Biochemicka genetika
- dédic¢né poruchy metabolismu (DPM)

prof. MUDr. Dalibor Valik, Ph.D., DABCC

= Katedra laboratornich metod LF,

- Ustav laboratorni mediciny FN Brno,
- Farmakologicky ustav LF



DPM - synonyma v literature

* Hereditary metabolic disorders

e .Inborn errors of metabolism*
* vyznamné osoby:

* J. G. Mendel: zakony dédicnosti

* A. Garrod: pojem: chemicky fenotyp

* Beadle, Tatum: jeden gen = jeden enzym
* Watson, Crick: struktura DNA



Jak definujeme DPM 7?



* jde o genetické poruchy s vyjadrenym

...priklady:
* enzym (Gal-1-P,UDP transferasa = galaktosémie)
regulacni protein  (BTK = imunodeficience, maturace B-lymfocytu)

transportni protein (CFTR = cysticka fibrosa)
strukturni protein (spectrin alfa nebo beta = eliptocytosy)



DPM - nekteré spolecné rysy
techto chorob



Incidence

* Incidence je individualné vzacna, ale kolektivné
pomeérne vysoka

e odhady jsou az 1:1000 jedincu

 az nékolik tisic indexuje tzv McKusickUv katalog (dnes
www.ncbi.nlm.nih.gov/omim)



Incidence dale zavisi na:

zpUsobu dédi¢nosti

frekvenci novych mutaci

etnickém puvodu jedince

teritoridlnich variacich



Zpusob dedicnosti

e ...vetSinou jde o monogenni choroby

* autosomalné recesivni (a’a’)
* autosomalné dominantni (A"a)
e X-linked dominantni (X'x)
* X-linked recesivni (Xx")

* ..POZOR na fenomén , lyonizace“tj. ndhodnou inaktivaci X-chromosomu u jedincl Zzenského
pohlavi

e ..Lyon Hypothesis became Lyon Law on July 22, 2011 at the EMBO 50-years of X-
inactivation conference in Oxford U.K.




 multifaktoridlni déedicnost

 ...ma se za to, Ze jde o vysledek souhry faktor( genetickych a
environmentalnich (pravd. Alzheimer, nékteré typy nadord,
diabetes typu Il, hypertenze, apod.



* mitochondrialni dédi¢nost (kvantitativni, ,populacni®
nemendelovska dedicnost)

» 2-10 kopii DNA/mitochondrii a cca 200 000 - 300 000 kopii DNA v
oocytu

* >tzn. prenos je maternalni, vertikalni
e > heteroplasmie: stav koexistence mit” a mit"t

THE MITOCHONDRIAL GENETIC BOTTLENECK




...frekvence novych mutaci a vyjimky
z pravidel dedicnosti

* Odhad je asi 1.1x103/gen/generaci, i susmans, sitas etar

(April 2010). "Analysis of genetic inheritance in a family quartet by whole-genome sequencing". Science 328 (5978): 636—
9. doi:10.1126/science.1186802. PMC 3037280.PMID 20220176)

e vyznamny vliv ma veék otce

» ve starych zarodecnych bunkach otcl je vyssi frekvence
bodovych C->T transici...


http://www.sciencemag.org/cgi/content/abstract/science.1186802
http://www.sciencemag.org/cgi/content/abstract/science.1186802
http://www.sciencemag.org/cgi/content/abstract/science.1186802
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1126/science.1186802
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Central
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3037280
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20220176

...frekvence novych mutaci a vyjimky
z pravidel dedicnosti

* vyjimky
* nestabilni mutace (expandujici triplety)
* uniparentalni disomie a , loss of imprinting”



Etnicky puvod jedince

* bélosska populace (priklady):

cysticka fibrosa

adrenogenitalni syndrom,

fenylketonurie

deficit dehydrogenasy o stfedné dlouhych retézcich (MCAD)



Etnicky puvod jedince

 cernosska populace:

* hypercholesterolémie
* sickle cell disease (paradoxni ochrana proti plasmodiové infekci, ...Hb-S, Hb-C)



.teritorialni variace

* jde o frekvenci pribuzenskych snatkl (inbreeding)

* Québec - tyrosinémie typ |
* Finsko - aspartylglukosaminurie



DPM - klinicka manifestace



DPM - klinicka manifestace

* je nespecifickd, resp. zejména nespecificka v pribehu
vyvoje choroby

e ...potfebuje INTERDISCIPLINARNI spolupraci genetiky (klinické,
laboratorni), neurologli, ARO, détskych internistu apod.



NejCastejsi formy klinické prezentace

e ...pozn. jde o schematické déleni pro didaktické ucely !, nikoli o ,, science-based” kategorizaci

 tato viz jinde (OMIM, MMBID8 a predchozi vydani)



A) akutni epizody v hovorozeneckem
obdobi

* obvykly projev:
* ...typicky zraly novorozenec, zhorsi se béhem 24-48 hod po
porodu

* klinicka prezentace: respiracni selhani, RDS, protrahovana
zloutenka, sepse, krece, DIC,

 priklady:
e poruchy ureagenese (OTC), galaktosemie, organické acidémie

(propionova, methylmalonova, isovalerova), nonketoticka
hyperglycinemie



B) subakutni formy projevujici se v
prubeéhu prvniho roku zivota

* priznaky:
* neprospivani, intolerance specifickych potravin,
psychomotoricka retardace, krece
e subakutni formy vyse uvedenych chorob
» stradavé choroby (glykogenosy, MPS, gangliosidosy)
* mitochondrialni poruchy
e peroxisomalni poruchy
e poruch purind a pyrimidint



C) Formy s pozdnim
nastupem

e Kombinace vyse uvedenych chorob

* pribyva vice
 mitochondrialnich chorob,
 stradavych chorob,
e peroxisomalnich poruch (VLCFA), apod.



skupina takto nezaraditelnych chorob
s akutni toxickou prezentaci

e ...vcelku zdravy jedinec, (dité az mlady dospély)
 febrilni infekt, nasleduje
* >>> nahly nastup hyperamonemicko-hypoglykemického
bezvédomi

e Reye-like syndromy, (MCAD, SCAD, OTC, fruktosa 1,6 bisfosfatasa,
apod.)



DPM - caste laboratorni nalezy

* Je dulezité si uvédomit, ze tyto choroby maji (nebo mohou mit)
urcCitou reflexi v béznych laboratornich testech

* =>t0 ma vyznam pfi interpretaci nalezu



O jake testy jde ?



Informace o acidobasi:
pH, pO,, pCO, anion gap

* nalez acidosy:

* snizené pH, zvyseny anion gap pritomnosti dalsiho
aniontu napf. organické kyseliny (methylmalonatu,
propionatu, laktatu)



Table 5.7 Metabolic Acidosis (pH <7.30, Pro. =3, COH =15)
—

High ammonia
High glucose >100 M

glucose =T mM MWormal ammonia

o low <30 pf

///‘ High lactate
\“ Mormal lactate

/ High lactate
\\

Ketosis + Mormoglycemin

(hepatomegaly)
Hypoglycemia

Mormal lacinie

Normal glecose
High lactale

Low glucose

Ketosis
\ Mormal lactale ——————— Mormal glucose

E——
—————
—
—

—————l
—— .
e —————
e —
L —————

iMMA, PALTVA)

Ketolysis defects:
(AT, thickase)

" Congenital lactic acidosis:
(P, MCD, KGDH, EX)
Respiratory chain disorders
S-hydroxyisobutyric or other
| organic acidurias

Ketolytic defects
Organic acidurias

{ MELD lnte-onset forms

[ Giluconeogenesis defects:

+ IFDP, GaP, G5)

| Respiratory chain defects

" MESUD late-onset forms
MAMA. PA, IVA

1 Acetoaceryl CoA thiolase

| Adrenal insufficiency

{ PFDH

HMG-CoA lyase
FDP, GoP

[ Fatty acid oxidation disorders

Renal tubular acidosis 1 and 11
Pyroglutamic acidumna

E3l = Liposmide oxydoreduciase; FIF = fructose diphosphatase: GA | = glutaric aciduria type 1: G5 = glycogen synbase; e
IVA = isovaleric acidemin: KGDH = ketogluturate dehydrogenase: MCD = multiple carboxylase deficiency: MMA = methylmabonic ackdemin;
OATD = oxaacikd CoA thiolase deficiency: OTC = ornithine transcarbamylase: PA = propicnic acidemia: PC = pyruvale carboxylsse,

Branched chain organic acidurias:



* Nalez acidosy s hyperlaktacidémii:

e pozorujeme kupr. pri deficitu PDH (komplex pyruvatdehydrogenasy, poruch
oxidativnich fosforylaci)



* Nalez alkalosy:
* velmi dullezité, diagnostické pro

e obecné v inicialni fazi jaterniho selhani z divodu neschopnosti odstranit HCO3’
konjugaci s NH4*



Informace o krevni glukose

 zajima nas hlavné hypoglykémie, navic bez ketosy

* poruchy glukoneogenese
e (Frul,6,bisfosfatasa, glykogenosy)
e Reye-like syndromy



Teble 5.17 Hypoglycemia: General Approach

Severe liver Permanent shor-fast Meonatal o Galisclosemia
failure hypoglycemia carly in Fructosemia
Hepatic wfansy Tyrosinosis type |
nECroses (see Neonatal
this hemochromatosis
symptam} hher severe
hepatic failure
(respiratory chiin
disorders)
Postprandial Metmital 1o Fructose
hypoglycemia early intolerance
itriggered by infancy Gilyeerol
Fructose) intolerance
Vomiting
With permanent, Cirrhosi . Mental retardation Early in Glycogenosis lype
hepatomegaly B Hypermethioninemis infancy v
Hepatic failure induced SAH hydrolase
by methionine deficiency
Fasting hypoglycemin Infancy [l
and lactic acidosis Flyp
Ketosis PEPCK
Protuberant abdomen Infancy Gilycogenasis type
Isolated Fasting hypoglycemia 11}
hepatomegaly and ketosis Glycogen
Postprandial synl hetase
hyperlactacidemia
Recurrent attacks Infancy 1o Orrganic acidurias
Hyperlactacidemia childhood Late-onsei MSUD
Ketolysis defects
With Glyeerol kinase
ketoacidosis FDP
X, Dehydration . Adrenal
Collapse ) childbood insufficieney
Hyponatremia
cidosis Moderate Neonatal 10 HMG-CoA lyase
without ————————— hyperlactacidemia infancy ifrequent)
ketosis Reve syndrome FAQ disorders
1= muscleicardiac {rare}
SYMPLOmS ) Idiopathic Heve
Withaut symdrome
E-ermmnt Iy~ Ketosis withaour Fasting hypoglycemia 16 years Recurrent
= acidosis ——— o T ow kctare bevels hyperketotic
Small for date hypoglycemia
Macrocephaly Adrenal
insufficiency
icentral or
peripheral)
Unpredictable and Meonatal 1o Hyperinsulinism
postiprandial childhood Cortisol deficiency
hypoglycemia reactive
1o glecagon
Short s1ature Infancy Growth hormone
Withoat Short-fasi hypoglycemia deficiency and
ketosis —* Variable response to related disorders
glucagon
Long-fast hypoglycemia Meonatal 1o FAD disorders
Reye syndrome infancy (frequent) (see
Acute moderate Fig. 51}
hepatomegaly HMG-CoA lyase
Transient cyvielytic and {rare)
slight hepatic FDP (rare)
insufficiency
FAD = fatty acid oxsdatson: FDP = fructose diphosphatase; FEPCK = phospheenalpyruvate carboxykinase: SAH = 5-ai 1 b steime hydrok




Informace o hladine mocCoviny

* Snizena hodnota mocoviny v séru je konsistentni s poruchou
odstranovani amoniaku a HCOs-

e ...jde o pozdni priznak



Amoniak v plasme

| Zasadni vliv na kvalitu a spravnost vysledku

* sama hodnota amoniaku je ¢asto diagnosticka pro fadu DPM
projevujicich se



Ketolatky plasma/moc

e ...vzdy brat v uvahu, co detekujeme natrium
nitroprussidem !!

* hypoketosa (s hypoglykemii) je suspektni z poruchy beta
oxidace (MCAD napr)

* hyperketosa muze indikovat
* nekteré organické acidémie, von Gierkeho chorobu apod.



Kyselina mocova

* Hypo- i hyperurikémie
indikuji moznost vyskytu poruchy metabolismu purinu

...provazeji poruchy beta-oxidace, von Gierkeho chorobu, ale také
malignity (!) apod.



Cholesterol

* Hypercholesterolémie a souvisejici stavy CAD a dalsi

* hypocholesterolémie



Triglyceridy

* Falesna ,hypertriglyceridémie” z nadbytku volného glycerolu v séru

* deficit glycerolkinasy



Hematologicke testy

* anemie
e poruchy metabolismu purint a pyrimidinu

* neutropenie, trombocytopenie
e nekteré organické acidémie

e poruchy koagulace
e poruchy metabolismu homocysteinu



DPM - jak je hledame a diagnostikujeme

* Postupujeme od testu s Sirokou kapacitou ke specifickym

* idealneé:
» vysoka sensitivita (vyhledavaci proces)
» vysoka specificita (konfirmacni proces)



DPM - jak je hledame a diagnostikujeme

* sensitivita (schopnost testu zachytit nemocného)

 TP/(TP +FN) * 100 (v %)

 specificita (schopnost testu zachytit zdravého)

e TN/(TN + FP) * 100 (v %)



DPM - jaké pouzivame techniky v
biochemickée diagnostice 7

* Chromatografickeé techniky

* kombinace chromatografickych technik s hmotnostni
spektrometrii
* GC-MS (dnes jiz méng)

* tandemova hmotnostni spektrometrie
* LC-MS/MS (jde o state of the art technologii)



Prakticky:

, resp. tvorby metabolitu nebo skupiny
metabolitl tvoricich tzv ktery je pro danou chorobu
vice méneée charakteristicky

* napr. MMA, IVA, GAG, GM1, apod.
e ...je viceméne pritomen vzdy



* toto ma zasadni dllezitost:

* PKU po zatézi mlékem, galaktosemie také, hereditarni intolerance
fruktosy

« ..rescreening, apod.

» Il pozn. je treba mit na pameéti, ze subexpozice pacienta
substratem enzymového defektu muze vést k vymizeni
patologického markeru, ktery sledujeme !!



* Pfiklady kategorie sub b)

* je-li vzorek odebran velmi nemocnému pacientovi, marker tam sice je, ale
muze byt maskovan napr pritomnosti kataboliti nebo nejcastéji metabolitl
|ékl



v postizené tkani nebo bunécné
kulture

* vwhody:
» v podstaté definitivni funkéni diagnostika
* nevyhody:

* musite védét, co tam hledat, rada nevyhod technickych



’ v

kodujici prislusny protein
(mutace, VNTR, apod)
* vvhody:

* technicka proveditelnost, moznost sledovani rodin

* nevyhody:

* nejde o funkéni diagnostiku, bez znalosti korelace genotyp/fenotyp je interpretace ¢asto
neinformativni



Co se mysli tzv. screeningem DPM

* A) screening primarni:

* nalézt poruchu v celé populaci (PKU, hypothyreosa, nékde galaktosemie,
nékde MCAD, u nas W\fvw.novorozeneckyscreening.cz, 18 chorob, viz
metabolicka prirucka UDMP Praha)

* B) screening diagnosticky (selektivni):

* tj snaha diagnostikovat DPM u preselektovaného pacienta komplexnim
iterativnim testovanim nejen laboratornim


http://www.novorozeneckyscreening.cz/

DPM - Casna diagnosa je potrebna kvuli:

* A) |écbe, kde mozno

 B) prenatalni diagnostice a genetickému poradenstvi



DPM - lecba

* Klasicka: dietni - eliminace noxy,

* Suportivni: obecna podpora (vitaminy, hepatoprotektiva)

* U nekterych specificka: APRT+allopurinol, tyrosinémie typ | a NTBC

phenylalanine
| paH
tyrosine
| Tar
4-hydroxyphenylpyruvate
5-aminolevulic acid — heme synthesis | HPD ’— NTBC

T homogentisate

succinylacetone l' HGD
maleylacetoacetate

succinylacetuacelate( '1 MAI

fumarylacetoacetate

+FAH —+ Hereditary tyrosinemia type 1
fumarate + acetoacetate



Nove trendy

* Enzyme replacement therapy (Gaucher, ADA)
* gene therapy (ADA, CF, Glybera u deficitu lipoproteinové lipazy)

e organove transplantace vcC. transplantace kostni drené
(tyrosinemie, AAT, Wilson, primarni hyperoxalurie

* kombinace: napf. transplantace genoveé upravenych kmenovych
bunék



Vyznamnée odkazy

e www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

* https://www.vfn.cz/wp-content/uploads/2022/12/KPDPM-metabolicka-prirucka-
v11.pdf


http://www.fnbrno.cz/article.asp?nDepartmentID=32&nArticleID=79&nLanguageID=1
http://udmp.lf1.cuni.cz/file/5645/Metabolick%C3%A1 p%C5%99%C3%ADru%C4%8Dka 2013.pdf

