MONOGENNI Vs.
KOMPLEXNI NEMOCT

RNDR. PETRA BORILOVA LINHARTOVA, PH. D.




Monogenni nemoci

mendelisticka dédiénost

dédi¢ny podklad - velky faktor, tj. je pritomen prakticky u vsech
nemocnych a jednd se prokazatelné o faktor pricinny (napr. defekty
v u muskuldrnich dystrofii), k némuz se priddvaji
jen jako pridatné dalsi faktory genetické i faktory zevniho prostredi

pri¢inou téchto nemoci byvaji predevsim tzv. vzacné alely

je determinovdna alelami v jednom lokusu

variantni alela, kterd vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo vzdadlené
minulosti a je vétSinou relativné mdlo castd, nahrazuje ptvodni
.divokou" alelu na jednom nebo obou chromozomech

maji charakteristicky zplsob pfenosu v rodindch




Monogenni nemoci

choroby détského véku

méné nez 10 % z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1 % se
objevi po skonceni reprodukéniho véku

¢asto vyrazné patologické

v populaéni studii na 1 milionu Zivé narozenych déti byla incidence
vaznych monogennich chorob odhadnuta na 0,36 %, u 6-8%
hospitalizovanych déti se uvazuje o monogennich chorobach

doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in
Man)

~ 6000 Klinicky vyznamnych fenotypl



Monogenni nemoci

Zd4kladni typy dédi¢nosti:

dominantni

recesivni

autozomalni

autozomalné dominantni (AD)

autozomadlné recesivni (AR)

' | X-vdzany

X-dominantni (XD)

X-recesivni (XR)
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Monogenni nemoci

Typy prenosu
« autozomdlni - geny na obou autozomech aktivni

gonozomdlni (X-chromozom vdazané)
muzi hemizygotni
u zen 1 X-chromozom inaktivovan!!

jiné

imprinting = aktivita uréitého genu regulovdna v zdvislosti na tom, od kt.
rodice byl gen zdédén

mozaicizmus = pritomnost dvou (hebo vice) bunécnych linii s riznym
karyotypem, pochdzejicich z jedné zygoty

- ¢asnhd ztrdta chromozomu z trizomické zygoty mize vést i k
tzv. uniparentdlni dizomii

VS.

o chimerismus - oplozenim vajicka a polového téliska, nebo 2 vajicek -
hermafrodit



Monogenni nemoci

Podle projevu genotypu ve fenotypu
recesivni - nemoc jen u mutovaného homozygota
dominantni - nemoc stejnd u heterozygota a mutovaného homozygota

nedplné dominantni - odstupriovand tiZe nemoci u heterozygota a mutovaného
homozygota

kodominantni - jak normdlni tak patologickd alela jsou vyjddreny ve fenotypu



Monogenni nemoci - AD

nemoci jsou dusledkem jak mutaci prendgenych mezi generacemi tak
vzniklych nové

nemoc se projevuje v kazdé generaci - postizeny jedinec md postizeného
rodic¢e (a prarodice), a to matku nebo otce

riziko pro potomka 0,50 (pokud by byli oba rodi¢e postiZeni pak 0,75, ale
to je vzacné)

familiarni hypercholesterolemie (1/500),
myotonickad svalova dystrofie (1/1000)
Huntingtonova chorea (1/3000)




Huntingtonova chorea

e 1
fatdlni neurologické onemocnéni s ndstupem v dospélosti,

projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou
motoriky

V genu pro je repetitivni sekvence (CAG),, kterd koduje
Usek bilkoviny tvoreny zbytky glutaminu (polyglutaminovy dsek,
polyglutamine tract)

za normdlnich okolnosti maji lidé méné nez 20 trinukleotidi CAG
a tedy i glutamint v huntingtinu, kde tyto tvori dileZitou doménu
pro interakce s jinymi proteiny

pokud se vSak mutaci toto mnozstvi zvétsi nad 30 glutamind,
protein nepracuje spravné s vyslednym progresivnim odumirdnim
neurond v nucleus caudatus



Huntingtonova choroba

trinukleotidova expanze

ancestral

mutant

. TAC-GTC-...

LTAC-(GTC-GTC-GTC),,-6TC-...

.~AUG-CAG-...

..~AUG-(CAG-CAG-CAG),,-CAG-...

..-met-gln-...

..-met-(gln-gln-gln),o-gln-...

If one parent has
the mutated gene
than their
children have a
50% chance of
getting
Huntington's
disease

®

One of the
dad's genes
and the mom's
normal gene.

The dad has two The mom has one normal
normal genes. gene and one mutated gene

1, O O ‘: ( )
There are four
possible
combination of
the parent's
genes.

The dad's other
gene and the
mom’s mutated

Or\fa of the The dad's other
dad's genes gene and the
and the mom’s mom’s normal

mutated gene. gene.
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Science.1983 Jul 29;221(4609):459-62.
The cheetah is depauperate in genetic variation.

O’ Brien SJ, Wildt DE, Goldman D, Merril CR, Bush M.

A sample of 55 South African cheetahs (Acinonyx jubatus jubatus) from two
geographically isolated populations in South Africa were found to be genetically
monomorphic at each of 47 allozyme (allelic isozyme) loci. Two-dimensional gel
electrophoresis of 155 abundant soluble proteins from cheetah fibroblasts also
revealed a low frequency of polymorphism (average heterozygosity, 0.013). Both
estimates are dramatically lower than levels of variation reported in other cats
and mammals in general. The extreme monomorphism may be a consequence of a
demographic contraction of the cheetah (a population bottleneck) in association
with a reduced rate of increase in the recent natural history of this endangered
species.



Monogenni nemoci - AR

* u heterozygotli s 1 mutovanou alelou staéi produkt k udrZeni
normadlni funkce

. *+ velmi Casto enzymové defekty
j.' A postizen je mutovany homozygot (popfF. sourozenci), heterozygotni
rodiCe jsou prenaseci (asymptomaticti) - riziko 0,50 x 0,50 = 0,25

il s+ frekvence prenadedt nemoci v populaci >»»> frekvence nemocnych

i+ nejCastéj§i AR nemoci u bélochl je (f
nemochych 1/2000, f prenasect 1/22)

« konsanguinita (pribuzni rodi¢e) a geneticky izolované populace
(napr. Askenazi zidé - Tay-Sachsova choroba )




Monogenni nemoci - AR

manifestni onemocnéni u heterozygota je dusledkem:

haploinsuficience - pro normdlni funkci je potreba >50 % aktivniho
genového produktu

dominanté negativniho efektu - syntéza abnormdlniho proteinu,
ktery “soutéZi” s normdlnim a ovliviiuje fenotyp

zesileni funkce ("gain-of-function") - mutaci je posilena prirozena
vlastnost proteinu

ztraty  heterozygotnosti  (loss-of-heterozigosity, LOH) v
somatické bunice - napr. familiarni predispozice k nddortim v
disledku mutaci v supresorovych genech (napr. retinoblastom)




Cysticka fibréza

v zakavkazské populaci s incidenci 1: 3000 Zivé narozenych déti a
frekvenci prenasect 1:25

onemocnéni multiorgdnové, zasahuje riizné orgdny, plice, pankreas,
trdvici trakt, reprodukéni orgdny

vice nez 30 mutaci, které zplisobuji toto onemocnéni

podezreni na klinické onemocnéni
e pribuzensky vztah rodicl
opakované potraty

|é¢end neplodnost




Cysticka fibréza

zdkladni fyziologicky defekt pri tomto onemocnéni je porucha v transportu
iontl chléru, sodiku a vody pres apikdlni membrdnu specializovanych
epitelidlnich bunék, ktery je regulovdn chloridovym kandlem (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Protein = CFTR)

Mutant

Outside Ce”,, CFTR Che;nnel |

Normal o s %
CFTR Channel ‘ T o ©

Chloride ions © ¢



Cysticka fibroza

A Normal airway (hydration) B Cystic fibrosis airway (dehydration)

Airway Mucociliary
surface liquid clearance Reduced airway Excessive
surface liquid mucus production
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Cysticka fibréza

dele¢ni mutaci genu produkujiciho protein CFTR (chloridovy ABC
transportér na bun. membrdné) — nefunkcni protein

delece 3 bp v pozici 1652 az 1655 v exonu 10 (delece phe v kodonu
508)

ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- | -TAA-CCA-
MRNA -AUC-UUU-GGU- | -AUU-GGU-
AA -ile-phe-gly- -ile-gly-
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Metody |éCby

_ \ Symptomaticka

"\« substituéni terapie - dodadni proteinu, ktery je v daném
: organismu defektni nebo zcela chybi (pr. enzymopatie
hemofilie - dodani faktoru VIII)

 karenéni terapie - vylou¢eni nebo omezeni slozky potravy,
kterd v diisledku defektu enzymu neni odbourdvand (pr-.
fenylketonurie - potrava bez phe)

Kauzalni

* genovd terapie - ndhrada mutovaného, nefunkéniho genu
standardnimi, funkénimi geny




Genova terapie

zahrnuje vsechny postupy, které vyuzivaji prenosu
genetického materidlu do bunék pacienta k |é¢ebnym
aéeliim

metodologie GT je uplatnitelnd tam, kde je

vzhledem k tomu, Ze poznatkl o patogenezi chorobnych
stavll ha molekuldrni drovni pribyvd, rozéifuje se i okruh
indikaci pro GT

v nejblizsich letech zméni zdsadnim zplsobem Ié¢bu mnoha
lidskych nemoci



Genova terapie

Vyuziti pri lecbé

 vrozenych chorob - korekce abnormality (nemoci monogenni i
polygennt)

i ziskanych chorob - jakdkoliv manipulace s DNA, kterd priznivé
ovlivni pribéh nemoci (zhoubné nddory, Ié¢ba kardiovaskuldrnich

a metabolickych chorob, degenerativnich nervovych onemocnéni,
AIDS, v transplantaéni medicina)

Principy

* nahrazeni neféniho genu fénim (homologni rekombinace)
oprava neféniho genu (cilené mutace)

preneseni nového genu (terapeuticky gen)




Genova terapie

Postup pri genové terapii

« vytvoreni genetické informace uréené pro transport do
bunék

« vytipovani cilovych bunék
« vpraveni vektoru (vektory = nosiCe pro vpraveni genetické
informace do cilovych bunék)

Vlastnosti idedIniho vektoru

- prinik do velkého poétu cilovych bunék
prenos genu v transkripcné aktivnim stavu
netoxicky pro cilové burky

plazmidy, virové Cdstice, liposomy




Genova terapie

Virové vektory

* interakce s receptory na povrchu cilovych bunék +

vybaveni regulaénimi elementy zajist'ujicimi d¢innou expresi
transgent
* integrace transgenu do bunécného genomu

* ndro¢néjsi priprava (mimo jiné se musi se zbavit vsech
virovych gent, aby nebyly infekcni) _

« maly rozmér Cdstic

« vy$si biologicka rizika (hrozi nebezpeci rekombinace a vzniku
viru schopnych replikace)

* nejCastéji pouzivané virové vektory - retroviry (délici se
bb.), adenoviry (zacleni se i do nedélicich se bb.), poxviry,
adeno-asociované viry (AAV) a herpetické viry




Genova terapie

Co je treba zndt pred zacatkem genové terapie?

« kompletni informace o defektnim genu - umisténti,
mechanizmus patologického G¢inku

« znalost presné sekvence zdravého genu

* volba vhodného vektoru, vytipovani cilovych bunék

« souhlas pacienta




Genova terapie

opravu, vloZeni, vyrazeni genu |ze provadét in vivo a ex vivo

odbér bb. z pacienta -> kultivace in vitro> modifikace DNA
-> selekce -> proliferace selektovanych bb. -> prenos zpét
do pacienta

geny |ze do genomu zaclenit v ¢asné embryogenezi (Ié¢ba v
zarodecné linii)

gen miize byt zaClenén pouze do somatickych bb., které
Jsou nejvice poskozené (v tomto pripadé se gene’rlcky
opravend DNA nepreddvd ndsledujicim generacim potomku)



from patient. a virus iz altered
=0 that it cannot

1. Cells are removed i 2. In the laboratory,
f reproduce.
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7. The genetically

! altered cellz produce ?é . 4 ogene is

the desired protein inserted inta

o hormone. . .
N el H the wirus.
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&. The altered cells are
injected into the patient.

4. The altered virus i=
mixed with cells from
the patient.

3. The cells from the patient
becorne geneticzally altered.




Genova terapie

Monogenné podminéna onemocnéni teoreticky vhodné pro
genovou terapii

« Parkinsonova choroba (gen pro dopamin -> do bb. subst.
nigra)

« cystickd fibréza (gen CFTR -> epitel v plicich, pankreatu
aj.)

 fenylketonurie (gen pro phenylalanin hydroxyldzu - >
hepatocyty)

« hemofilie A, B (gen pro faktor VIII a IX -> hepatocyty)

 Duchennova svalovd dystrofie (gen pro dystrophin -> svaly)

« a-,p-talasemie (gen pro a-,p-globin -> ery)

« srpkovitd anémie (gen pro p-globin -> ery)



Genova terapie

Cysticka fibréza
« genovd terapie i v prenatdlnim obdobi

l-n
Gene therapy ociuld dellver.a waorking gene into a CF

patient's calls.
[courtesy of BC Scionce 9, © McGraw Hil Ryerson Limaed, 2003.)




Monogenni nemoci - X-vazané

« Zeny 3 genotypy, muzi pouze 2

'« X-vdzané nemoci se manifestuji u vdech muzl, kteri zdédili
g mutaci, a pouze u homozygotnich Zen

=\ L - hemofilie A
A2\« Duchenneova muskuldrni dystrofie
=%« Wiskott-Aldrichlv syndrom (imunodeficience)




Duchennova svalova dystrofie

« . frameshift" mutace = posun
¢tectho ramce v genu pro
protein dystrofin

< s
Sarcolemma .

C-terminus =
Dystrophin -

ancestral mutant
DNA -CAC-TGT -CAC-TTG-T..-
MRNA -6GUG-ACA- -GUG-AAC-A. -
AA -val-thr- -val-asn-




Duchennova
svalova
dystrofie
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Komplexni nemoci

multifaktoridlni, multigenni
roli hraji kombinace urditych gent a uréitych faktorl zevniho prostredi

v klinické praxi Casto kolisd ndazor na vysledky genetickych studii, které se
snazi odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od neodtvodnéného
olekdvani nad nalezenymi geny velkého UGCinku az po velkou skepsi
vzhledem k existenci genetického podkladu v populaci ¢etnych nemoci
(nad 1 %), jako je v kardiologii napt. esencidlni hypertenze

pokud choroba md prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekdvat podil
genetického podkladu na jeji manifestaci

své genetické pozadi maji i tak relativné vzddlené proximdlni fenotypy,
jako je napr. kvalita Zivota u nemocnych s chronickym kardiovaskuldrnim
onemocnénim

Kazdd choroba ma néjaké genetické pozadi, jehoZz podil na manifestaci
dané choroby je rizny.



Komplexni nemoci

nedplnad penetrance patologického fenotypu

u urcité Cdsti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve smyslu
souboru vicero genlt) se patologicky fenotyp nerozvine

existence fenokopii

patologicky fenotyp miZe byt pritomen u lidi, ktefi nejsou nosici
zminéného genotypu

genetickou heterogenitou (lokusovou a alelickou)

klinicky obraz neni specificky, ale mize se rozvinout v dlsledku zdmén v
genech leZicich na riznych lokusech (= lokusovd heterogenita), v
jednotlivych genech miZe byt pritom vicero mutaci i polymorfizml (=
alelickd heterogenita)

polygenni dédi¢nosti

predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvySuje pouze pri
simultannim vyskytu uréitého souboru alel

vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického
fenotypu

kaZzda jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni sama o sobé
vyrazné patogenni

spoluplisobenim dal$ich mechanizmi prenosu

mitochondridlni dédi¢nost, imprinting
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Komplexni choroby

choroby, na jejichZ vzniku a progresi
se podili ,komplex" genetickych,
epigenetickych a vnéjsich faktord

fenotyp nevykazuje klasickou

mendelistickou dominantni Ci
recesivni dédi¢nost jako dusledek

zmén v jediném lokusu  (tzv.
jednolokusovych)

predisponujici “geny” zvysuji
pravdépodobnost onemocnéni, ale
nedeterminuje jednoznacné jeho
pritomnost

je nutné spoluplisobeni negenetickych
faktort (prostredi) = dieta, fyzickd
aktivita, koureni, ... a interakci gent
mezi sebou

nejcastéjsi komplexni nemoci
diabetes (1.1 2. typu)
dyslipidémie

esencidlni hypertenze
alergie

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko

polygenni nebo
monogenni
porucha

glukéza (mmol/l)
fyziologickd populaéni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni

normolipidemie porucha

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

Obezita - Hypotéza typu ,thrifty genotype"

« V soulasné populaci jsou selektovdny alely, které favorizuji prirtstek vdhy
a skladovdni tukl, aby byl zajistén dostatek Zivin pro Castd obdobi
nedostatku potravy.

« Pri konstantné vysoké nabidce potravy a poklesu fyzické aktivity tato
predispozice vede k pandemii obezity v rozvinutych zemich.

111



JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNI NEMOCI

Zavaznost
nemoci,
manifestace

Narusuji homeostazu zasadnim
zplUsobem a porucha se objevuje brzy
v pribéhu Zivota. Zavaznost je pro
konkrétniho nositele je znacna.

Z hlediska populac¢ni morbidity a
mortality jsou vsak nevyznamné!

Rovnéz zasadné narusuji homeostazu, ovsem
efekt nastupuje postupné a efekt kulminuje
v pozdéjsim obdobi zivota. Hlavni faktor
ovliviiujici morbiditu a mortalitu v populaci,
zejm. v rozvinutych zemich!

Interakce
s prostredim

Nekteré se vyvinou bez ohledu na
prostiedi, u jinych je nutny specificky
etiologicky cCinitel (napf. u fenylketonurie
pritomnost fenylalaninu v dieté) nebo
nékolik &initeld (napt. oxidaéni stres u
hemolytické anemie pri G6PD deficitu).

Manifestace je pravidelné vysledkem
spoluplisobeni komplexu genl interagujicich

s prostfedim béhem vyvoje, dospivani a zejm.
starnuti.

Variabilita | Modifikujici geny, nékdy pohlavi (napf. Fenotyp je vysledkem interakce efektd

fenotypu heredit. hemochromatéza) a efekt jednotlivych gend, pii¢emZ charakter interakce

prostredi Cini fenotyp do jisté miry muUZe byt heterogenni, aditivni & multiplikativni.
variabilni, ale ne tak jako u komplexnich

onemocnéni; efekt hlavniho

patologického genu vzdy dominuje a

kvalitativhé jsou znacné homogenni.

Penetrance |Obecné vysoka. Typicky nekompletni (avSak pojem penetrance
Uzce souvisi s definici fenotypu, coz je u
komplexnich onemocnéni svébytny problém).

Populacni Obecné velmi nizka jako dlsledek Frekvence minoritnich alel jsou vyssi, Casto se

frekvence vysokeho selekcniho tlaku; vyjimku z jednd o tzv. b&zné polymorfizmy. Varianty gend

genetickych |pravidla predstavuji nemoci, které pfinasi|jsou pravdépodobné evolucné starsi; evolucni
variant urcitou selekéni vyhodu (napf. konzervace je soucasti lidského vyvoje.
hereditarni hemoglobinopatie
v malarickych oblastech).
Geneticka Pomérné velmi velka lokusova Je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Lokusova

architektura

homogenita (tj. stejny gen), ale jsou
vyjimky (napf. retinitis pigmentosa,
Ehlers-Danlostiv syndrom aj.). Typicky
extrémné vysoka alelickd heterogenita
(tj. rGzné mutace) jako disledek
otistujici selekce (napf. ~160 mutaci u
hemofilie B, ~270 mutaci u cystické
fibrézy, ~700 u familiarni
hypercholesterolemie).

heterogenita bude zfejmé vyssi, alelicka uz by
nemusela byt, protoze zodpovédné varianty
nejsou predmetem tak silné selekce (bézné
polymorfizmy).




Genetické studie

Zd4kladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zadind
od strategie vybéru tzv. kandidatnich genl. Tato otdzka je
podstatné jednodussi u mendelisticky dédénych nemoci, kde se
zménéna funkce jednoho genu snadnéji identifikuje.

Celogenomové asociacni studie (GWAS = Genome-Wide
Association Study) vyhledavaji polymorfizmus jednotlivych
nukleotidll nebo bézné genové variace, které se typicky chovaji
jako ukazatelé genovych oblasti s malym efektem u stoupajiciho
rizika nemoci.

Dal$im vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie,
kterd zhodnoti silu asociace genl s chorobami. MoZnosti jsou
v zdsadé dvé: linkage (vazebnd) analyza a asociaéni studie.
K detekci specifickych genetickych oblasti a genl, které se
dcastni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouzit obé
metody.



Genetické studie

Kandidatni geny

« s intermedidlnim fenotypem

" » s klinickou manifestaci nemoci

« s klinickou zdvaznosti hemoci

« s odpovidavosti nemoci na [é¢bu

" :i\ Linkage (vazebnd) analyza
WA % , * testuje kosegregaci genového markeru a fenotypu nemoci v rodiné
A% -+ marker a nemoc se v dané rodiné maji vzdy vyskytovat spolu



Genetické studie

Asociaéni studie

O O O O O

vySetrfuji souvyskyt markeru a nemoci na populaéni drovni, tj. u
nepribuznych  jedincl, obvykle srovndnim frekvenci markerd u
nepribuznych nemocnych a kontrolnich subjektl (studie case-control)

statistickou silu asociace je mozno ddle zvysit obohacenim o dalsi kritéria,
jako napr-..

klinické subtypy nemoci (studie case-case)

zdvaznost nemoci

¢asny zalatek nemoci

rizikové faktory pro nemoc véetné pohlavi

vhodné biologické znaky (napf. plasmatické hladiny cytokinl pri asociaci
genetickych polymorfizml v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp).



Klinicka genetika

- zabyva se diagnostikou, lécenim a prevenci genetickych nemoci

'+ genetické poradenstvi
- vrozené vady - poruchy utvdreni orgdnt, které vznikly v obdobi
nitrodélozniho Zivota, i poruchy funkéni (napr. dusevni opozdéni) a poruchy
na drovni biochemické a molekularni (napr. vrozené vady metabolizmu)

Skupina Pricina Zastoupeni

chromozomalni
mozom 10 %
aberace

monogenni dédi¢nost 20 %
Sekunddrné (prostredi) Iéky, infekce, zdreni 5 %

porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni 7 %

Primarné (geneticky)

Nezndmé

(multifaktoridlni) geny + prostfedi 46 %




Klinicka genetika

Prenatdlni diagnostika

zahrnuje vySetrovaci postupy smérujici k
vyhledavadni statisticky vyznamné odchylky ve
strukture nebo funkci, kterd presahuje hranice
fenotypové variability

umozfiuje v zdvazinych pripadech ukonceni
gravidity, u dalSich je moZno v predstihu
pldnovat optimdlni perinatdlni péci

i Rizikové faktory:

véek matky v dobé porodu je vyssi jak 35 let
nebo soucet véku rodi¢d nad 70 let

pozitivni biochemicky screening z krve matky

ultrazvukovy ndlez, ktery zvySuje riziko
pritomnosti chromozomadlni aberace
(nahromadéni tekutiny v podkozi, nepritomnost
nosni kistky, srdeéni vada plodu aj.)

pritomnost chromozomdlni aberace v rodiné




VysSetreni karyotypu plodu G 'f

Klinicka genetika

invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych
kikl, kordocentéza

2 gy
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cytogenetické vysetreni - karyotypizace
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FISH - fluorescecni hybridizace in situ

vazba denaturované sDNA se specifickou sondou
AmnioPCR - genetické vysetreni plodu

porovndni DNA markert matky i plodu — stanoveni
po¢tu jednotlivych chromozomi u plodu

vysledek  je  ndsledné
cytogenetickym vysetrenim

potvrzen  klasickym

Odbér plodové vody o~
Amniocentéza o

k dispozici je v souCasné dobé vysetreni 21.
chromozomu - amnioPCR, nebo sada vySetrujici
chromozomy 13, 18, 21, X a Y - tzv. multiamnioPCR.




.+ 0d 10. tydne téhotenstvi

Klinicka genetika

Stanoveni pohlavi plodu
« volné fetdlni DNA kolujici v krvi matky
* neinvazivni s presnosti ~98 %

« DNA plodu z venézni krve matky

b ¥« z klinického hlediska je urceni pohlavi plodu dileZzité v pripadé rizika

néjaké genetické choroby vdzané na urcité pohlavi (napr. hemofilie)

Preimplantacni diagnostika

J4 ©  metodu Casné prenatdlni diagnostiky, kterd je vdzdna na techniky umélého

oplodnéni, za Gicelem minimalizace chyby genetického vysetreni je treba
k oplozovani vajicek pouzit metody intracytoplazmatické injekce spermie

« buriky pro genetické vysetreni jsou odebirdny z embrya nejCastéji ve
stadiu 8 bunék nebo blastocysty

Postnatalni diagnostika ,ﬁ‘
*  napf. trombofilie, celiakie, cystickd fibréza.. iy -



DNA fingerprinting
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Lidsky genom

EXPANSIOH TIMES {years ago)

Africa 120,000 - 150,000
Out of Africa 55,000 - 75,000
AsE A0,000 - 70,000
AustraliaPRG 40,000 - GO,00D
Erenpe 35,000 - 50,000
Americas 15,000 - 35,000
Ma-Dene/Eskibins B,000 = 10,000

mitochondrion:
DMNA comes

nucleus:
from mother

DNA comes
from both
parents

offspring cell

FamilyTrccDNA

mtDNA Migrations Map



Lidsky genom

Y-DNA Human Migration (Haplogroups)
Thousands of Years Ago
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Klinicka genetika

Celiakie

* celoZivotni autoimunitni onemocnéni zplsobené nesndsenlivosti lepku
(glutenu)

* lepek méni povrch sliznice tenkého streva, mizi zde mikroklky a klky,
povrch tenkého streva snizuje, s tim se zmensuje jeho schopnost trdveni a
vstrebdvani Zivin

(2% +  pFiznaky: prijem, plynatost, kFe&e, pokles hmotnosti nebo inava, anémie

z nedostatku Zeleza, zvraceni, snizend chut’ k jidlu, osteoporéza, zvysend
kazivost zubl, bolesti kloubl, deprese

« od détstvi, nebo pozdéji - po zatézi (nemoc, téhotenstvi)

« bezlepkova dieta



Celiakie

Antigen-presenting cell

Gluten

" 1 Mechanisms
antigen

1. Innate immune detection
2. T-cell development

\ !

; o /'

Autoantibodies
(for example, anti-tTG)

A & 3. T-cell and B-cell co-stimulation
’ ¥ 4. Cytokines, chemokines and
\ their receptors
(8] \
o s
/
/
2 o
2 A < InﬂammatorN —
/ \ cytokines S
! T-cell 3! (for example, TNF) 4 : L)
!

b

Intestinal
inflammation

B-cell

Celiac Disease




Celiakie

Diagnostika
« stanoveni v krevnim séru

« pri pozitivnim vysledku je indikovdna biopsie sliznice dvandctniku u
nemocného, ktery konzumuje stravu s obsahem lepku

Cileny screening

pro osoby s rizikovymi chorobami

s podezrelymi nebo nespecifickymi symptomy

« s autoimunnimi chorobami asociovanymi s celiakii (TIDM...)

 u pribuznych jedinci s celiakii




Celiakie

AD s nedplnou penetranci
Genetické vysetreni predispozicnich HLA alel IT. tridy kodujicich

heterodimer DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201 nebo
DQA1*02:01/DQB1*02:02)

a heterodimer DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302)

(jen
ve 20 % u kontrolnich osob)

Riziko pro jednotlivce spojené s pritomnosti heterodimeru HLA-DQ?2 je
50x zvyseno oproti primérnému riziku v populaci.

Mensina pacientl, kteri jsou HLA-DQ2 negativni, byvaji pozitivni na HLA-
DQ8, Casto jesté ve spojeni s alelou HLA-DRB1*04.

Genetické vysetreni ma vysokou negativni prediktivni hodnotu,

Oproti sérologickému vySetreni protilatek vykazuje mensi vyskyt falesné
negativnich vysledku, zejména u déti mladsich 2 let a u pacienti na
bezlepkové dieté.



PORUCHY METABOLIZMU

MOLEKULARNI PODSTATA
PATOFYZIOLOGICKYCH PROCESU

RNDR. PETRA BORILOVA LINHARTOVA, PH.D.



Poruchy metabolizmu

Bilkoviny

Sacharidy

Tuky

Makronutrienty

Vitaminy a stopové prvky

Poruchy vyzivy
Poruchy prijmu potravy



Poruchy MTB

porucha rovnovdhy mezi tvorbou, vstrebdvdnim, ukldddnim a
vylu€ovanim urlitych latek v organismu a zvysi se produkce
odpadnich metaboliti

pres 700 popsanych chorob

etiologie - nejcastéji nedostatek nékterého enzymu, dysfunkci
transportniho proteinu ¢i poruchou jiného proteinu souvisejiciho
s nékterou MTB drdhou

dedi¢nost - AR, GR, GD, mt

klinika - nespecificka vs. specificka (pr. zdpach zpocenych nohou
u pacientl s izovalerovou acidurir)

substrat

% PODSTATA METABOLICKYCH CHOROB

mutace

jaderné DNA -

/ .
b} O dysfunkéni protein produkt
multiorganove

mutace mtDNA postizeni




Patogeneze DPM

« DPM jsou choroby vznikajici na molekularni
drovni

* Pri¢inou DPM je zména genetické informace
(genu, DNA)—chybny prepis do
MRNA—chybna syntéza proteinu—protein o
zmeénéné strukture

* 1 gen kdduje syntézu 1 molekuly proteinu



Klasifikace DPM

. Podle rychlosti ndstupu klinickych
priznakl

. Podle jednotlivych metabolickcyh
systémdl

. Podle subcelularni lokalizace
zmeénéneého proteinu

. Podle analytické metodiky pouzivané
pro prikaz DPM



1. Podle rychlosti nastupu klinickych
priznakl - onemochént:

* Akutni metabolicka
* S intermitentnim prubéhem

* Chronicky progredujici



Akutni metabolickd onemocnéni

obvykle v ¢asném novorozeneckém Ci
raném kojenecké obdobi

respiracni selhdni, sepse, krece,
poruchy védomi, protrahovand Zloutenka,
rozvijejici se RDS ¢i DIC atd.

poruchy metabolismu AMK,
galaktdzy, ureageneze, organickych kyselin,

poxidace mastnych kyselin



Metabolickd onemocnéni s chronickym
pribéhem

striddni bezpriznakovych
obdobi s atakami, které se typicky objevuji
po zatézi napr. zména vyzivy (bilkovinna
zatéz), horecnaté obdobi (zvysena
energeticka potreba organismu v pribéhu
katabolismu)...

pozdni formy deficitu OTC
(ornitintranskarbamyldza), nékteré
poruchy p oxidace MK



Chronicky progredujici metabolicka
onemocneni

zpocatku normalni
psychomotoricky vyvoj se po urcitém
obdobi zastavuje pripadné dochdzi k
jeho regresi

strdadava onemocnéni
(mukopolysacharidozy,
neurodegenerativni onemocnéni...)



2. Podle jednotlivych metabolickych
systému - poruchy metabolismu

 aminokyselin

sacharidu

lipidd

purint a pyrimidind
vysokomolekularnich latek
barviv atd.



3. Podle subcelularni lokalizace
zménéného proteinu - DPM:
» cytosolové
» mitochondridlni
* lysozomadlni
* peroxisomadlni
* Golgiho aparatu
» iontovych kandlt atd.



Klinika DPM

* Projevy DPM - v kterémkoliv véku od
narozeni az do dospélosti

* Manifestace - pestra, od mirnych
chronicky probihgjicich forem aZ po
akutni Zivot ohrozuycu stavy

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



Laboratorni nespecifické ndlezy

Acidoza ( napr. laktdtova pri deficitu PDH)
Alkaléza ( napr. deficit OTC)

Hypoglykémie

Hyperamonémie

Hypoketdza (s hypoglykémii u poruch poxidace)
Hyperketdza (u nékterych org. Acidurii)
Hypourikémie/hyperurikémie (porucha met.purint)

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



Laboratorni diagnostika DPM

1. Na drovni metabolitl
2. Na drovni enzymd
3. Na molekularni drovni



1. Diagnostika na drovni
metaboliti

prokazujeme zmenenou
koncentraci néjakého metabolitu (substrat,
produkt, abnormni metabolit). Nejstarsi,
nejjednodussi, nejrozsirené;si.

vsude tam, kde defektnim proteinem
je enzym Ci trasportni pr'o’rem — v misté
metabolického bloku dochdzi k hromadéni
substrdtu a nedostatku produktu, pripadné k
tvorbé jinych metabolitu v disledku aktivace
alternativnich me’rabolnckych drah

sérum Ci plazma, moc, likvor, plna
krev v podobé suche krevni skvr'ny na
filtracnim papirku



1. Diagnostika ha Urovni metabolitt

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

chromatografie - papirovd

- tenkovrstva

- kapalinova (iontoménicova, vysokodcinna
HPLC)

- plynova (s hmotnostni spektrometrii GC/MS)

elektromigracni techniky

- elekrtroforéza
- kapildrni elektroforéza

tandemovd hmotnostni spektrometrie MS/MS



2. Diagnostika na drovni enzymu

akte| prokazujeme snizenou akfivitu
postizeneho enzymu. Vysetreni je narocnéjsi
(ekonomicky ndkladnéjsi, Casto vétsi zatéz pro
pacienta - odbér materidlu).

Ziti: v prenatdlni diagnostice, pro potvrzeni
prislusne DPM, obvykle mu predchazi vysetreni
na urovhi metabolitu

. leukocyty, erytrocyty a trombocyty
izolované z periferni krve, serum nebo plazmag,
kultura koznich fibroblastu, tkan ze svalové i
jaterni biopsie



3. Diagnostika na molekularni drovni

diagnostika na urovni DNA
prokazuje primo defektni gen. Ekonomicky
nejndkladnéjsi, indikovat uvazlivé

k definitivnimu potvrzeni diagnézy tam,
kde tak nelze jednoznacne ucinit na zdklade
vySetreni metabolitl ¢i enzym, ddle v
genetickém poradenstvi

leukocyty z periferni krve, buriky z
plodové vody ziskane amniocentézou, buriky
choriovych klki ziskané biopsii placen’ry



Lecba DPM

Na Urovni metabolitu
Na drovni enzymu
Na bunééné urovni

Jedind kauzalni lécba - na bunécné drovni.
Lécba symptomatickd a podplrnad - zmirfiuje
projevy, neodstranuje pricinu.



1. Lééba na Urovni metabolitu

(napr. dieta u PKU, galaktosémie, prevence
katabolismu u aminoacidopatii, org.acidurii)

ds’ ickych metabolitt ( peritonedlni
dialyza, hemodialyza vyménna transfuze)a
vyuziti alternativnich metabolickych drah (napr.
poddvani benzodtu u hyperamonémii)

ni metc hinhi (‘napr.
allopurinol pri hyperurikémii )
eficitnic ( napr. argz(ininu u

poruch mocovinového cyklu, tyrosinu u PKU)



2. Lecba na drovni enzymu

a) doddvkou koenzymu ve
farmakologickych davkdch ( napr.
pyridoxinu u deficitu cystathionin p-
syndzy)

b) primo -
enzymoterapie ( hapr. u Gaucherovy Ci
Fabryho choroby, nékterych typ
mukopolysachyridoz ¢i glykogendz)



3. Lé¢éba ha bunééné drovni

s virovymi Ci hevirovymi
vektory (zatim u Zddné DPM neni uZivdna
rutinné, md sva dskali)

» Zvlastni postaveni v IéCbé pak zaujimad
( napr-.
jater u tyrosinémie, ledvin u cystindzy,
kostni drené u adrenaleukodystrofie)



Priklady nejznaméjsich DPM

Poruchy metabolismu AMK
Organické acidurie
ismu sacharidi

Poruchy metabo
Poruchy metabo
Poruchy metabo
Poruchy metabo

Ismu

ipoproteind

ismu purind a pyrimidind
ismu vysokomol. latek



hyperfenylalaninemie

tyrozinemie I
tyrozinemie IT

tyrozinemie IIT
alkaptonurie
homocystinurie
cystinurie
nemoc javorového sirupu

izovalerovd acidemie

glutarovad acidurie
metylmalonova acidurie
propionovad acidemie

poruchy cyklu mocoviny

AMK

incidence
1:6500 (CR), 1:13 000 (svét)
1:100 000 (svet)
vzdchd

vzdcnd

1:100 000 - 1:1 000 000 (svet), 1:19 000 (Slovensko)

1-9:1 000 000 (svet)
1:7000 (USA)

1:185 000

1:230 000 (svet)
1:40 000 (belosi)

vzdacnd
vzdcnd

1:30 000 (svét)

postiZzeny enzym

fenylalaninhydroxyldza
98 §:), tetrahydrobiopterin

o,

fumarylacetoacetathydroldza

tyrozinaminotransferdza

4-hydroxyfenylpyruvadt
dioxygendza

homogentisat-1,2-dioxygendza

cystationin B-syntdza

defekt rendlniho transportu
nekterych aminokyselin

dehyd nd gtvenych
alfaketokysefin V¢

isovaleryl-CoA dehydrogendza

glutaryl-CoA dehydrogendza
metylmalonyl-CoA mutdza

propionyl-CoA karboxyldza



Aromatické AMK - schéma premény

fenylalaninhydroxylaza (PKU) ko'echolo'm'ln)" R
, , hormony titné zlazy
Lfenylalanin tyrozin :
melanin

tyramin
tyrozinaminotransferaza (HYPERTYROZINEMIE typ2)

fenyllaktat «—— fenylpyruvat  p-hydroxyfenylpyruvat

l | hydroxyfenylpym‘

fenylacetat homogentizat p-hydroxyfenylacetat

‘ homogentizatdioxy genaza (ALKAPTONURIE)

metylacetoacetat

| fumarylacetoac etiza (HYPERTYROSINEMIE typ1)

citratovy cyklus



1)
2)

Hyperfenylalaninémie/ fenylketonurie

nedostatecnd preména Phe
ha Tyr

Deficit fenylalaninhydroxylazy

Porucha metabolismu koenzymu
tetrahydrobiopterinu

asi 1:10 000, patri mezi nejcastejsi
DPM

Existuje novorozenecky screening- u nds od
r. 1975 celoplosné - Guthrieho test



Odbér krve na novorozenecky
screening




Klinika, diagnostika a terapie PKU

u nelécenych PMR, epilepsie, ekzém,
nizké IQ. Postizené déti-svetlé vlasy, modré
oCi, bledd pokozka, typicky je zdpach mocCi po
mysine.

i potvrzena kvantitativnim
stanovenim Phe ze séra, |ze potvrdit
vysetrenim na molekuldrni drovni

_dietni - omezeni FFijmu Phe
(vynechani prirozenych bilkovin, nahrada
smésmi esencidlnich AMK bez Phe). Terapie
celozivotni, do 15 let prisnd, stejné tak u zen v
prekoncepchnim obdobi a v téhotenstvi



Hypertyrosinémie

harak] . heterogenni skupina
dédicnych onemocnéni, u kterych vazne
premena tyrosinu
deficit fumarylacetoacetdzy (typI)
nebo tyrosinaminotransferdzy (typII)

a) akuthi forma-u kojenct- zvraceni, poruchy
rustu, Zloutenka, hypoglykémie koagulopatie,
sepse, vitamin D rezistentni rachitis

b) chronickd forma-déti skolniho véku-
zvétseni jater, poruchy rustu, tubularni
dysfunkce, Ca jater



Hypertyrosinémie

vysoka hladina Tyr v krvi, vysoky
AFP, v moCi tyrosylurie, prukaz metabolitu
sukcinylacetonu. Je moznd diagnostika na
molekuldrni drovni

dieta s omezenim Phe a Tyr mdlo
Uspésnd, podavad se preparat NTBC, ktery
inhibici fenylpyruvdtdioxygendzy zabrafiuje
tvorbé toxickych produkti. Transplantace
jater indikovana.



Alkaptonurie

:nedostat.premena Phe a Tyr

deficit horﬂogen’rlsa’rdmxy endzy v
ledvinach a jatrech = hromadi se kyselina
homogen‘rlsova a jeji polymer ochranoticky
igment zejména v po jivovych tkanich
ochronoza‘}

relativné vzdcnd, na Slovensku
¢astg, asi 1:19 000, nejvyssi incidence ha
svete

CFrukaz kzs homogentisové y
moCi klinika,diagnostika na malekuldarni drovni
je mozna



Alkaptonurie

zavisi na véku pacienta, od narozeni
tmavad barva moce, pozdéji projevy ukladdni
ochronotického pigmentu do sklér, chrupavek
usnich a kloubnich, zelenomodré zbarveni
podpazi, usniho mazu. Nejzdvaznéjsi je
artropatie.

neni zndmd, jen omezeni prisunu
bilkovin, Setreni kloubniho aparatu



AMK s rozvétvenym uhlikatym
retézcem

Leucinéza=nemoc javorového sirupu=MSUD

: deficit dekarboxyldzového systému
vétvenych AMK (valin, leucin,
izoleucin)—hromadéni jejich oxokyselin v
organismu

:krdtce po narozeni metabolickd acidéza,
letargie, krece, koma. Typicky zdpach moce po
javorovem sirupu, karamelu, Maggi koreni

iagnostika: vysokd hladina Leu,Val, Isoleu v
seru i mocCi, kde rovnéz pritomen alloisoleucin
ie: symptomatickd dprava vhitfniho
prostredi, chronicky omezeni prisunu bilkovin s
adekvatni nahradou AMK bez Leu,Val, Isoleu



Poruchy AMK mocovinového cyklu

skupina nekolika DPM,
spolechym
projevem je zvysend hladina amoniaku v dusledku
jeho snizeného odbourdvani ¢i zvysené produkce
— ireparabilni poskozeni mozku
«  Hyperamonémie typ I
Hyperamonémie typ 2
Citrulinémie
Argininjantarovd acidurie
Hyperornitinémie
Hyperamonémie z deficitu resyntézy NH3



AMK mocovinového cyklu

mitochondrie
karbamoylfosfétsyntéza?(HYPERAMONEMIE typ1)

2ATP + HCO; + NH; —> H,N —C—OPO} + 2ADP + P,

karbamoylfosfit
0 —(IT— NH,
NH
P, |
(CH,),
ornithin :
NHF omithinkarbamoyifosfat- HC—NHj
| ! transferaza citrullin COO™
~ {HYPERAMONEMIE typ2)
((l H,), Q
“_(I‘—N”; Co0~
coo™ citrullin ¢y
ornithin ATP - +
(l) MOCOVINOVY CYKLUS argininsukcinat: 3 HC—NH,
H,N—C—NH, "T.\y{'fﬁtf?fj‘ - coo"
motovina (CITRULINEMIE) aspardt
\5 arginaza
H.0 "\ (ARGININEMIE) Co0-
: arginino- CH, Y:JH.
, arginin sukcinit ; D S
H,N NH, HE—N—C
i 5 [ Ho |
(l‘ argininsakcinz’ttlyéza COO0™ NH
I
‘T" /(ARGININJANTAROVA ACIDURIE) ‘(I Hy)s
(s Coo™ HC— NH}
|
H— (| —NH} HC cytosol CO0~
|
COO~ (’.H

fumarat



Hyperamonémie typ I

deficit karbamoylfosfdtsyntetdzy

Akutni priznaky intoxikace amoniakem,
zvraceni, porucha védomi, priznaky se objevuji
kratce po narozent, zhorgent po zaCdtku
kojeni(prisun bilkovin)

m’renzuvm upmva vhitrniho
prostredi, omezeni prisunu bilkovin, dialyza k
odstranéni amoniaku, detoxikace podamm
benzoanu sodného

AR



Hyperamonémie typ IT

deficit
ornitinkarbamoylfosfatsyntetdazy (OTC)
obdobné jako u typu I (akutni pribéh

jenu chlapcu divky jsou heterozygotky-
mohou mit neurol. priznaky)

GR

hyperamonémie, v moci vysoka
koncentrace kyseliny orotové, v likvoru vysoky
glutamin



Citrulinémie

deficit argininsukcindtsyntetdzy
gnostika: zvyseny amoniak, v séru i moci
zvyseny citrulin
0: zAvisi na stupni postizeni, pribéh
akutni az chronicky, projevuje se odmitanim
stravy, poruchy svalového tonu, krece, koma

AR

identickd jako v predchozich
pripadech, omezeni bilkovin



Organické acidurie

<a: skupina tézkych DPM s
obvykle akutnim prubéhem, provazene
metabolickou acidézou

, porucha metabolismu AMK,
mastnych kyselin Ci sacharidu v dusledku
shizené aktivity nékterého z enzymu
event.kofaktoru enzymu, v dusledku chybné
funkce respiracniho retézce ¢i
elektrotransportnich systému—akumulace
organickych kyselin v organismu

: neurologické priznaky ( poruchy
védomi, kreCe, zmény svaloveho tonu),
poruchy vnitfniho , ,
prostredi(metabolic.acidoza, hypoglykémie)



Dikarboxylova acidurie

deficit enzymu ach -CoA
dehydrogenaz o, stredné dlouhy ch
retezcich, ktery se Gcastni p ¢ oxu ace
mastnych kyselin—nedostateénad tvorba
ketolatek v'jatrech jako alternativniho
zdroje energie pro mozek, kosterni a
srdecni sval pri nedostatku glukosy

spavosy, letargie, krece,
bezvedoml zvétiena jatra, obvykle v
a’ra dch pri fycerpam zasob glukosy (
hladovéni, infekce, horecka)

hyp IKkemle pod
2,5 mmol/| bez ke’roz , VY soke ladiny
dikarboxylovych kyselin v krw i moCi



Methylmalonova acidurie
(ketotickd hyperglycinémie)

deficit nékterého z enzymd
methylmalonyl-CoA-mutazy, methylmalonyl-
CoA-racemazy, deficit v syntéze
deoxyadenosyl kobalamind nebo
me‘rhylkobalammu

zavisi od tize enzymgtického _
deficitu akutni u novorozencu ¢i mirnéjsi u
starsich déti, zvraceni, PMR, poruchy
védomi, ketonurie s Tézkou acidézou, kéma,
anémie

v séru i moCi methylmalonat,
3-hydrox Xbu‘r yrat, 3 hydroxypryoplona‘r

zvyseny glycin



Tzovalerova acidurie

* vylucovani karboxylovych kyselin v moci

 neschopnosti organismu zpracovdvat leu diky deficitu isovaleryl-
CoA dehydrogendzy

Leucin

transaminace, dekarboxylace
v
[sovaleryl-CoA + glycin —— Isovalerylglycin

glycinova acyltransferasa

isovaleryl-CoA dehydrogenasa
L J

B-methylcrotonyl-CoA

- metabolicka ketoacidéza — zdpach zpocenych nohou u
pacientl, dehydratace, neprospivani...

- prevence katabolickych stavi, supl. gly a karnitin, dieta

- prenatdlni - analyzou isovalerylglycinu v amniové
tekutiné a/nebo enzymatickou analyzou v choriovych kicich



Poruchy metabolismu sacharidu
Galaktosémie

 Laktéza—galaktdza + glukdza

1.Z deficitu galaktéza-1-fosfat uridyltransferazy
2.Z deficitu galaktokindzy
3.Z deficitu galaktdzo-4-epimerdzy
nika: rozmanitd, od benigniho prubéhy u deficitu
epimeradzy, pres kataraktu™u deficitu galaktokindzy
az po zivat ohrozujici formu u deficitl fransferazy

( tzv.klasicka galaktosémie). Pretrvdva flCl, .
zloutenka po Aarozeni, zvraceni, hypoglykémie...

agngza; TLC, potvrzeni cilenym enzymatickym
vysetrenim v erytrocytech, DNA analyza mozna

bezlaktézova a bezgalaktézova dieta(bez

AR

mléka)



Poruchy metabolismu fruktdzy

1.Hereditdrni intolerance fruvk’rléz{ z deficitu
aldolazy-zavazné onemocnéni GIT, hypoglykémie,
odpor K ovoci, anorexie, zastava rustu

2.Esencialni fruktosurie-benigni odchylka, neni
hypoglykéemie

3.Intolerance fruktézy z deficitu fruktéza-1,6-
difosfatazy-hypoglykémie, laktatova acidoza

N fruktosurie-pozitivni redukénilll

zkouska na cukry ( ne na glukozu!), albuminurie,
hyperaminoacidurie

vylou€eni fruktozy ze stravy
AR



Vysetreni sacharidi metodou TLC

Pozitivni ndlez fruktozy a Pozitivni ndlez galaktozy v séru i
galaktézy v moci moCi




Glykogendzy

¢ skupina asi 10 DPM, jimzZ je
spole¢ny deficit nékterého enzymu, ktery se
uplatiuje pri syntéze ¢i odbourdvani glykogenu

GSD la- Gierke - jaterni

GSD 2 - Pompe-generalizovand
GSD 3 - Cori-jaterni

GSD 4 - Anderson-generalizovand
GSD 5 - McArdle-svalova

GSD 6 - Hers atd.-jaterni

stika: vydetreni defektniho enzymu po
svalové ¢i jaterni biopsii, pripadné zatézove testy



Glykogendzy

hepatomegalie, hypoglykémie,
hyperlak’racidémie,dyslipidémie. -svalova
slabost, zvysend dnavnost bolesti svald, nejsou
hypoglykemle neni hyperlaktacidémie, Je vyssi
CK, ALT, AST,

hypertroficka kardnomyopa’rle
vétsinou jen symptomaticka
AR, jen typ IX vazand na X-
chromozom



Diabetes mellitus

absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu
zvysend koncentrace glukozy v krvi (hladina glykémie)

TIDM, T2DM, gestacni DM, LADA, MODY

Sekunddrni komplikace DM - neuropatie, retinopatie, nefropatie,
vaskularni poruchy (poruchy mikro a makrocirkulace - diabeticka
noha), parodontitida



A Mechanisms of cell damage

Hyperglycaemia Dyslipidaemia £ Typel
: : 1 Type 2
T Triglycerides 1 Both
Glucose TLDL
JHDL

- TFFA
Protein @ Oxidisec
AGEs LDL

E LOX1
\ ‘

LInsulin+C-peptide

Hexosamine

Glucose »| Inflammatory signals [¢——— FFAs
pathway
2|z
ols
s I‘\
Osmoti ;
str:::slc* transport Cholesterol Il:Isulln
overload % ¢ resistance
ROS (%) - - Oxysterols
= \‘ complex neurotrophic
DNA damage ER stress dysfunction Apoptosis signals
B Cell damage—nerve dysfunction
i Macrophage !
i activation

Glial cells

Neurons



\ | |Frequent urination.

DIABETES

KNOW THE SYMP

TOMS

- Sexval

problems,
Blurry vision. Always =
e thirsty.
- &, 58 i oot
a\ U555 - infections.
W | | oty
e Numb or tingling
) hands or feet. /




TIDM (IDDM)

polygenni autoimunitni choroba, absolutni nedostatek
inzulinu, juvenilni (v 15 letech)

geneticka predispozice kombinovand s: virova infekce,
toxiny, stres (nékolik let, 5-10 % nepoznanych diabetiki)
B-lymf oznaci svymi protilatkami p-buriky slinivky brisni
jako cizorodou ¢dst téla (= autoantigen), ¢imz je
nastartovdna imunitni reakce. T-lymf, makrofdgy a
cytokiny takto oznacené bunky bezhlavé nici.

insulitis (lymfocytova infiltrace ostrivkovych bunék,
zdnét). Insulitida snizuje poCet funkénich p-bunék v
pankreatickych burfikdch - poruchy syntézy a sekrece
inzulinu.



T2DM (NIDDM)

multifaktoridlni choroba - dédi¢né predispozice a faktory
vhéjsiho prostredi (obezita, stres...)

kombinace inzulinové rezistence a relativniho nedostatku inzulinu
(abnormdlni inzulinové receptory, protilatky proti inzulinu)

rezistence na plsobeni inzulinu: sniZzeny pocet plazmatickych
membrdnovych receptort na cilovych burikdch, postrecepéni
blokdda nitrobunécného metabolizmu glukézy (snizeny pocet
receptord, snizend afinita; snizend aktivita komplexu; abnormadlni
prevod signdlu nebo abnormadlni fosforylaéni reakce pro
nadmérnou tvorbu TNF-a).

postupnd ztrata schopnosti p-bunék reagovat na glukézu,
rezistenci na inzulin, dysrequlace produkce glukdzy v jatrech



TIDM

T2DM

vek obvykle pod 30 obvykle nad 30
Castost (% vSech diabetikd) | 10-20 % 80-90 %
Vznik symptomi akutni nebo subakutni pomaly

Obezita

neni obvykla

velmi ¢astd

Vyvolavajici faktory

Zménénd imunitni reakce po
virové infekci

obezita, téhotenstvi,
stres

Obsah pankreatického insulinu

nepritomen nebo stopy

nizky, normalni, vysoky

Glukagon v plasmeé

vysoky, ale potladitelny
insulinem

vysoky, ale rezistentni
na insulin

Protilatky proti pankreatickym

pFitomny u 85 % pripadd

ménénezub %

ostrivkim
Primarni rezistence na insulin | minimadlni obvykle vyrazna
Odpovéd’ na léceni insulinem | +++ +az -
Odpovéd’ na dietni lécbu . vzdy pritomna, ale
nepatrna o_/ . \
samotnou ruzného stupné
Odpovéd’ na lécbu perordlnimi - ; 0 ;
P P m nepritfomna pritomna

antidiabetiky

Obvyklé akutni komplikace

ketoaciddza

hyperosmoldrni kdma

Sdruzeni s HLA

ano

ne

Type | Diabetes

No insulin signal

Type |l Diabetes

No response



Dédi¢né poruchy metabolismu lipoproteind

¢ _vznik v dusledku zvysené
syntezy nebo snizeného odbouravani
liporpteinovych castic
drive klasifikace dle Fredricksona,
dnes ¢lenéni na
1.Familiarni hypercholesterolémie
2.Familidrni defekt apolipoproteinu 100B
3. Polygenni hypercholesterolémie
4.Familidrni smisend hyperlipidémie
5.Familidrni hypertriacyglycerolémie
vysoka (1:400)
prevazné AD, proto tak casté




Familiarni hypercholesterolémie

v diisledku deficitniho LDL
receptoru izolované zvyseni celkového
cholesterolu bez zvyseni TGL. Hodnoty TCh 7-

10mmol/I| u heterozygoti, u homozygotl pres
20 mmol/I.

K velmi ¢asné aterosklerotické zmény,
$lachové a kozni xantomy, arcus lipoides
cornae, ICHS, IM v mladi u homozygotu, u
heterozygotu do 50 let.

, klinika, biochemické vysetreni
tukového spektra, molekularné geneticke
vysetreni

nizkocholesterolovad dieta, statiny



Poruchy metabolismu purint a
pyrimidind
heterogenni skupina,
opgmocneéni popsand ’repr've v nedav e dobe,

pri¢inoy deficit nek’rer'e 0z enz¥
purinoveho €i pyrimidinoveho metabolismu

rdznorodd, projevy heurologigke,
rﬁunohema‘rologlcke me’rabollcke prubéh
akutpi m’rermu entni az chronicky,, |
zavaznost benigni az Zivot ohrozuycu

hladina kyselin mocove v Krvi
a mo¢i, hematqlogicke vys., rRega loblastova
anémie), vysetreni purinoyy
pyrimidinovych me’raboll‘ru v krvi a moCi
metodou HPLC, stanoveni aktivity _
dotéenych enzymi v erytrocytech &i
leukocytech, u'nékterych mozné
molekuldrné ‘genetické vysetreni



Poruchy metabolismu purint a pyrimidind-
pokracovani

priklady
1.Leschuv-Nyhaniv sy-deficit hypoxantinguanin-
fosforibosyltransferazy-dnavy syndrom, urolitidza
2.Deficit adenosindeamindzy-sy tézkého kombinovaného
imunodeficitu
3.Deficit xantinoxiddzy-xantinurie, moc. kameny
4.Orotové acidurie-PMR, tézkd hypochromni anémie
symptomatickd, podavani allopurinolu snizuje
ndsledky vysoké hladiny kyseliny mocové (dnavy
syndrom), dieta s nhizkym obsahem purint (masové
vyvary, vhitrnosti, Cerny ¢aj, Maggi koreni...)



Poruchy metabolismu
vysokomolekuldrnich latek

ika: nesourodd skupina chorob
vzniklych v dusledku deficitu nekterého z
lysozomalnich enzymu, resp. jejich aktivatoru
Ci inhibitoru s naslednym hromadénim
’rﬁpickych metabolitu—stradani—stradave
choroby=tesaurismozy

1.Mukopolysacharidézy
2.0ligosacharidozy
3.Gangliosiddzy atd.



Mukopolysachariddzy

Spo relativné dlouhém bezpriznakovém
0 dé)b e objevuje kraniofacialni dysmorfie,
he a’ros Ienome alie kardmmyopa’rle poruchy
ru tu, poruc y chovani atd.

dochadzi ke stFdddni .
l}f‘kosammo gl kqnu mukopolysacharidu
c ondrou‘rmsu fat heparansulfc’r dermatan-
ulfat, er'a’ransulfa’r)

zvysené yylu¢ovani GAG v moci,
elek’rr'ofore‘rou ste’rmme sSp k’rr'um GAG,
definitivni d 9 zalozena na prukazu enzymoveho
deficity v letkgcytech Ci leroblas’rech
nekterych typu mozna molekuldrné genetickd
diagnostika

'U



Dalsi DPM

« DPM mitochondridalniho metabolismu
gmi’rochondrie dodavaii bunkdm energii ¢innosti cca

O enzymi - nejdtlezitéjsi pyruvdtde ydroaenézov&
komplex, enzymy respirachniho retézce a cyklu_
trikarboxylovych kyselin)-deficit —nedostatecny

energeticky metabolismus

« DPM peroxisomu ( napr. Zellwegeriv sy-deficit
poxidace velmi dlouhych MK=VLCFA)

« DPM médi, zinku, Zzeleza ( napf.Wilsonova
choroba-hepatolentikuldrni degenerace-v krvi nizka
hladina Cu a ceruloplasminu, vylu€ovdni Cu moci
vysok)e, ukladani médi v jatrech a pak prakticky vsude
vV org.



Vitaminy rozpustné v tucich

Ndzev DDD Zdroj Vyznam Projevy nedostatku
Vit 4 e, B e TIS?:ZkT?lr;azs;fulgtéJgnm' zajidt'uje vidéni - tvori olni purpur, |Seroslepost aZ slepota, rohovaténi kiize a sliznice,
) ‘ n;g pZovi tamin (ka'r'o Ten\l!j) i podili se na tvorbé bilkovin v kiiZzi a ve |ucpdvdni vyvodi Zldz, postiZeni skloviny a
barevnad zelenina (mrkev) sliznicich zuboviny
Vitamin D rybi tuk, v malém mnozstvi - o . organismus ztrdci Ca a P, a snaZi se jej nahradit z
(vitamin anti- 0,15mg | vznikd v kiZi po ozdreni UV E%Ciélllése 1 e el Ca @7 kosti - za vyvoje vznikd krivice, v dospélosti
rachiticky) paprsky, bandny meéknuti kosti, ovliviiuje plod matky
Vitamin E 2 2 podporuje ¢innost pohlavnich Zldz a . , "
(tokoferol) 5 - 30 mg) |obilné klicky sprévny pribéh tehotenstvi nekteré gestacni poruchy
Vitamin K (vitamin listovd zelenina, kvasnice, v
antihemor- Im tlustém strevé je tvoren oxidoredutasa, vyznamny pro tvorbu | krvdceni do tkdni a télesnych dutin, krvdceni
gl 9 |&innosti mikroorganismf protisrdzlivé Idtky protrombinu mozku miZe byt pri¢innou smrti

(Bakterium coli)




Vitaminy rozpustné ve vode

Ndzev

Vitamin B, (thiamin,
aneurin)

Vitamin B,
(riboflavin,
laktoflavin)

Vitamin B (kyselina
pantotenovad)

Vitamin B
(pyridoxin)
Kyselina nikotinova
(vitamin PP, niacin)

Kyselina listova
(folova)

Vitamin B,
(kobalami)

Vitamin C (kyselina
askorbovad)

Biotin (vitamin H)

DDD

15 mg

1,8 mg

7 -10mg

15 - 20 mg
05-1mg

1mg

50 - 70 mg

0,15-0,3
mg

Zdroj

obiloviny (zejm. kli¢ky),
jatra, veprové maso

mléka, maso, kvasnice

jatra, kvasnice, hrdach, maso,
ryby, mléko, vejce

kvasnice, obilné klicky, maso,
mléko, lusténiny

jatra, ledviny, maso,
kvasnice, houby

listova zelenina, jatra

jatra, maso, ¢innost bakterii

syrové ovoce a zelenina

kvasnice, jatra, ledviny, k
Uhradé prispiva biosyntéza
ve strevé

Vyznam

zasahuje predevsim do metabolismu
cukrd, zejména v centrdlnim nervstvu
a ve svalech, podporuje ¢innost

trdviciho dstroji

jako U¢innd slozka zlutého dychaciho
fermentu je v kazdé burice, kde se

uéastni oxidaci Zivin

md Ucast v oxireduktasdch a umoZfiuje
syntézu bilkovin, jako koenzym A md
centrdlni postaveni v metabolismu

podporuje G&inek vitamind B, a B,

klicova pro syntézu ribonukleovych

kyselin a bilkovin

zasahuje do metabolismu aminokyselin,
je nutnd pro tvorbu Cervenych krvinek

nutny pro udrzeni normdlni krvetvorby

katalyzuje oxidaci Zivin, udrzuje dobry
stav vaziva a chrupavek, podporuje

tvorbu protilatek

je ve v8ech Zivocisnych burkdch,

podporuje jejich rlst a déleni

Projevy nedostatku

zvysend Unava, sklon ke krecim svalstva, srdeéni
a trdvici poruchy, dispozice k zdnéttm nervi az
ohemochnéni beri-beri

zardélost a paléivost jazyka, zduFeni rtd, bolavé
dstni koutky, poruchy sliznice hrtanu a hltanu

riizné degenerace, u ¢lovéka pdleni chodidel

pomalé hojeni zdnétl, zhorsend regenerace
sliznic

zdnéty kize, celkovd seslost, poskozeni mozku
chudokrevnost

perniciosni anémie

Unava, shiZzend odolnost proti nakazlivym
nemocem, krvdceni, vypaddvdni zubd, pFi
avitaminose smrtelné onemocnéni - kurdéje

zdnéty kiiZe, atrofie papil jazyka, dnavnost,
deprese, svalové bolesti, nechutenstvi



GMO produkujici vitaminy

GM rostliny s ,pridanou hodnotou™

"Zlata ryze" (zrna ryze Zlutou barvu )

ryze obsahujici beta-karoten -vychozi latka pro tvorbu vitaminu A

1999 - Svycarsti a némecti védci

Vyhody : Levnd a vynosna tvorba plodiny, kterd napomadha lidskému
zdravi.

Betakaroten - plsobi antioxida¢né, chrani télni burky, sliznice a kuzi,
ochrana pred UV zdrenim.,

obrana proti nddorim, infekénim chorobdm, dné a prekyseleni
organismu,

nezbytny pro sprdvnou funkci zraku.

Nova zlata ryzZe - plvodni zlatd ryze -1,6 mikrogramu provitaminu A/1
gram ryze

nyni - 37 mikrogramt provitaminu.
Arabidopsis thaliana - zvyseni obsahu vitaminu € 0 100 %.

"Chemické tovarny"
GM mikroorganismy produkujici vitaminy B2 a B12, E , A, C

Vyhody: rychly rlst, nendroéni kultivace, " environmentally friendly" (minimum
energie a odpadu, vétsi vytézky)



Makronutrienty

Doporuéend denni

Prvek Funkce UloZzeni v téle . Zdroje
davka
o —
Draslik (K) osmoticky tliak (nitrobungény) 150g- QUte/ok\L:t?r:térobunecne 500 - 3500 mg rostlinné potraviny
Fosfor (P) vystavba kost, soucast b“”iiﬁ;?;;;“rﬁ”r- Wmena energii. prostup |5 g - 809 v kostie 800 mg IGENé, MOUENé & masné virobly vejce
Hofé&ik (Mg) wstavba kosti, aktivace enzymill 20-30 g - 50% v kostie 300 - 400 my lugtEniny, drilbedi maso, rdby, zelenina
o : _— L 80-100g-90% v : -
Chlor (CI) osmaticky thak (mimobunétng), tvarba kyseling v Zaludku mimobLNSEn tekuting 99 s0lene potraviny a pokrmy
. o . e . 100g - B0% v ) . . .
Sodik (Na) osmoticky tlak (mimobunéény), akdivace enzymu rirmobunGEne ekuting 5-15 g soli s0lene potraviny a pokrmy
_— e . e : 1000-1500g-90% v cx i . . . .
Vapnik {Ca) nervosvalova draZdivost, wstavba kosti, srézeni krve, stahy svall 800 - 1200 my mi&éné wirablky, mak, mougné wirabky, Zelenina

kostie




Mikronutrienty

UloZeni v téle

Doporuéena denni

Zdroje

Prvek Funkce .
davka
Fluor {F) bridéni enzymi, ochrana pred zubnim kazem 2-3myg (96% v kostfe) max. 3 mg masa, vejce, ovace, Zelenina
Chram (Cr) aktivace enzymi, faktor tolerance glukdzy =AY [;;;i})svaly aJine 0025 my maso, vyrobky z celozmne mouky, med
Jad (1) tvarba hormaond &titné Flazy 10 - 15 myg (9% ve &titné 7laze) 0,15 rg mofské ryby, vejce, mlgko
Kobalt (K) stavebni kdmen vitaminu B12, aktivace anzymi 1 - 2 g {ledviny a jiné argany) 0001 rag luténiny, kofenova zelenina, ofechy
Kremik (Si) posiluje mineralizaci, pornaha pii stavbé kosti 66 2 g (sl|n|\fka, GEEG 1, 20 - 30 rrg atruby, ovesné viogky, Semy chléb, pfeslicka rolni, truskavec
hypafiza, plice, svaly, krev)
Lithium {Li} ainilsbdErzildn, el Lesinl dren::ﬁl;:s\rl;rdce, sy i el o) vl Zjistim a dopinim ? mineralni vady, nadzemni Gasti rogtlin (hl. rdZovitych)
. . 10- 40 my (kostra, Jatra, ) L L ]
Mangan (Mn) aktivace enzymi hypofiza, ml&ns #l5zy aj) 25-7my obiloviny, Spenat, listovd zelenina, jatra, ledviny
- - 5 . B0 - 100 my (45% ve swalstvu, ce s -
Méd' {Cu) stavebni |atka enzymi, krvetvorba, tvorba elesting 0% 4trach, 0% v kostis) 12-3my [uténiny, jatra, ofechy
Molyhden (Mo) stavebni latka enzymi, aktivace enzymi B=0 i (J;rtgr:,nlye)dwny ajne 0,95-05 mg [ugténiny, obiloviny, jatra, ledviny, listova zelenina
Nikl (Ni} aktivace enzymi, sraZeni ke, brzdéni enzymi 10 mg (krev, kosti & jiné argany) 0.1-05my lugteniny, siry, ryby, obiloviny
Selen (Se) synergista takoferalu a aminokyselin absahujicich sir 1819 mngLeéd\;pgéns}tha diza 0071-008 mg masa, obiloviny, ryby
Sira (8) vaie 58 na amlnokys’evllny, fanzymy a nl?ktE:rE vnammyn fwitarmin B4 a bictin), Al & sl 200 my ofiiy & sty
dfastni se metabolickych proces
Vanad (V) bridéni syntézy cholesterolu, mineralizace kosti a zubi 10 43. mg (ll_eddwny,‘Jatra, 002 g a vice i 6168 & HEai ohsahgm MEEELEETE Mesi el
slezina a jiné organy) kyselin
Zinek Zn) aktivuje vitarmin A, pomaha formovat kuvstfl, nplsabi pfi vivoji muZskyeh pohlavnich 2,2 q- 2',3 g'(svaly,Jaft[af, 15 mg otruby, Kicky, semena dynf, lusteniny
ilaz ledviny, muZske pohlavni Zlazy)
4-5 g (268% v hemoglobinu a
10- 20 my raso, virobky s ki, jatra, Epenat, celozmny chlgb

Zelezo (Fe)

ryaglobinu, 16% ve faritinu a

stavebni latka anzymi, hemoglohinu a myoglohinu

heran=idarini




Vo

Poruchy prijmu potravy

* hladovéni/hyponutricie
*  Malnutricie - kwashiorkor a marasmus
* kachexie
«  psychickd onemocnéni
- mentdlni anorexie
- bulimiie (pfejiddni a ndsledné
vyzvraceni potravy)
- zdchvatova prejiddni (prejidani
zplsobené stresem)
* obezita

orld Food
rogramme

energetickad rezerva (tuk) u $tihlého ¢lovéka
(tj.tuk pod 20% na cca 2-3 mésice

biochemicka charakteristika hladovéni:
-glukagon + (pokles sekrece inzulinu)
- vyCerpadni zdsob jaterniho gykogenu za 12-14h
- vzestup koncentrace adrenalinu, glukagonu, glukokortikoidt
- zvySend glukoneogeneze
-zvySend lipolyza se zvySenou ketogenezi (metabolicka aciddza)
-bilkoviny se relativné Setri, pokud je normdlni fyzickd aktivita



