencidlni diagnostika byla nejcastéji provadéna zjiStovanim neopterinu a
biopterinu v mo¢i. Ovsem v roce 2005 byla vytvofena nova metoda, ktera stanovuje hladinu
neopterinu, biopterinu a pterinii v suché kapce krve na filtraénim papife. Hlavni vyhodou
vyuziti suché kapky krve je to, ze je se vzorky daleko lepsi manipulace a jde o méné

nakladnou metodu, zaroven k vice testim poslouzi jedna karta se suchou krevni kapkou.

ZvySeny fenylalanin
(novorozenecw screening)
amlnokyselmy
/ (plasma) ﬁ
fenylalanin 1 fenylalamn ) fenylalanin
tyrosin nomini - | tyrosin 1 normainf

l ~~ = pteriny - normélni

Pteriny DHPR-nomdinl N

(sucha kapka krve / mot) deficit PAH

DHPR \ (fenylketonurie)
(suché kapka krve)
pteriny £ normaini
DHPR | \
v

deficit DHPR faleéné pozmvnf
pteriny abnormaini neopterin normainf vysledek NS

DHPR normalin( biopterin normaini - 1
deficit GTPCH deficit PTPS
neopterin | neopterin ¢ deficit PCD
biopterin | biopterin | neopterin 1
biopterin normalni - |
primapterin

Obrazek 9: Algoritmické schéma postupu diferencidlni diagnostiky pFi zvySenych
hodnotich fenylalaninu v novorozeneckém screeningu (Opladen et al., 2011)
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Z krevni kapky je neopterin a biopterin vyluhovan, deproteinizovan a nasledné¢ zméfen
reverzni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou detekci. Koncentrace

biopterinu a neopterinu z krve jsou stanoveny vypo¢tem dle mnozstvi hemoglobinu ve vzorku

(Zurfliih et al., 2005).
6.1.3 BH, loading test

BH, loading test je jednou z alternativ pro diferencialni diagnostiku. Tento zatézovy
test patii ke star§im zptsobim, jak urCit pacienty s deficitem pro kofaktor BH,. Oproti
nepouzivaji z divodu nedostupnosti syntetického BH,4. Zpasob provedeni tohoto testu se
velmi lisi. Mize se jednat jak o 24 hodinové testy tak o nékolikatydenni testy s dennim nebo
tydennim prométovanim hladiny fenylalaninu (Blau et al., 2011).

V podstaté se jednd o peroralni podani BHi, kdy toto podani nesnizi vyrazné
koncentraci fenylalaninu v plazmé u novorozencu s fenylketonurii, ale naopak rychle
upravuje hladinu fenylalaninu u pacientd s deficitem pro tento kofaktor. BH4 loading test ma
okamzit¢ UCinky, proto je tfeba, aby byl provadén u novorozenct, jejichz koncentrace
fenylalaninu v plazmé je vice nez 400 pumol/L. Pfi nizSich koncentracich je nesnadné urcit,
zdali test ma dostate¢ny Gcéinek, a proto se vyuziva kombinovaného testu, pii némz je zaroven
podavan i fenylalanin. V ramci tohoto testu jsou analyzovany pteriny v moc¢i a aminokyseliny
Vv plazmé, a to béhem pravidelnych ¢asovych tGseku (1, 4 a 8 hodin pro plazmu, 4-8 hodin pro
moc¢) po podani davky BH4 20 mg/kg hmotnosti pacienta pul hodiny pfed normalnim jidlem.
V ptipad¢ podavani i fenylalaninu (100 mg/kg) dochazi k odbéru vzorki ¢astéji, a to jak pied
tak 1 po jeho podani. BHy se v tomto ptipad€ podava az dv€ hodiny po davce fenylalaninu.

Je-li koncentrace fenylalaninu po podani tetrahydrobiopterinu nizkd a zaroven
koncentrace tyrosinu stoupla, jedna se o deficit BHy. U Kklasické fenylketonurie jsou

koncentrace fenylalaninu a tyrosinu beze zmén (Hoffmann et al., 2006).

6.2 Prenatalni diagnostika

Moznosti diagnosy fenylketonurie v pribéhu téhotenstvi jsou mozné, ale byvaji
vyuZzivany jen velmi zfidka. Mezi tyto moZnosti patii odbér choriovych klkia (CVS) a
amniocentéza a v obou piipadech se provede nasledna DNA mutac¢ni analyza. Ob¢ tyto

metody patfi mezi invazivni. Amniocentéza se provadi v pozdé€jsim obdobi téhotenstvi, i tak
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je ovsem v téchto dvou ptipadech upfednostiiovana, protoze je zde mensi bezpecnostni riziko
a snadnéjsi odbér vzorkd nez v ptipadé odbéru choriovych klka. Nicméné prvni metoda zas
poskytuje vysledky dfive, protoze se oproti amniocentéze provadi v prvnim trimestru
téhotenstvi (Cruz et Koch, 2001).

CVS je jedinym diagnostickym testem v prvnim trimestru a provadi se mezi 10. a 14.
tydnem téhotenstvi. Vzorek se odebira z placenty pod ultrazvukem specialni jehlou pro
naslednou mutacni analyzu. Nevyhodou tohoto testu je, Zze v1 % az 2 % ptipadit muze
poskytovat falesné vysledky. Amniocentéza se podoba vysetieni CVS, ovSem provadi se az
V druhém nebo tfetim trimestru po 15. tydnu te¢hotenstvi. Opét se jedna o metodu invazivni,
kdy se pod ultrazvukem specialni jehlou odebere vzorek amniové (plodové) vody. Ta je pak

nasledné opét poslana k dal$imu testovani (Carlson et Vora, 2017).

6.3 Fenylalanin loading test

V piedchozich kapitolach bylo zminéno, Ze kofaktor BH4 je nezbytny pro funkci i
dalsich enzymi, nez je fenylalaninhydroxylasa. V pfipad¢ jeho deficitu tak muze dojit
k nedostatecné syntéze monoaminovych neurostrasmiterd (dopamin, serotonin). Jejich
nedostatek se miZze projevit jako Segawlv syndrom, jinak také DRD nebo
dopamin-responzivni dystonie (Hoffmann et al., 2006). V tomto ptipadé se jedna o poruchu
GTPCH a projevuje se Spatnou chuizi kvili dystonii koncetin (abnormalni svalové napéti).
Tato dystonie se mize pienést i do dalSich koncetin, stejn¢ tak se miize projevit ties pii psani
¢i nekteré z piiznakt Parkinsonovy choroby (Opladen et al., 2010). Tento test proto muze
poslouzit k rozeznani nemoci u téchto nejasnych dystonickych poruch hybnosti. Princip testu
spo¢iva v podavani fenylalaninu (100 mg/kg) a nasledné analyze plazmy po 1., 2. a 4. hoding
od podani fenylalaninu. Hladina fenylalaninu by v plazmé méla byt na maximu asi hodinu po
podani a pak kontinudln¢ klesat v ¢ase diky jeho metabolizaci na tyrosin. Jestlize je vzrast
koncentrace tyrosinu opozdén spolu s pomalej§im vzestupem a naslednym pomalejSim
poklesem koncentrace fenylalaninu, znaci to sniZzenou hydroxylaci fenylalaninu. OvSem jestli
jde o poruchu PAH nebo BH, z testu neni mozné posoudit. Dal$i rozliseni by se muselo
provést s navazujicim BHy loading testem (Hoffmann et al., 2006). Dnes uz ovSem tento test

neni zapotiebi, nebot’ jsou k dispozici jiné diagnostické metody (Blau et al., 2011).
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/ Symptomy a mozna patofyziologie

centralni nervové soustavy V obdobi vyvoje mozku z diivodu vysoké hladiny fenylalaninu.
(Svacina et al., 2008). Dité se rodi bez zjevnych piiznaki nemoci. PKU lze diky této
asymptotické fazi rozpoznat jen na zdkladé¢ zvySené hladiny fenylalaninu v krvi. Diky
nedostatku PAH se fenylalanin, pfijimany z proteinti z jidla, hromadi v séru, v mozkomi$nim
moku a v mozku. Zapojuji se vedlejsi metabolické cesty a kyselina fenylpyruvatova mize byt
detekovana mezi druhym az tficatym ¢tvrtym dnem véku novorozence (Menkes et al., 2006).
Uplné jako prvni symptom je podivny zapach modi. Mezi dalsi prvni projevy tohoto
onemocnéni patii zvraceni a podrazdénost, které se projevi kolem druhého mésice Zzivota.
Pozdé¢ji, kolem c¢tvrtého az devatého mésice po narozeni se zacne projevovat opozdény vyvoj
mozku. V pfipadé klasické fenylketonurie dochazi k tézkému poskozeni mozku, jehoz
dasledkem je 1Q nizsi nez 50 a s tim napiiklad souvisejici nemoznost naucit se mluvit. Jesté
pred rokem a pil véku ditéte se projevuji zachvaty a v pozd¢jsi dobé se projevuji rovnéz kiece
a epileptické zachvaty. Neméné obvyklymi symptomy jsou autismus nebo hyperaktivita. Dale
muze byt pfitomen svalovy tonus v dolnich koncetinich a jemny tfes natazenych rukou
(Paine, 1957; Partington, 1961). Z koznich projevi nemoci mizeme zminit, ze z divodu
nedostatku tyrosinu vznika téz niz$i produkce melaninu. Projevem tak je svétla barva kiize a
pacienti jsou citlivi na slunce. V oblasti tvafi jsou Casté projevy atopické dermatitidy. Dalsi
pfiznaky mlZou byt sklerodermie, akrocyanosa ¢i hyperhydrosa (Cetkovska et al., 2010;
Partington, 1961). Jedna-li se o piipad ditéte, jehoz matka je postizena PKU a jeji hodnoty
fenylalaninu béhem téhotenstvi ptesahovaly 1200 pumol/L, je plod rovnéz zasazen. Témef
nevyhnutelné je postizeni mozku s mentalni retardaci a mikrocefalie (Menkes et al., 2006).

Byla zjisténa také korelace u déti, které byly podrobeny vcasné 16¢bé dietou, Ze béhem
vyvoje kazdych 100 pmol/L fenylalaninu navic snizuje 1Q o 1,3-3,1 bodt (Waisbren et al.,
2007). Nicméné po desatém roku véku ditéte je jeho IQ relativné stabilni (Peter Burgard,
2000).

Naopak Vv piipadé podchyceni onemocnéni vcas, ale pfi nasazeni Spatné diety, mize
dochdzet k Casnym projeviim deficitu fenylalaninu, mezi které patii napiiklad hmotnostni
ubytek, problémy s krmenim a kozni projevy (Svacina et al., 2008).

Bylo zjiSténo, Ze i pies striktni dietni 1écbu u pacientli s fenylketonurii mohou byt
pfitomny nékteré ze symptomu. Napiiklad pfi1 méteni inteligence dosahovali niZ§ich bodl nez

zdravi jedinci, dile méli pomalejsi jemnou motorickou funkci, problémy s pozornosti,
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wev

al., 2005; Moyle et al., 2007). V ptipadé prerusené 1écby se pak dostavily jiné ptiznaky, jako
je zhorSena porucha pozornosti, fobie, nizsi prah frustrace nebo situacni deprese (P. Burgard
et al., 1994; Weglage et al., 1992). Pieruseni 1é¢by vede ke zhorSeni psani a ¢teni ¢i porucham
soustfedéni a jinym behaviordlnim porucham, nicméné jsou reverzibilni a tyto deficity jsou
relativné slabé (Channon et al., 2007; Svacina et al., 2008).

Jak bylo vyse feCeno, mezi hlavni symptomy fenylketonurie patii t€¢Zké neurologické
poskozeni. Mezi poskozené oblasti mozku patii naptiklad corpus callosum a corpus striatum.
Jak ptesné je poskozeni zplisobeno, dodnes neni uplné objasnéno. Nicméné hlavni hypotézou
je, Ze fenylalanin a jeho metabolity pisobi neurotoxicky (Schuck et al., 2015). Zmény mozku
jsou nespecifické, postihuji jak bilou tak Sedou hmotu a podili se na nich tfi typy zmén. Mezi
tyto zmény patii omezeni riistu mozku a s nim spojena redukce dendritického vétveni a pocet
synaptickych spojeni, dale poruchy myelinizace, hlavn¢ tam, kde probiha postnatalni
myelinizace a také hypopigmentace substantia nigra, kterd ovSem neni zptisobena defektem
tyrosinasy (Menkes et al., 2006).

Bylo zjisténo, ze jednou z moznych pticin tohoto poskozeni je zvySeni propustnosti
biologickych membran, coz ovliviluje fenylalanin svou agregaci uvnitf membrany, piipadné
ve form¢& dimeru, ktery se shlukuje v tubularnich strukturach. VéEtsi peptidy fenylalaninu
rovnéz vykazuji funkci jako membranové kandly. Podstatou je, Ze membrany fidi distribuci
jednotlivych chemickych latek. Tato kontrola je diilezitd pravé i pro nervové bunky, protoZe
se podili na fizeni jejich elektronového transportu v metabolismu a zaroven 1 signalizaci.
Zvysena propustnost membrany diky fenylalaninu tak mlze byt jednou z pfi¢in symptomu
PKU (Perkins et Vaida, 2017). Naptiklad v kortikalnich neuronech méni fenylalanin
plazmatickou membranu tak, ze snizuje koncentrace volného vapniku uvniti buniky (Yu et al.,
2007).

Pii zvySenych hodnotach fenylalaninu dochdzi k nasyceni pifenaSeCe LNAA na
hematoencefalické bariéte. Nedochazi tak k transportu ostatnich aminokyselin, které jsou
transportovany timto prenaseCem. Jejich koncentrace v mozku je sniZzend, a to pfispiva
K naruseni spravné syntézy proteinti v mozku, nicmén¢ neni to kli¢ové. U vyvinutého mozku
dochazi k ¢aste¢nému doplnéni aminokyselin rozpadem jinych bilkovin. OvSem u mozku ve
vyvoji v raném postnatalnim obdobi nemusi byt syntéza dostateéna vzhledem k rustu (Smith
et Kang, 2000). Knaruseni syntézy proteini dochazi pii hladiné¢ fenylalaninu nad

600-800 pmol/L. Probihd i v dospélosti, proto je vhodné 1é€bu dodrzovat po cely zivot
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pacienta (Hoeksma et al., 2009). Bylo zjisténo, ze pti porovnani homozygotnich (s PKU) a
heterozygotnich mysi dochazi k odligné expresi 21 proteintl. Ctyfi z téchto proteinti byly
produkovany v nadmérném mnozstvi, u zbylych 17 byla exprese naopak nizsi. Tyto proteiny
maji velky vyznam na fyziologii mozku, tykaji se naptiklad zhorSené bioenergetiky v ném a
horsi neurotransmise. Konkrétné nizsi produkce proteinid Syn2 a Dpysl2 mohou zpiisobit nizsi
synaptickou plasticitu a zaroven snizeny rist axonti. To vSe by mohla byt té¢Z jedna z pficin
symptomu u pacientt s fenylketonurii (Imperlini et al., 2014).

Zaroven fenylketonurie je spojena s oxidativnim stresem. Bylo zjisténo, Ze vysoké
hladiny fenylalaninu poskozuji DNA, proteiny nebo lipidy (Sitta et al., 2009). Rovnéz je
snizena antioxidacni ochrana oproti pacientim s PKU, ktefi striktné dodrzuji svou dietu
(Schulpis et al., 2003).

V kapitole 4.3 bylo vysvétleno, Ze s metabolismem fenylalaninu jsou tzce spojeny
metabolismy dalSich aminokyselin. Vysoké koncentrace fenylalaninu pii fenylketonurii jsou
spojeny s nedostatkem serotoninu a dopaminu (Pascucci et al., 2002; Sawin et al., 2014).
V ptipadé nedostatku dopaminu vykazuji pacienti neurologické ptiznaky Parkinsonovy
choroby. V disledku vy€erpani kapacity transportniho systému hematoencefalické bariéry
kvuli nasyceni fenylalaninem nedochazi k transportu tyrosinu. Vzhledem k tomu, ze tyrosin je
prekurzorem dopaminu, dochazi tak k jeho znacnému snizeni. Dopamin se ucastni dulezitych
funkci v mozku tykajicich se kognitivnich funkei, nalad a pohybu. Mezi ptiznaky, které se
projevily u pacienti s pteruSenou 1é€bou PKU, patii predev§im tfes ¢i snizena hybnost
obli¢ejového svalstva (Velema et al., 2015).

Nedostate¢na hladina serotoninu, pfipadné jeho prekurzoru 5-hydroxytryptofanu, také
muze hrat vyznamnou roli v neurologickych procesech. Tento neurotransmiter slouZzi i jako
prekurzor melatoninu. Serotonin v mozku ovliviiuje jak naladu, tak chut’ k jidlu nebo spanek
ptipadné i chovani (Walther et Bader, 2003). Také se ukazuje, Ze muze hrat svou roli
v kognitivnich funkcich, jako je pamét nebo uceni (Cowen et Sherwood, 2013). Melatonin,
jehoz syntéza je regulovana stiidanim svétla a tmy, je ve tmé v maximu. Tento hormon
ovliviiuje cirkadialni rytmy. Pfedev§im se jedna o spankovy rytmus (Karasek et Winczyk,
2006), dale neuroendokrinni rytmus a také ma vliv na télesnou teplotu (Tordjman et al.,
2017). Melatonin muze byt rovnéz zapojen do vyvoje plodu, a to pfimym vlivem na placentu,
protoze ovliviiuje uvoliovani lidského choriového gonadotropinu (lwasaki et al., 2005) ¢i

rozvoj glii a neuront (Niles et al., 2004).
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Co se tyce metabolismu lipidd, bylo zjisténo, ze hodnoty lipoproteinti v Séru pacienti
s fenylketonurii vykazuji jiné hladiny. Konkrétné¢ se jedna o niz$i hodnoty celkového
cholesterolu, HDL, LDL a apolipoproteint A-1 / A-II a B. Byli proméFovani détsti pacienti a
bylo zjisténo, Ze ti, ktefi patfili pod klasickou PKU, méli vice potla¢enou syntézu lipoproteinti
nez ti, ktefi patii do skupiny hyperfenylalaninemie. Nicmén¢ hladina fenylalaninu neméla na
hodnoty vliv. To, jak moc byla syntéza potlacena, zaviselo na klinickém fenotypu. U
pacientd, ktefi nem¢li prakticky zadnou aktivitu PAH, byla syntéza potlacena vice (Nagasaka
et al., 2014). Studie na mySich prokazala, Ze se sniZzenou syntézou souvisi enzym
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-reduktasa (HMGR), ktery pravé reguluje rychlost této
syntézy. Zkoumaly se casti predniho mozku, zadniho mozku a jater. Zadni mozek nebyl
fenylketonurii postizen, nicméné pfedni mozek byl hypomyelizovan a oproti poctu glii pro
expresi bazického proteinu myelinu (MPB), byl pocet glii pro expresi HMRG zna¢né sniZen
(Shefer et al., 2000).

Zkoumaly se také neurotoxické vlivy fenylalaninu na bioenergetiku. Enzym
kreatinkinasa in vitro je inhibovan fenylalaninem. Rovnéz in vivo, na mozku potkant, bylo
uréeno, ze zvySeny fenylalanin sniZzuje reaktivitu kreatinkinasy. Tento enzym se vyrazné
podili na energetické homeostdze mozku tim, ze katalyzuje reverzibilni ptrenos fosfatové
skupiny z kreatinfosfatu na ADP za vzniku ATP. Inhibice kreatinkinasy u fenylketonurika tak
muze byt mechanismem neurotoxicity fenylalaninu, kterd vede k neurodegeneraci a ztraté
neurontt v mozku (Costabeber et al., 2003). Dulezitou roli energetického metabolismu 1ze
vidét i1 v pripadé mateiského syndromu PKU (viz kapitola 8.1). Pii pokusech na samicich
potkant, kterym byl podavan kreatin a pyruvat, bylo zjisténo, Ze tyto latky maji preventivni
ucinek proti tomuto syndromu. Potomci se nenarodili s hmotnostnim ubytkem, rovnéz
netrpéli ibytkem hmotnosti mozkové kiry a hipokampu. Podavani kreatinu a pyruvatu béhem
biezosti a laktace samic potkanl zabranilo snizeni aktivity kreatinkinasy, kterou fenylalanin
ve vysoké koncentraci zpisobuje (Bortoluzzi et al., 2014). Zvysené hodnoty fenylalaninu maji
také vliv na inhibici pyruvatkinasy. Glykolyza je hlavni cestou pro ziskani energie v mozku.
Fenylalanin, dle studie in vitro na mozcich potkanti, snizuje aktivitu pyruvatkinasy zhruba o
20 %. Stejné tak snizuje vyuziti glukézy az o 40 % a uvoliovani laktatu o 30 %. Naopak
zvySuje hodnotu ADP v mozku. Tomuto efektu dobfe kompetuje alanin, ktery ale sim na
aktivitu pyruvatkindsy nema vliv. Timto se sniZzuje energetickd produkce v mozku. To vSe
naznacuje, ze u fenylketonurickych pacientii mize byt tato rovnovdha naruSena a zaroven

moznym mechanismem jejich neurologické dysfunkce (Liitz et al., 2003).
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8 Lécba

I ptes diagnostikovani fenylketonurie nebyla az do roku 1954 k dispozici Zadn4 1écba.
Jako prvni s principem 1é¢by ptisli Horst Bickel, John Gerrard a Evelyn Hickmens. Ti zjistili,
ze pii podavani specialniho kaseinového hydrolyzatu bez fenylalaninu jako hlavniho zdroje
aminokyselin dvouletému ditéti, se vyrazné zlepsil jeho mentalni i biochemicky stav. Naopak
byl-li zatazen opét fenylalanin ve vysokém mnozstvi, doslo opét ke zhorSeni jeho stavu
(Bickel et al., 1954).

Diilezitou podminkou pro uspésnou lécbu je vcasné odhaleni a podchyceni tohoto
onemocnéni. To je zarueno novorozeneckym screeningem. Lécba tedy spociva hlavné v
dietetické terapii, kterd je celozivotni, nicméné jeji striktni dodrZzovani je predev§sim b&hem
vyvoje mozku. Tato dieta se sklad4 ze tfi zakladnich casti. Prvni je omezeni pfirozenych
proteind ze stravy, ale zdroven zabezpeceni dostate¢ného piisunu celkovych proteind, a to
hlavné¢ bez fenylalaninu. Jako posledni je dilezity i fenylalanin sdm o sob¢, jeho urcitd davka
V potrave je pro spravny vyvoj nutnd. Mezi suroviny, které jsou absolutné¢ vylouceny, protoze
obsahuji vysoky podil fenylalaninu, patii maso, mléko, obiloviny a vejce. Dieta se tak sklada
predevsim ze zeleniny, brambor, rostlinnych oleji a $krobd, ptipadné ovoce, které je ale nutné
pfijimat v pfesném mnozstvi. K sestaveni spravné diety je nejprve nutné urcit potiebu
celkovych protein. Ta se ur¢i jako pocet gramt na kilogram hmotnosti pacienta. Potfeba

celkovych proteint dle obdobi vyvoje je popsana v tabulce Tabulka 5 (Svacina et al., 2008).

Tabulka 5: Potfeba celkovych proteint dle vyvojového obdobi (Svacina et al., 2008)

. CELKOVA POTREBA PROTEINU
OBDOBI

[9/kg]
kojenec 2,2-2,5
batole 2-2,2
predskolak 1,1-15
Skolak 0,9-1

Dalsi dilezitou ¢asti pro sestaveni diety je urCeni miru tolerance fenylalaninu. Tato
hodnota je dulezitd, nebot je potieba pfijimat pro spravnou podporu syntézy proteinil
maximalni moZnou davku pfirozenych proteind. Hodnota tolerance fenylalaninu zavisi na
mnoha faktorech — od zavaznosti onemocnéni (fenotypu), pfes pomér katabolismu a syntézu

proteind po pifijem energie ¢i ddvky nahrazek L-aminokyselin bez fenylalaninu. Je tfeba brat
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V potaz, Ze tato hodnota se mize ménit pravé na zakladé nekterého z téchto faktorti a je tieba
tuto toleranci pireméfovat (MacLeod et al., 2009). Fenylalaninova tolerance na zaklad¢
podrobnéjsiho rozdéleni fenotypt je popsana v tabulce Tabulka 6, na zakladé véku a télesné

hmotnosti je popsana v tabulce Tabulka 7.

Tabulka 6: Hodnota tolerovaného fenylalaninu na zikladé fenotypu PKU (Blau et al., 2011)

HODNOTA TOLEROVANEHO FENYLALANINU
FENOTYP PKU

[mg/kg/den]
klasicka PKU <20
sttedni PKU 20-25
mirna PKU 25-50
mirnd hyperfenylalaninemie > 50

Tabulka 7: Zakladni tolerované mnozZstvi fenylalaninu v zavislosti na véku a télesné hmotnosti (dle Bohlese) (Svaina
et al., 2008)

VEK HMOTNOST FENYLALANIN FENYLALANIN
[ka] [ma/kg] [mg/den]
1 mésic 3 45 135
3 mésice 4 45 180
6 mesictu 6 40 240
1 rok 8 35 280
3 roky 15 20 300
6 let 20 15 300

Z téchto dvou hodnot se nasledné uré¢i mnozstvi prirozenych proteind, které obsahuje
tolerované mnozstvi fenylalaninu. Déle se stanovi energetické potfeby a jejich hrazeni
Z neproteinovych zdroji. U novorozencl to probihd tak, ze je-li tfeti den po porodu u
novorozence namétena vysoka hladina fenylalaninu, pokracuje se v kojeni, nicméné jen 5x
denné a zbytek je doplnén mléénym dokrmem bez fenylalaninu. Hodnota fenylalaninu se
kontroluje tiikrat tydné a v ptipad¢€ udrzujicich se vysokych hodnot se zvySuje podil umélé
nahrazky bez fenylalaninu (Svacina et al., 2008). Celou situaci ovSem komplikuje fakt, ze
doposud neni piesné znamo, jaky je optimalni piijem L-aminokyselin a jakd by byla vhodna
suplementace aminokyselin bez fenylalaninu pro pacienty s fenylketonurii, nebot' neni

dostate¢né mnozstvi adekvatnich udaji ze studii (Yi et Singh, 2015).
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Takto stanovenou dietou se udrzuje hladina fenylalaninu v krvi na optimalni hodnotg.
U déti odpovidé rozmezi 120-300 pmol/L, u mladistvych 300-600 umol/L a u dospélych
600-900 pmol/L (Svacina et al., 2010).

V piipadé pozdé diagnostikovanych pacienti s PKU (déti od tiettho meésice do
sedmého roku veku) se i tak nasazuje dieta s nizkym piijmem fenylalaninu. Zde existuje
nad¢je na zlepseni intelektualni vykonnosti, nicméné mira zlepSeni je také zavisla na véku a
IQ v dob¢ zacatku 1é¢by (Grosse, 2010). I u neléCenych pacientt (pacienti neléceni do 7 let) je
vhodné zacit s pozdni dietni 1écbou. Ukazalo se, ze i u téchto pacientli dochazi ke zlepSeni
nékterych symptomtt PKU — patii mezi to naptiklad lepsi koncentrace, nalada ¢i bdé¢lost

(Fitzgerald et al., 2000).

8.1 Mateiska fenylketonurie

V ptipadé Zeny, ktera trpi onemocnénim, je tieba piedchazet takzvanému matetskému
syndromu fenylketonurie. Vysokd hladina fenylalaninu béhem tehotenstvi totiz plsobi
teratogenné. Tyto déti se tak rodi s mikrocefalii, s mentalni retardaci ¢i srde¢nimi vadami,
dale pak s poruchami kognitivnich funkci ¢i nitrodéloznimi ristovymi poruchami (Gambol,
2007). Bylo zjisténo, Ze vrozené srde¢ni choroby maji vyssi pravdépodobnost vyskytu se
zvySujici se hladinou fenylalaninu v krvi nastavajici matky (Levy et al., 2001). Bylo tedy
potvrzeno, ze ke snizeni pravdépodobnosti vyskytu symptoml mateiské fenylketonurie je
potieba dodrzovat dietu béhem téhotenstvi (Platt et al., 2000). Uréené hodnoty pro optimalni
vyvoj plodu jsou vétSinou ureny mezi 120 umol/L az 360 pmol/L (Rouse et Azen, 2004;
Waisbren et Azen, 2003).

Matetska fenylketonurie vyZzaduje tedy specialni piistup k dieté. Jiz pted pocetim je
tieba, aby budouci matka dodrzovala dietu jesté piisnéji. Je tieba, aby v krvi téhotné Zeny
s PKU ¢i hyperfenylalaninemii nebyla hladina fenylalaninu vyss§i nez 300 umol/L. Jestlize
Zena ale dietu jiz dodrZuje pfisné 2—3 mésice pied pocetim a hladinu fenylalaninu udrzuje pod
250 umol/L, je progndza déti téchto matek velmi dobrd. V druhé poloviné téhotenstvi
tolerance vuci fenylalaninu stoupa, nebot’ se zapojuje jaterni fenylalaninhydroxylasa plodu
(Svacina et al., 2010). V piipad¢ neplanovaného téhotenstvi je tfeba zacit s nasazenim co
nejdiive. Jedna se o vyznamnou redukci potravin s fenylalaninem a dodavani nouzovych
davek ndhrazek aminokyselin bez fenylalaninu, dokud se hladina fenylalaninu neustali na

pozadované hladiné. Je tfeba zminit, Zze nekontrolovana hladina fenylalaninu
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(nad 600 pmol/L) béhem prvnich deseti tydnti t€hotenstvi se stava pro dité velkym rizikem

Vv podob¢ jiz zminénych symptomu (van Wegberg et al., 2017).

8.2 Lécba v pripadé deficitu enzymi pro BH,

Je-li n¢éktery z enzymi pro syntézu nebo regeneraci tetrahydrobiopterinu nedostatecné
¢1 uplné nefunkcni, je tieba specifikovat 1é€bu maligni formy PKU piesné dle nefunkéniho
enzymu. Existuji totiz rozdily v nasledné nahrad¢ jednotlivych a dulezitych prekurzorii
(Opladen et al., 2011). Lécbu poruchy tetrahydrobiopterinu je tieba zacit, stejné jako u
klasické hyperfenylanalinemie, co nejdiive. Lécba spociva rovnéz ve sniZzeni hladiny
fenylalaninu v krvi, ovSem zde je zapotfebi nahrada chybéjicich neurotransmiterd. To je
dosazeno vhodnou dietou, nahradou BH; a vpodavani L-DOPA, Carbidopa,
5-hydroxytryptofanu pfipadn¢ také MAO-B inhibitoru. U pacientd, ktefi maji poruchu
(nedostatek) DHPR, musi rovnéz dochazet k nahradé¢ folinové kyseliny (Longo, 2009).

MAO inhibitory znemoziuji funkci monoaminoxidas, které jako jeden z uceli maji
rozklad neurotransmiterti dopaminu a serotoninu. Tyto inhibitory tedy neptimo zvySuji jejich
uginek. Casto se tak pouZivaji 1éky na jejich bazi k 16¢bé deprese. Tyto 1éky ovsem také svym
ucinkem zvysuji hladinu noradrenalinu a adrenalinu v perifernich tkanich, a proto pfi jejich
uzivani hrozi riziko hypertenze (Wong et Licinio, 2004).

U deficitu DHPR musi dojit k nahradé L-DOPA, Carbidopa, 5-hydroxytryptofanu, a
folinové kyseliny. Dale je zapotiebi dodrzovat dietu. Davkovani je rozdéleni do 3—6 davek
denn¢ az na folinovou kyselinu, ktera je davkovana maximalné ve 2 davkach za den. Velikost
jednotlivych davek se pak 1isi s vékem. Deficit GTPCH a PTPS je hrazen pomoci L-DOPA,
Carbidopa, 5-hydroxytryptofanu a na rozdil od DHPR je podavan i BH4 a nenahrazuje se
folinova kyselina. U SR dochazi k podobné¢ medikaci jako u DHPR a GTPCH, ovSem neni
dodavana ani folinova kyselina ani BHs. Oproti tomu deficit PCD je suplementovan pouze
BH,. Prehled medikace a suplementace je vidét v tabulce Tabulka 8. Davkovani se lisi dle
veéku a ten je rozdé€len na tfi kategorie, a to novorozenec, dit¢ do véku 1-2 let a nasledné
pacient od 1-2 let (Blau et van Spronsen, 2014).

Pti uzivani suplementace BH, Vv dlouhodobém horizontu mtze dojit k vyraznému
uvolnéni dietni restrikce. U pacientl se ukazalo, Ze fenylalaninova tolerance se zvysila 2—3X.
U nékterych dokonce umoznila pfijem potravin s vysokym obsahem bilkovin, ovSem toto

neplatilo u vSech pacientd, ti museli nadéale sviij pfijem bilkovin omezit, jiz ale ne v tak velké
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mife (Burlina et Blau, 2009, s. 4). V Ceské republice je BH, (sapropterin dihydrochlorid)
registrovan pod nazvem Kuvan a je podavan pravé pacientim s prokazanym deficitem

tetrahydrobiopterinu (,,Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv*, 2010).

Tabulka 8: Prehled medikace p¥i deficitu jednotlivych enzymi (Blau et van Spronsen, 2014)

Enzym DHPR GTPCHPTPS  PTPS  pep SR
(mirnd)
L-DOPA L-DOPA BH, BH, L-DOPA
Carbidopa Carbidopa Carbidopa
Medikace
5-hydroxytryptofan 5-hydroxytryptofan 5-hydroxytryptofan
folinova kyselina BH,

8.3 Alternativni zpiisoby 1é¢by

8.3.1 Genova terapie

Zkoumanou moznosti alternativni 1é¢by je genova terapie. Jako pokus byl pouzit
vektor rekombinantniho adeno-asociovaného viru (rAAV) na mySich s PKU, ktery byl
zaveden do jater injek¢éné pres zilu. Koncentrace fenylalaninu klesly na normalni hodnoty po
dvou tydnech od aplikace v nezavislosti na pohlavi jedince. Aktivita enzymu PAH dosahovala
v celych jatrech myS$i normalnich hodnot a nebyla pozorovana hepatotoxicita ani
imunologicka odpovéd (Ding et al., 2006; Oh et al., 2004). V piipad¢é dlouhodobé studie se
ukazalo, ze tento gen je U¢inny u samcti mysi 1 pfes jeden rok, u samic doslo k nepatrnému
sniZeni aktivity a zvySeni fenylalaninu v krvi. Tentokrat vSak §lo o podavani intramaskularné
(Rebuffat et al., 2010). V ptipad¢ 1écby PKU se jedna o velmi slibnou metodu, nicméné i

nadale je tieba vice ovéfovacich studii (Oh et al., 2004).
8.3.2 Terapie pomoci LNAA

Terapie pomoci dlouhych neutralnich aminokyselin je zalozena na zplisobu kompetice
téchto aminokyselin s fenylalaninem o stejny pfenase¢. Tim je snizena moZnost transportu
fenylalaninu skrz gastrointestinalni a hematoencefalickou bariéru, a tim je i redukovan vstup

fenylalaninu do mozku. Pii studii na mySich i pacientech se ukazalo, Ze podavani smési
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dlouhych neutrdlnich aminokyselin (pod nazvem NeoPhe) spolu s dietou vedlo ke snizeni
koncentrace fenylalaninu az o 50 %. V tomto slozeni bylo obsazeno nejvice tyrosinu a
leucinu. Dohromady bylo v jedné tablet¢ 600 mg smési (Matalon et al., 2006). Novéjsi
ovéfovaci studie tohoto vysledku skutecné prokazala ucinnost LNAA pifi snizovani
koncentrace fenylalaninu. Bylo zjiSténo, ze v priméru byla jeho koncentrace snizena o 39 %.
Vyhodou této 1é¢by je rovnéz to, Ze na ni reaguji vSichni pacienti s fenylketonurii (napiiklad
oproti 1écbeé BHy). I pies pozitivni vysledky se jednalo o kratkodobou studii a je potieba
dlouhodobych studii, které¢ potvrdi nejen vysledky, ale rovnéz i piijatelnost a bezpecnost
1écby (Matalon et al., 2007). Krom¢& samotnych aminokyselin se objevuji i smési, kde jsou
pfidany i vitaminy ¢i mineraly, jejichz pfijem miZze byt vzhledem k diet¢ fenylketonurikti

nedostateény (Concolino et al., 2017).
8.3.3 Enzymova terapie

Dalsi vyzkumy se zabyvaji alternativni 1é¢bou PKU v podobé enzymové terapie.
Podstata této 1é¢by spociva v nahrazeni fenylalaninhydroxylasy jinym enzymem, kterym je
fenylalaninamoniaklyasa (PAL). Fenylalaninamoniaklyasa je protein, ktery nepotiebuje ke
své cinnosti kofaktor BH; a zaroven dokaze degradovat fenylalanin. Tento enzym
metabolizuje fenylalanin na trans-skoficovou kyselinu a stopovy amoniak. Na
hyperfenylalaninemickych mysich bylo zkoumano peroralni a podkozni podani tohoto
enzymu. Ukézalo se, Ze PAL skutecné snizuje fenylalanin v plazmé. OvSem vyrazné€ vyssi
sniZeni bylo v pfipad¢ podkozniho podavani, nicméné v diisledku imunitni odpovédi byl pfi
opakovaném podkoznim podani jeho metabolicky ucinek snizen. Proto byl tento enzym
konjugovan s polyethylenglykolem (PAL-PEG), diky ¢emuz se imunitni odpovéd’ organismu
mys$i snizila a dosahlo se tak pozadovaného metabolického vysledku (Sarkissian et Gamez,
2005). V prvni studii s lidmi se ukazalo, ze varianta PAL-PEG byla dobie snaSena a snizovala
fenylalanin nejvice pfi G¢inné davce 0,1 mg/kg, a to Sesty den od podani injekce. Snasenlivost
latky ovSem také z&visi na ptitomnosti anti-PEG protilatek v lidském organismu a jsou nutné
dalsi ovérovaci studie (Longo et al., 2014). Pro piipad peroralniho podani se zkouma muta¢ni
varianta PAL s matrici oxidu kfemicitého, ktery by byl odolngjsi vici travicim enzymim a
ktery je néasledné rovnéz pegylovan. Tento zplisob podani 1éku by byl daleko vhodnéjsi pro

dlouhodobou 1é&bu (Kang et al., 2010).
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9 Zavér

Fenylketonurie je onemocnéni, na kterém lze vidét jako moc kiehky je biochemicky
systém clovéka. V disledku deficitu jednoho enzymu, a tim pferuSeni jedné metabolické
cesty, nabyvaji vedlejsi metabolické cesty na u¢innosti a vznikaji tak patologické jevy, které
jsou velmi omezujici pro zivot ¢lovéka. Od prvniho diagnostického testu se za poslednich
Sedesat let diagnostické metody tohoto onemocnéni zlepsily. Nyni jsou presnéjsi, rychlejsi a
levnéjsi, a je tak mozné projevim fenylketonurie pfedchazet vcas. Za prvni zlom lze
povazovat objeveni Guthricho testu. Dulezitou ulohu pak také sehralo zavedeni
novorozeneckého screeningu, protoze plosné proméfovani uz pii narozeni dokdze odhalit
onemocnéni jiz v asymptomatické fazi. Neméné dulezitd je i1 diferencni diagnostika, ktera
pomaha urcit, o jaky deficit enzymu se jedna v piipadé¢ poruchy tetrahydrobiopterinu, a
nasadit tak optimalni [éCbu.

I kdyz ptesna patofyziologie neni zndma, vi se, Ze dochdzi k naruSeni centralni
nervové soustavy a hlavné ke Spatnému rozvoji mozku. Ukazalo se, ze hlavni poskozeni
nervové soustavy spociva v poruchidch myelinizace, nedostateném dendritickém vétveni,
poruchach v synaptickém spojeni a je narusena jak bil, tak i Sedd hmota.

Nadale zlstava platnd hypotéza, ze fenylalanin ve vysokych koncentracich plisobi
neurotoxicky. K potvrzeni pfispivaji i vysledky studii, které ukazuji, ze zvySena hladina
fenylalaninu ovliviiuje permeabilitu membrany, ¢innost kreatinkinasy a pyruvatkinasy, a tim 1
energeticky systém mozku, ale rovnéZ ma vliv na odliSnou expresi proteintl, které¢ ovliviiuji
neurotrasmisi nebo rist axonll. Dulezité je také si uvédomit, Ze s naruSenim metabolismu
fenylalaninu dochézi k nedostatecné syntéze tyrosinu. Nevytvaii se tak v dostate¢ném
mnozstvi L-DOPA a s nim i dopamin, noradrenalin ale i pigment eumelanin, diky ¢emuz
pacienti s PKU mohou trpét pfiznaky Parkinsonovy nemoci nebo hypogimentaci.

Princip 1écby PKU spociva v udrzeni hladiny fenylalaninu na fyziologické hranci,
Ktera se lisi dle v€ku. U téhotnych zen, které trpi fenylketonurii je hranice velmi stritkni a
nesmi piesahnout 300 pmol/L, jinak hrozi poskozeni plodu. Hlavni metodou 1é¢by je dnes
dieta s nizkym piijmem fenylalaninu. UrCuje se pfesné povolené mnozstvi piijimaného
pfirozeného proteinu a zbytek je dopliiovan dopliky s obsahem aminokyselin vyjma
fenylalaninu. Dieta by méla byt celozivotni, o dusledcich pferuseni diety se dodnes vedou
spory. Bylo ovSem dokazano, ze v piipadé pireruseni diety, dochazi k naruseni kognitivnich
funkci, nicméné tyto problémy jsou reverzibilni a v ptipadé zpétného dodzovani 1écby se opét

vytraci. U maligni fenylketonurie je mozna suplementace BH4 neboli Kuvanem (sapropterin
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dihydrochlorid) a dal$i medikaci, ktera je ur¢ena v zavislosti na deficitu konkrétniho enzymu.
Velkou nadéji pro fenylketonuriky jsou momentalné vyvjejici se alternativni zptsoby 1é¢by.
Mezi ty patii terapie pomoci podavani dlouhych neutralnich aminokyselin, které jiz byly
uspésné na prvnich studiich s lidmi. Vyhodou této 1é¢by je, Ze na ni mohou reagovat vsichni
pacienti bez ohledu na typ fenylketonurie. Dal$i je enzymova terapie, ktera spociva
v podédvani enzymu PAL. Ten se bézn¢ v lidském téle nevyskytuje, nicméné dokéze
degradovat fenylalanin na netoxické produky. Tato metoda byla zkoumana na mysich a byly
provedeny i prvni studie s pacienty. Bylo potvrzeno, Ze po pegylaci enzym skute¢né snizuje

hladinu fenylalaninu.
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Seznam pouzitych zkratek

AAAD = dekarboxylasa aromatické L-aminokyseliny
AA-NAT = arylalkylamin-N-acetyltransferasa

ADH = aldehyddehydrogenasa

ADP = adenosindifosfat

ATP = adenosintrifosfat

ASMT = acetylserotonin-O-methyltransferasa

BH, = tetrahydrobiopterin

CAMP = cyklicky adenosinmonofosfat

CVS = odbér choriovych klkt

DHPR = dihydropteridinreduktasa

DOMA = 3,4-dihydroxymandlova kyselina

DRD = dopamin-responzivni dystonie

GTP = guanosintrifosfat

GTPCH = GTP-cyklohydrolasa |

HDL = lipoprotein s vysokou hustotou

HMGR = 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
LAT1 = ptenasece pro dlouhé neutralni aminokyseliny (L-aminoacid transporter 1)
LNAA = dlouh¢ neutralni aromatické aminokyseliny (vyjmenovat?)
LDL = nizkodenztini lipoprotein

MAO-A / MAO-B = monoaminoxidasa A / B

MPB = bazicky protein myelinu

MS/MS = tandemova hmotnostni spektrometrie

MZ CR = Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
NADH = nikotinamidadenindinukleotid

NS = novorozenecky screening

PAH = fenylalaninhydroxylasa

PAL = fenylalaninamoniaklyasa

PAL-PEG = pegylovana fenylalaninamoniaklyasa
PEA = 2-fenylethylamin

PCD = pterin-4a-karbinolamindehydratasa

PKU = fenylketonurie

PTPS = 6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa

SR = sepiapterinreduktasa
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Samostatné prilohy

Tabulka 9: Veskeré enzymy zminéné v bakalaiské praci a jejich oznaceni, Fazené abecedné dle zkratky

NAZEV ENZYMU ZKRATKA CiSLO ENZYMU
dekarboxylasa aromatické L-aminokyseliny AAAD EC4.1.1.28
arylalkylamin-N-acetyltransferasa AA-NAT EC 2.3.1.87
aldehyddehydrogenasa ADH EC1.21.3
glyceryl-ethermonooxygenasa AGMO EC 1.14.16.5
acetylserotonin-O-methyltransferasa ASMT EC21.14
aspartataminotransferasa AST EC26.1.1
kreatinkinasa CK EC2.7.32
dopamin-B-hydroxylasa DBH EC1.14.17.1
dihydropteridinreduktasa DHPR EC 15.1.34
GTP-cyklohydrolasa | GTPCH EC 3.5.4.16
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-reduktasa HMGR EC1.1.1.34
monoaminooxidasa B MAO-B EC 1434
NO-syntasa NOS EC 1.14.13.39
fenylalaninhydroxylasa PAH EC 1.14.16.1
fenylalaninamoniaklyasa PAL EC 4.3.1.24
pterin-4a-karbinolamindehydratasa PCD EC 4.2.1.96
pyruvatkinasa PK EC 2.7.1.40
CAMP-dependentni kinasa PKA EC2.7.11.11
fenylethanolamin-N-methyltransferasa PNMT EC2.1.1.28
6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa PTPS EC 4.2.3.12
sepiapterinreduktasa SR EC 1.1.1.325
tyrosinaminotransferasa TAT EC2.6.15
tyrosinhydroxylasa TH EC1.14.16.2
tryptofanhydroxylasa TPH EC1.14.16.4
tyroperoxidasa TPO EC1.11.1.8




Tabulka 10: Cilové hodnoty koncentrace fenylalaninu v krvi (umol/L) pro 1é¢bu dle vékovych skupin a zemi (Blau et
al., 2010)

Zemée < 2 roky 26 let 7-9 let 10-12 let  13-15let > 16 let

Australie 100-350 100-350 100-350 100-450 100-450 100-450

120-300 120-400 120-600
Dansko 120-700 120-900 120-900
(<4roky)  (4-8let) (8-10 let)

Francie 120-300 120-300 120-300 120-600 120900  120-1200
Chorvatsko 130-240 130-360 130-360 130-600 130-600 130-960
Italie 120-360 120-360 120-360 120-360 120-600 120-600
Japonsko 120-240 120-360 180-360 180-480 180-600 180-900

120-480 120-600
(7-14let) (> 141let)

Mad’arsko 120-360 120-360 120-480 120-480

Némecko 40-240 40-240 40-240 40-900 40-900 40-1200
Nizozemsko  120-360 120-360 120-360 120-360 120-600 120-600
Polsko 120-360 120-360 120-360 120-720 120-720 120-720
Portugalsko ~ 120-360 120-360 120-360 120-360 120-480 120-480
Rakousko 40-240 40-240 40-240 40-900 40-900 40-1200
Spanélsko <360 <360 <480 <480 <720 <720

Svycarsko 100-300 100-400 100-400 100-600 100-600 100-600
Turecko 60-240 60-240 60-240 60-240 60-240 60-240
UK 120-360 120-360 120-480 120-480 120-700 120-700

USA 120-360 120-360 120-360 120-360 120-600 120-900




