U v8ech novorozencd narozenych na uzemi CR se provadi novorozenecky laboratorni
screening vrozenych onemocneni. Cilem novorozeneckeho screeningu je rychla
diagnostika a véasna leéba novorozencti s onemocnénim. V ramci novorozeneckeho
laboratorniho screeningu jsou vySetfovany uvedena onemocneéni:

* Endokrinni onemocnéni (EO):
a) kongenitalni hypotyreoza (CH)
b) kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH)

* Dédi€éne poruchy metabolismu (DMP):

c) fenylketonurie (PKU) a hyperfenylalaninemie (HPA)
d) leucinoza (nemoc javoroveho sirupu, MSUD)

e) izovalerova acidurie (IVA)

f) deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem (MCAD)
g) deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LCHAD)
h) deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCAD)

i) deficit karnitinpalmitoyltransferazy | (CPT I)

j) deficit karnitinpalmitoyltransferazy |l (CPT II)
k) deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (CACT)
) glutarova acidurie typ | (GA 1)

* Jina onemocneéni:
m) cysticka fibroza (CF)




U vSech novorozencu se odebere mezi 48-72
hodinami po narozeni vzorek kapilarni krve na
screeningovou karticku.

Laboratorni vysSetreni dédicnych poruch metabolismu (DMP) metodou
tandemove hmotnostni spektrometrie (MS/MS) provadi:

a) VSeobecna fakultni nemocnice, Ke Karlovu 2, 128 08 Praha 2, Ustav
deédicnych metabolickych poruch.

b) Fakultni nemocnice Olomouc, |.P.Pavlova, 775 20 Olomouc, Laboratof
dédi¢nych metabolickych poruch, OKBL.

Laboratorni vysetreni kongenitalni hypotyreozy (CH), kongenitalni
adrenalni hyperplazie (CAH) a cysticke fibrozy (CF) pomoci
imunoanalytickych metod provadi:

a) Fakultni nemocnice Kralovske Vinohrady, Srobarova 50, 100 34 Praha 10,
Laborator novorozeneckeho screeningu, Klinika déeti a dorostu.

b) Fakultni nemocnice Brno, Cernopolni 9, 61300 Brno, pracovisté Détska
nemocnice, Oddeleni klinicke biochemie a hematologie.



Charakteristika DMP

Rys Charakteristika
priciny DMP deficit enzymu, jeho aktivatoru, transportniho proteinu, zakladni pricina je na arovni DNA
disledky deficitu hromadeni substratu a nedostatek produktu v prislusnych metabolickych cestach, coz vede
k systemovym nebo tkanove specifickym projeviim onemocneni
dedicnost DMP nejcasteji autosomalne recesivni, vzacneji X-vazana, maternalni nebo autosomalne domi-
nantni
vyskyt DMP incidence jednotlivych DMP je nizka, ale celkova incidence DMP je relativne vysoka
(1:1000% az 1: 6007);
skutecna incidence je pravdepodobne jeste vyssi a rada pacientl tak diagnoze DMP unika**
vek DMP jsou diagnostikovany hlavne v novorozeneckém a kojeneckem veku,
ale mohou se projevit v jakemkoliv veku
symptomy DMP DMP mohou mit symptomy postizeni jakehokoliv organu ci tkane
priibeh miize byt chronicky, progresivni i akutni
diagnostika DMP probiha na trovni metabolitll, enzym, DNA a tkani
lecha DMP DMP jsou dobre [ecitelne, omezene lecitelné i nelecitelne

prenatalni diagnostika

je obvykle mozna, pokud byla u probanda stanovena presna diagnoza;
provadi se vysetrenim metabolitl v plodove vode, aktivity enzymu nebo molekulame
genetickym vysetrenim v choriovych klcich nebo amniocytech

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/lUDMP-2010.pdf




Rozdéleni DMP dle patofyziologie

Skupina DMP Charakteristika Priklady Lécha
DMP s komplexnimi hromaden{ komplexnich |lysosomalni choroby prevazne nelecitelne
molekulami molekul v bunecnem peroxisomalni poruchy enzymoterapie

kompartmentu

poruchy glykosylace

DMP intoxikacniho typu

akumulace toxickych
substratil pred blokem;
akutni nebo progresivni
symptomy intoxikace

aminoacidopatie
organicke acidurie
intolerance cukr

lecba dietni a eliminacni
prevence katabolismu
JIRP

poruchy energetickeho
metabolismu

poruchy produkce nebo
utilizace energie

glykogenozy

poruchy glykolyzy

poruchy glukoneogeneze

poruchy Krebsova cyklu

poruchy oxidace mastnych kyselin
poruchy respiracniho retezce

lecitelne az nelecitelné

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/lUDMP-2010.pdf




Dédicnost DMP:

Dédicnost Zastoupeni |Priklad DMP
Autosomalne recesivni 90%  |fenylketonurie/hyperfenylalaninemie z deficitu fenylalaninhydroxylazy
X-vazana 6% |deficit ornithinkarbamoyltransferazy
adrenoleukodystrofie
Mitochondrialni 2%  |nekteré mitochondrialni poruchy
(maternalni)
Autosomalne dominantni 2%  |porfyrie

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/lUDMP-2010.pdf




Incidence DMP:

DMP

Incidence

DMP celkove

1:1000% az 1:600™

jednotlive DMP

1:10000az 1: 1000000

Priklady DMP s incidenci:

DMP

Incidence

Fenylketonurie/hyperfenyl-
alaninemie z deficitu fenyl-
alanin hydroxylazy

1:4500 (Irsko) az 1: 100 000 (Finsko)
1:8000 (CR)

Leucindza

1:176 (Mennonite, Pensylvanie, USA) az 1: 290 000 (Nova Anglie, USA)

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/lUDMP-2010.pdf




Vysetreni pro diagnostiku DMP

Vysetreni Obsah vysetreni
Postnatalni vysetfeni [novorozenecky |v Ceské republice:
screening 1.screening DMP tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS)
2. kongenitalni hypotyreoza
3. kongenitalni adrenalni hyperplazie
4. cystickd fibroza
selektivni vysetreni osob, které maji symptomy vedouci k podezreni na DMP
SCreening
Prenatalni vySetfeni vysetreni ke zjisteni, zda je plod postizen DMP ktera byla prokazana v rodine;

je mozneé pouze tehdy, pokud byla u probanda stanovena presna diagnoza

Postmortalnivysetreni

vysetreni v pripade SIDS, nahleho, neocekavaneho nebo neodvratitelného
umrti, pokud neni dokoncena diagnostika DMP

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/UDMP-2010.pdf




Principy lééby DMP

Uroven léchy Lécha

Na trovni fenotypu symptomatickd a podpfirng

napr. symptomatickd medikamentosni aj. [écha, chirurgicka lécha, edukace,
rezimova opatreni, psychologicka péce;

neresi metabolickou podstatu onemocneni;

miize zmirnit klinické symptomy a zlepsit kvalitu zivota

Na trovni metabolitu | omezeni prijmu nebo vzniku toxickych substratli a patologickych metabolitil
(nutricni, napr. prevence katabolismu uaminoacidopatii a organickych acidurii, bezlaktozova dieta
farmakologicka) U galaktosémie, sanace strevni flory metronidazolem u propionové acidémie

eliminace toxickych substrat(i a patologickych metaboliti

napr. vymenna transfuze, hemofiltrace, vyuziti alternativnich metabolickych cest,
napr. podavani benzoatu a fenylacetatu pri hyperammonémii nebo penicillaminu
uWilsonovy choroby

metabolicke inhibitory
napr. podavani allopurinolu pri hyperurikémii (inhibice xantinoxidazy), podavani NTBC
u tyrosinémie | (inhibice hydroxyfenylpyruvat- dioxygenazy)

nahrada deficitnich produkti
napr. podavani tyrosinu u fenylketonurie nebo argininu u poruch cyklu mocoviny

Na Grovni aktivace a stabilizace enzymii farmakologickymi davkami koenzymii (napr. vitaminy)
dysfunkcniho proteinu | napr. podavani pyridoxinu u deficitu cystathionin B-syntazy nebo thiaminu u leucinézy

nahrada deficitnich enzymi
napr. enzymoterapie u Gaucherovy choroby, Fabryho choroby

Na bunécné trovni transplantace organ( a tkani (jater, ledvin, kostni drené)
napr. transplantace ledvin u cystinozy, transplantace kostni drené u adrenoleukodystrofie

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/UDMP-2010.pdf




V letech 2000 az 2008 probéhla na pracovisti Ustavu dédiénych
metabolickych poruch pilotni studie novorozeneckého screeningu DMP s
vyuzitim tandemové hmotnostni spektrometrie. V ramci této studie bylo
vySetieno 98 039 novorozencil.

DMP Pocet Pocet Pocet falesné
diagnostikovanych falesné negativnich
pacientu pozitivnich
Fenylketonurie/ 15 25 0
hyperfenylalaninemie

Leucinoza 0 15 0

Glutarova acidurie 1. typu 0 0

Izovalerova acidurie 0 0

Deficit MCAD 2 10 0

Deficit LCHAD 3 0

Deficit VLCAD 0 0

Deficit CPT | 0 0

Deficit CPT Il CAC 0 10 0
translokazy

Celkem 20 78

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/UDMP-2010.pdf



Predpoklady pro provadéni celoplosného screeningu:

* VlySetfovana choroba musi byt jasné definovana, tj. diagnostikovatelna.

« Choroba je Casta, ma v dané populaci urcitou incidenci. Hranice incidence je
vsak relativni a je ovlivnéna predevsSim ekonomickymi faktory. Ve vyspélych
zemich Ize v souCasné dobé spatrovat tuto hranici v incidenci 1:100 000.

« Zachyceni choroby v jejim Casném, presymptomatickem stadiu umoznuje takova
|éEebna opatreni, ktera zasadnim zpusobem pozitivné ovlivni pribéh choroby Ci
snizi umrtnost na ni. LéCebna opatfeni musi byt bézné dostupna a zajistitelna pro
vSechny zachycené jedince. PéCe o pacienty je vétSinou soustfedovana do
specializovanych center s cilem dosazeni maximalni efektivity a kvality 1eCby.
 Existuje obecné uznany screeningovy test, tj. choroba je v preklinickém stadiu
detekovatelna obecné uznanym laboratornim testem v suché kapce krve.

» Spole€nost je schopna zajistit provadeni laboratorniho testu u vSech svych
novorozencu po strance organizacni a ekonomicke.



Kongenitalni hypotyre6za (CH)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvyseny tyreotropni hormon.

Popis stavu: snizena tvorba hormonu $titné Zlazy.

Etiologie: v 80% porucha prenatalniho vyvoje stitné zlazy, ve 20% porucha nékterého
stupné biosyntézy tyreoidalnich hormonu.

Dédi¢nost: PriCiny CH jsou multifaktorialni, u 5% lze predpokladat autozomalné recesivni
dédi¢nost na pokladé mutaci v genech pro jodidoveé transportéry, enzymatické systémy a
tyreoglobulin a mutace v genech pro transkrip¢ni faktory.

Incidence: celosvetové 1 : 3 000 - 4 000

Dusledek nedostatku hormonu: Hypotyroxinémie vede ke zpomaleni metabolismu, rustu,
poruse vyvoje centralniho nervového systému a tézké psychomotorické retardaci.

Lécba: substituce levothyroxinem.

Prubéh onemocnéni bez Ié¢Eby: tézka psychomotoricka retardace, neurologické symptomy,
porucha rUstu.

Prubéh onemocnéni s Ié€bou: normalni kvalita Zivota.

www.novorozeneckyscreening.cz

www.udmp.cz/laborator/laborator_files/lUDMP-2010.pdf




Cysticka fibréza (CF)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvyseny imunoreaktivni trypsinogen

Popis stavu: CFTR protein (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
transmembranovy regulator vodivosti) reguluje transport chloridovych iontu, ktery je dalezity
pro funkci plic, hornich cest dychacich, pankreatu, jater, potnich Zlaz a pohlavniho ustroji.
Klasifikace: porucha chloridového kanalu, zvySena vazkost hlenu na sliznicich

Dédi€nost: autozomailné recesivni, gen CFTR

Incidence: 1:2500-4 000 (vCR1:2736)

Gen: CFTR

Nastup symptomu: Obvykle kolem 6 mésicu véku, i s ohledem na genotyp je znacné
variabilni.

Symptomy: v dusledku insuficience zevné sekretorické funkce pankreatu, v dusledku poruchy
hlenotvorby v dychacich cestach, dalSi symptomy mimo respiracni trakt (vyrazné slany pot,
metabolicky rozvrat v dusledku ztrat elektrolytt, muzska neplodnost, pankreatitidy, dilatacni
kardiomyopatie.

Lécba: zakladni pilife IéEby CF: péce o dobrou prichodnost dychacich cest, péce o dobry stav
vyZzivy, kontrola infekce.

Prabéh onemocnéni bez Ié€by: Casté exacerbace respiracnich infekci, postupna ztrata
funkcni plicni tkané se selhanim dychani, neprospivani, podvyziva, rozvoj cirhdzy jater,
diabetu, osteoporodzy.

Prabéh onemocnéni s Ié€bou: Onemocnéni je v soucasné dobé |éCitelné, i kdyz stale jesté
nevylécitelné. Cilem IéCby je oddaleni rozvoje komplikaci a udrzeni co nejlepSiho stavu funkce
plic a dobrého stavu vyzivy. Stfedni vék preZiti je v sou€asné dobé ve vyspélych statech 37 let.

www.novorozeneckyscreening.cz




Leucindéza, Maple syrup urine disease (deficit dehydrogenazy vétvenych alfa-

ketokyselin)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvyseny leucin/isoleucin.

Popis stavu: Pfi leucindze nemohou byt vétvené aminokyseliny leucin, izoleucin a valin
metabolizovany dale nez na jejich a-ketokyselinové derivaty. Aminokyseliny a pfislusné
organickeé kyseliny se hromadi a vedou k zavazné toxicite.

Klasifikace: organicka acidurie

Dédiénost: autozomalné recesivni

Incidence: celosvétové 1 : 185 000

Gen: BCKDHA, BCKDHB, DBT, DLD

Symptomy: Prvnimi znamkami jsou letargie a Spatné sani nasledované hyper nebo hypotonii,
podrazdénosti a dystonii. Progrese k tézké ketoacidose, hyperamonemii s kieCemi a komatem
vedouci bez IéCby ke smrti.

Lécba: dietni pécCe se snizenym leucinem v dieté a limitovanym valinem a isoleucinem.
Pribéh onemocnéni bez 1é€by: Klasicka neléCena forma progreduje do kdmatu a umrti.
Prib&h onemocnéni s Iéébou: Casnost 1éEby zlepSuje jeji vysledek, je vak tfeba poditat s
komplikacemi.

Leucin Isoleucin Valin www.novorozeneckyscreening.cz
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http://www.wikiskripta.eu/images/6/62/Nemoc_javorov%C3%A9ho_sirupu.png

Izovalerova acidurie (IVA)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: C5 karnitin

Popis stavu: IVA je zpusobena deficitem isovaleryl-CoA dehydrogenazy, dusledkem je
hromadéni toxickych metabolitu.

Klasifikace: organicka acidurie

Dédi¢nost: autozomalné recesivni

Incidence: 1 : 230 000

Gen: Isovaleryl CoA dehydrogenase gene

Symptomy: Déti s akutni neonatalni formou maji po nékolika dnech normalniho vyvoje
problémy s krmenim, zvraceni, tézka metabolicka ketoaciddza bez |éCby progreduje ke
komatu a umrti.

Lécba: Prevence katabolickych stavl pacienta, nizkoproteinova dieta s restrikci leucinu v
kombinaci se suplementaci glycinem a karnitinem. Glycin a karnitin umoznuji netoxicke
odbourani nadbyte¢ného isovaleryl-CoA.

Priubéh onemocnéni bez 1é€by: Asi 50% pacientl s akutni neonatalni formou choroby umira
pfi prvni atace. PrezivSi maji neurologické poskozeni.

Prabéh onemocnéni s lIé¢bou: Progndza dosazené inteligence pacienta zavisi na v€éasnosti
stanoveni diagndzy a zahajeni IéCby. Jsou-li vhodné |éCeni, vétSina pacientu se vyviji
normalné.

WWW.Nnovorozeneckyscreening.cz




Leucindza (deficit dehydrogenazy
vétvenych alfaketokyselin, maple

syrup urine disease) MSUD
VA
Leucin Isoleucin Valin
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MMA, methylmalonic aciduria



http://www.wikiskripta.eu/images/6/62/Nemoc_javorov%C3%A9ho_sirupu.png

Glutarova acidurie (GA-1)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvySeny C5-DC acylkarnitin

Popis stavu: GA-1 je zpusobena deficitem glutaryl-CoA dehydrogenazy, ktera preménuje
glutaryl-CoA na krotonyl-CoA; dusledkem je zvySeni hladiny toxické kyseliny glutarové a jejich
metabolitu.

Klasifikace: organicka acidurie

Dédiénost: autosomailné recesivni

Incidence: 1: 40 000 u béloSskych populaci

Gen: glutaryl-CoA dehydrogenase gene

Symptomy: V novorozeneckém obdobi mohou byt pfitomny lehké neurologicke priznaky jako
podrazdénost a hypotonie trupu.

Lécba: Okamzita |éCba katabolickych stavu s agresivni Ié€bou hore€ky; glukdza, inzulin a
karnitin mohou byt prevenci neurologického postizeni. LéCba riboflavinem a dietni restrikce
lysinu a tryptofanu.

Pribéh onemocnéni bez 1é€by: VétSina symptomatickych pacientll umira bez 1é€by béhem
prvni dekady Zivota.

Pribéh onemocnéni s Ié€bou: | pfes [éCbu trpi 35% pacientl neurologickym postizenim a
opozdénym psychomotorickym vyvojem.

www.novorozeneckyscreening.cz




Beta oxidation is the process by which fatty acids, in the form of Acyl-CoA
molecules, are broken down in mitochondria to generate Acetyl-CoA, the entry
molecule for the Citric acid cycle.

» Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem (MCAD
» Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCAD)
» Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LCHAD)
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/7/7e/LCHAD_deficiency.jpg

Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stredné dlouhym

retézcem (MCAD)

Nalez pri novorozeneckém screeningu: zvyseny oktanoylkarnitin a pomér C8/C2

Popis stavu: Deficit MCAD je poruchou beta-oxidace mastnych kyselin (BOX MK). BOX MK
nastupuje béhem delSiho hladovéni a/nebo obdobi zvySenych energetickych narok
(horeCka, stres), kdy produkce energie je z vétsi ¢asti zavisla na metabolismu tuku. PFi
defektech BOX MK dochazi k nahromadéni mastnych kyselin a jejich potencialné toxickych
derivatl z duvodu poruchy v jednom z mitochondrialnich enzymu potfebnych pro BOX MK.
Klasifikace: porucha beta-oxidace mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem
Dédi€nost: autozomalne recesivni

Incidence: 1: 6 000 - 50 000

Gen & Lokalizace: medium-chain acyl-CoA dehydrogenase gene

Symptomy: epizody hypoglykémie, encefalopatie, kdma iniciované béznymi infekénimi
nemocemi nebo lacnénim. PfezivSi maji vyznamny vyvojovy handicap, myopatii, hypotonicky
syndrom.

Lécba: spociva v prevenci hypoglykémii, frekventni vyzivé se zvySenym obsahem Skrobd,
omezenym pFivodem tuku.

Prabéh onemocnéni bez Ié¢by: Mortalita je az 50 % bez lécby. Opakované epizody
metabolické dekompenzace s hypoglykémii mohou vést k opozdéni psychomotorického
vyvoje, Casto dochazi k rozvoji jaterniho poskozeni.

Prabéh onemocnéni s lIéCbou: Predpoklada se, ze pacienti, ktefi jsou diagnostikovani vcas
a u nichz se predejde opakovanym atakam hypoglykémie a rozvoji jaterniho postizeni se
budou vyvijet normainé.

www.novorozeneckyscreening.cz




Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym

retéezcem (LCHAD)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvySeny C16-OH (hydroxypalmitoylkarnitin) nebo
C18:1 OH

Popis stavu: Deficity LCHAD jsou poruchami beta-oxidace mastnych kyselin (BOX MK).
Dédi¢nost: autozomalné recesivni

Incidence: neznama

Gen: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase gene, 3-ketoacyl-CoA thiolase gene, enoyl-CoA
hydratase gene

Symptomy: 3 fenotypy: t€Zka novorozenecka forma (obecné fatalni se srdeénimi
komplikacemi), novorozenecka forma s jaternimi projevy, stfedné tézka forma s pozdéjSim
nastupem s neuromyopatickym fenotypem

Lééba: Casté jidlo, dieta se zvySenym pfijmem sacharidti obohacenych Skroby a s nizkym
obsahem tuku a suplementaci oleji (triglyceridy se stfedné dlouhym fetézcem).

Prabéh onemocnéni bez Ié€by: 50 % pacientd umira bud pfi prvnich projevech nemoci
nebo pozdéji pfi progresi onemocnéni. Onemocnéni muze mit jak zachvatovity charakter, tak
chronicky prubéh.

Prabéh onemocnéni s lIé€bou: | pres intenzivni dietni [éEbu a prevenci l[acnéni se u cca
30% pacientl objevuji ataky metabolické dekompenzace.

www.novorozeneckyscreening.cz




Deficit Acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem

(VLCAD)

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvySena koncentrace tetradecenoylkarnitinu (C14:1)
a zvySeny pomér C14:1/C2

Popis stavu: deficit VLCAD je poruchou beta-oxidace mastnych kyselin (BOX MK).
Klasifikace: porucha beta-oxidace mastnych kyselin

Dédiénost: autozomalné recesivni

Incidence: neznama

Gen: ACADVL, VLCAD

Symptomy: Pfiblizné 50 % se projevuje u novorozencl hypoglykemii, jaterni dysfunkci a
kardiomyopatii, Casty je letalni pribéh onemocnéni. Pfiblizné 20% se projevuje v adolescenci
a dospélosti myopatii se svalovou unavou, rhabdomyolyzou a myoglobinurii, ktera je
iniciovana fyzickou zatézi nebo lacnénim.

Lécba: Zaklad IéCby tvofi vysoky pfijem sacharidl obohacenych Skroby, nizkotukova dieta a
prisny zakaz lacnéni a dlouhotrvajici fyzickeé zatéze.

Pribéh onemocnéni bez Ié€by: Pacienti s novorozeneckou formou onemocnéni obvykle
umiraji béhem prvniho roku zivota. PozdéjSi détska forma s jaternim postizenim ma take
Spatnou progndzu, pokud neni Ié€ena. Adultni forma muaze progredovat az do renalniho
selhani, pokud neni Ié€ena myoglobinurie.

Priubéh onemocnéni s Ié€bou: Novorozenecka forma onemocnéni je obvykle fatalni. Pacienti
s pozdéjSim nastupem onemocnéni prezivaji, pokud jsou lIé€eni odpovidajicim zplisobem.

WWWw.novorozeneckyscreening.cz




* Deficit karnitinpalmitoyltransferazy | (CPT 1)
* Deficit karnitinpalmitoyltransferazy Il (CPT II)
* Deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (CACT)
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CPT I, CPTI, carnitine-palmitoyl transferase |; CACT, carnitine-acylcarnitine translocase;
CPTII, carnitine-palmitoyl transferase |l; CAT, carnitine-acetyl transferase; CoA, coenzyme A.



Fenylketonurie a hyperfenylalaninemie

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvySeny fenylalanin a pomér Phe/Tyr

Diferencialni diagnoza: deficit fenylalaninhydroxylazy; poruchy biosyntézy a recyklace tetrahydrobiopterinu
Popis stavu: jsou zpusobené deficitem jaterniho enzymu fenylalaninhydroxylazy; nahromadéni fenylalaninu a
nedostatek tyrosinu vedou k poruse v syntéze neurotransmitertl. Poruchy pterinového metabolismu mohou byt
zpusobeny v nékolika enzymech podilejicich se na syntéze Ci recyklaci tetrahydrobiopterinu; disledkem
poruch jsou zmény v produkci nékolika neurotransmiteru.

Klasifikace: porucha metabolismu aminokyselin

Dédi¢nost: autosomalné recesivni

Incidence: 1: 13 000 (v CR 1 : 6,500)

Gen: phenylalanin hydroxylase

Nastup symptomu: Obvykle kolem 6 mésicu véku, ale mize byt variabilni.

Symptomy: Pozvolna mentalni retardace, zacinajici po porodu, ale obvykle neni zjevna pred Sestym
mésicem zivota. Rozsah retardace je zavisly na stupni enzymového deficitu a na tom, jak dlouho byl mozek
vystaveny zvySené hladiné fenylalaninu.

Lécba: Standardni péce je IéCba vSech osob s hladinou fenylalaninu nad cca 350-400 pmol/l, spociva

v nizkobilkovinné dieté s omezenim fenylalaninu a podavanim smési aminokyselin bez fenylalaninu. Dieta je

AT &> &4

Jako experimentalni a nové postupy se objevuje podavani sapropterinu (synteticky derivat
tetrahydrobiopterinu), podavani velkych neutralnich aminokyselin (LNAA), které kompetitivné blokuji transport
fenylalaninu do mozku.

Priubéh onemocnéni bez lécby: VétSinou tézka mentalni retardace, zmény na bilé hmoté pfi hladiné
fenylalaninu nad 1500 pymol/l. Mirné&jsi poskozeni mozku pfi hladiné fenylalaninu (600 — 1500 pmol/l). Mohou
se pridat kifeCe, ekzém, a naladové chovani nebo poruchy soustfedéni.

Pribéh onemocnéni s Ié€bou: Neni mentalni retardace, mohou mit specifické problémy v uceni. Pfi
preruseni diety se snizenym obsahem fenylalaninu dochazi k poklesu IQ, porucham chovani a soustfedéni,
objevuje se ekzém a kfede. Zeny fenylketonuriéky maji 95% $anci narozeni poskozeného ditéte (mikrocefalie
a postizeni mozku plodu, vrozené srdecéni vady), jestlize nedrzi pfisnou dietu béhem téhotenstvi.

www.novorozeneckyscreening.cz




The FAH gene
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The basic structure of the human phenylalanine hydroxylase (PAH) gene.
Chromosome 12 (12q23.2), 13 exons which encode a polypeptide of 452 amino acids.
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Structural domains of PAH. The catalytic domain of PAH contains a motif of 26 or 27 amino
acids which are responsible for ferric iron and cofactor (BH4) binding.




* Phenylalanine hydroxylase (PAH) is a homotetrameric enzyme.

« Each subunit is composed of three functional domains: the N-terminal regulatory
domain; the catalytic domain, which includes binding sites for substrate and
cofactor; and the oligomerization domain at the C terminus.

 PAH mutations can lead to misfolding, with aggregation and/or disturbed tetramer
assembly.

Phenylalanine hydroxylase

Single phenylalanine
hydroxylase subunit

Phenylalanine hydroxylase
protein consisting of 4 subunits

.5, Hatiomal Librany of Medicine



PAH converts phenylalanine into tyrosine and requires the cofactor
tetrahydrobiopterin (BH4), molecular oxygen, and iron to do so. Loss of
PAH activity results in increased concentrations of phenylalanine.
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4a-hydroxy-BH4

During the hydroxylation of phenylalanine by PAH (molecular oxygen O2 and iron Fe+2 are
present), tetrahydrobiopterin (BH4) is oxidised to 4a-hydroxy-BH4 intermediate, which is
subsequently regenerated back to BH4 via quinonoid (q) dihydrobiopterin by the enzymes
carbinolamine-4a-dehydratase (PCD) and by the NADH-dependent dihydropteridine
reductase (DHPR). BH4 is synthesised from guanosine triphosphate (GTP) by three additional
enzymes GTP cyclohydrolase | (GTPCH), 6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase (PTPS),
and sepiapterin reductase (SR). Mutations in genes coding for PCD, DHPR, GTPCH,
PTPS, and SR result in BH4 deficiency.



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6T1B-5192NSH-13&_image=B6T1B-5192NSH-13-3&_ba=&_user=835458&_coverDate=10%2F29%2F2010&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4886&_pii=S0140673610609610&view=c&_isHiQual=Y&_acct=C000045159&_version=1&_urlVersion=0&_userid=835458&md5=c35d6f257dd6087145d4a0f0bfc93f80

Phenylketonuria (PKU), an autosomal recessive inherited disorder characterized
by defective or deficient PAH, is the cause of almost all (about 98%) cases of

hyperphenylalaninemia (HPA). About 1-2% of cases of hyperphenylalaninaemia
are due to mutations in genes coding for enzymes involved in BH4 biosynthesis

or regeneration.

el
@—CH —CH
MH3

Phenylalanine ¥

Phenylalanine
hydroxylase

Tyrosine
\[/\J/\N:ECH CH—CH, \H;[ :ECH CH—CH;
OH OH OH OH
Hs—biopterin H;—biopterin

Dihydropteridine

st
NAD" v NADH +H™




Until the 1960s, most children born with phenylketonuria became profoundly
mentally disabled.

The foundations for the early detection and modern management of
phenylketonuria were laid by three key findings:

* In the 1930s, Asbjorn Folling identified raised levels of phenylalanine in the
blood as the underlying cause of the neuropsychological deficits.

 In the 1950s, Horst Bickel introduced a low-phenylalanine diet to treat
phenylketonuria.

* In the 1960s, Robert Guthrie introduced a diagnostic test suitable for mass
screening for hyperphenylalaninaemia (the Guthrie test).

Nowadays, many countries around the world include a test for
hyperphenylalaninaemia in neonatal screening programmes - the Guthrie test or
more modern systems based on tandem mass spectrometry.



The Guthrie test is a semiquantitative assay designed to detect elevated blood
levels of phenylalanine, using the ability of phenylalanine to facilitate bacterial
growth in a culture medium with an inhibitor.

» A small disk of the filter paper is punched out and placed on an agar gel plate
containing Bacillus subtilis and B-2-thienylalanine. The agar gel is able to
support bacterial growth but the B-2-thienylalanine inhibits bacterial growth.
* In the presence of extra phenylalanine leached from the filter paper disk, the
inhibition is overcome and the bacteria grow. Within a day the bacterial growth
surrounding the paper disk is visible to the eye. The amount of growth, measured
as the diameter of the colony, is roughly proportional to the amount of
phenylalanine in the serum.

* The result is read by comparing the diameter of each sample disk's colony to the
colonies of a series of reference disks with standard phenylalanine content included
on each large plate.
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Little or no PAH enzyme activity results in the classic phenylketonuria
phenotype. Other mutations only partly inhibit enzyme activity, giving rise to
mild phenylketonuria or mild hyperphenylalaninaemia.

* The normal range of blood phenylalanine concentrations is 50-110 umol/L.

* Individuals with blood phenylalanine concentrations of 120—-600 umol/L before
starting treatment are classified as having mild hyperphenylalaninaemia.

* Individuals with blood phenylalanine concentrations of 600—1200 umol/L are
classified as mild phenylketonuria.

* Individuals with blood phenylalanine concentrations above 1200 umol/L denote
classic phenylketonuria.




Phenylalanine
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Classification of PKU in three
European countries. HPA
(Great Britain), Type Ill or
MHP (Germany) and non-

PKU HPA are considered as

benign requiring no treatment

J Inherit Metab Dis (2007) 30:556—562



A number of factors have been proposed as contributing to the neurotoxicity in PKU:

* Although PAH deficiency occurs at the hepatic level, the clinical effects of
hyperphenylalaninaemia are on brain development and function.

* The primary consequence of increased blood Phe is increased brain Phe.

» The second consequence, resulting from the competition that exists between Phe
and all the other large neutral amino acids (LNAA) for transport at the blood brain
barier level (the amino acid transporter LAT1). Phe has the highest affinity for
LAT1. Thus, high plasma Phe concentrations impairs uptake of the other LNAA
into the brain — a disturbance in brain uptake of the other LNAA.

« The competition for LAT1 has the effect of blocking transport tyrosine and
tryptophane (precursors of dopamine and serotonine, resp.).
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» The observation that levels of Phe can be reduced significantly by administration
of exogenous BH4 in a subset of patients with HPA raises the prospect of
pharmacologic management of HPA.

* The response to BH4 therapy, dependent upon PAH gene mutation(s). About
one third of HPA patients (mostly those with mild phenotypes) have been
estimated to be potential candidates for BH4 treatment.

» Sapropterin dihydrochloride (Kuvan, Biomarin Pharma) is an orally active
synthetic form of BH4. Phase Il and Il clinical trials have shown that Kuvan is a
safe and effective therapy in selected patients with mild-to-moderate HPA.
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* BH4 responsiveness in hyperphenylalaninaemia depends on the patient’s
genotype and residual PAH activity.

BH4-responsive mutations
found in PKU patients are
mapped in the 3D crystal
structure of the PAH
monomer. In the active
site, the iron atom and BH4
cofactor are shown in red.
The N-terminus starting
over the active site as well
as the rest of the
regulatory

domain are highlighted in
red; catalytic domain in
blue; and tetramer domain
is in purple. In the top right
corner is the native
tetramer

Form of the enzyme.

HUMAN MUTATION 29(1),167-175, 2008
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Efficacy of sapropterin
dihydrochloride in the
management of phenylketonuria.
(A) Response rates (%)
according to blood phenylalanine
levels before sapropterin
treatment (10 mg/kg/day) over a
period of 8 days.

(B) Randomized comparison of
the effect of sapropterin
dihydrochloride and placebo on
blood phenylalanine levels in
responders

to sapropterin therapy (10
mg/kg/day) over a period of 6
weeks.

Molecular Genetics and Metabolism 96 (2009) 158-163



* Patients with more severe forms of HPA do not respond to BH4 treatment (these individuals
lack sufficient residual PAH activity for stimulation by BH4).

* Replacement of the enzyme could be facilitated by liver or hepatocyte transplantation.
Although liver transplantation would correct the metabolic phenotype in PKU, the high risk of
surgery and lifelong immunosuppression make this therapy improper.

* An alternative enzyme therapy for PKU - substitution of PAH with Phe ammonialyase (PAL),
a non-cofactor dependent plant protein involved in Phe degradation. This treatment has been
shown to be effective in mouse models. PhenylaseTM (PAL), Biomarin Pharma is currently
under investigation for the potential treatment of patients with PKU who do not respond to BH4.
* LNAA therapy - LNAA have the ability to block Phe transport into the brain. The increased
blood LNAA concentrations possibly had an inhibitory effect of brain Phe influx — reduction in
brain Phe concentrations.

(A)

H
s BH, 4a-OH-BH,

CoO
% ': f

%
H
F92+, 0,
PAH

T PAL H

trans-cinnamic acid

Reaction schemes for the (A) PAH and (B) PAL catalyzed reactions. Molecular Therapy (2004) 10, 220-224



Pocet pacientu: 642

Mutace v nasem souboru pacientu s HPA 8 )
(pocet alel s mutaci: 1245)

B8%- m3% I substituéni - missense mutace

E 3%
O04%
B 5%

B substitu¢ni - nonsense mutace

O delece a inzerce

B MLPA delece
O77%

[ sestrihové mutace

B neznamé mutace

Pocet alel nesoucich missense mutaci: 982
- z toho - alely s BH4 responzivni mutaci: 233 (23,7%)
Pocet potencialné BH4-responzivnich pacientu: 203 (31,6%)




Fenylketonurie a hyperfenylalaninemie

Nalez pfi novorozeneckém screeningu: zvySeny fenylalanin a pomér Phe/Tyr

Diferencialni diagnoza: deficit fenylalaninhydroxylazy; poruchy biosyntézy a recyklace tetrahydrobiopterinu
Popis stavu: jsou zpusobené deficitem jaterniho enzymu fenylalaninhydroxylazy; nahromadéni fenylalaninu a
nedostatek tyrosinu vedou k poruse v syntéze neurotransmitertl. Poruchy pterinového metabolismu mohou byt
zpusobeny v nékolika enzymech podilejicich se na syntéze Ci recyklaci tetrahydrobiopterinu; disledkem
poruch jsou zmény v produkci nékolika neurotransmiteru.

Klasifikace: porucha metabolismu aminokyselin

Dédi¢nost: autosomalné recesivni

Incidence: 1: 13 000 (v CR 1 : 6,500)

Gen: phenylalanin hydroxylase

Nastup symptomu: Obvykle kolem 6 mésicu véku, ale mize byt variabilni.

Symptomy: Pozvolna mentalni retardace, zacinajici po porodu, ale obvykle neni zjevna pred Sestym
mésicem zivota. Rozsah retardace je zavisly na stupni enzymového deficitu a na tom, jak dlouho byl mozek
vystaveny zvySené hladiné fenylalaninu.

Lécba: Standardni péce je IéCba vSech osob s hladinou fenylalaninu nad cca 350-400 pmol/l, spociva

v nizkobilkovinné dieté s omezenim fenylalaninu a podavanim smési aminokyselin bez fenylalaninu. Dieta je

AT &> &4

Jako experimentalni a nové postupy se objevuje podavani sapropterinu (synteticky derivat
tetrahydrobiopterinu), podavani velkych neutralnich aminokyselin (LNAA), které kompetitivné blokuji transport
fenylalaninu do mozku.

Priubéh onemocnéni bez lécby: VétSinou tézka mentalni retardace, zmény na bilé hmoté pfi hladiné
fenylalaninu nad 1500 pymol/l. Mirné&jsi poskozeni mozku pfi hladiné fenylalaninu (600 — 1500 pmol/l). Mohou
se pridat kifeCe, ekzém, a naladové chovani nebo poruchy soustfedéni.

Pribéh onemocnéni s Ié€bou: Neni mentalni retardace, mohou mit specifické problémy v uceni. Pfi
preruseni diety se snizenym obsahem fenylalaninu dochazi k poklesu IQ, porucham chovani a soustfedéni,
objevuje se ekzém a kfede. Zeny fenylketonuricky maji 95% $anci narozeni poskozeného ditéte (mikrocefalie
a postizeni mozku plodu, vrozené srdecni vady), jestlize nedrzi pfisnou dietu béhem t&hotenstvi.

www.novorozeneckyscreening.cz




Kongenitalni adrenalni hyperplasie (CAH)

« zahrnuje autosomalné recesivni enzymové defekty steroidogeneze v
ke nadledvin s riznym biochemickym a klinickym obrazem
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» DNA diagnostika CAH - analyza genu
pro 21-hydroxylazu (zavedena od roku
2003)

* Novorozenecky screening
deficitu 21-hydroxylazy
(zaveden od roku 2007)




Deficit 21-hydroxyldzy (21-OHD)

- zplUsoben mutacemi v genu CYP21

+ CYP21 gen a CYP21P pseudogen, lokalizace na
chromozéomu 6p21.3

+ CYP21 a CYP21P: kazdy obsahuje 10 exond,
nukleotidové sekvence jsou v exonech identické z
98% a v intronech z 96%

- incidence: RP1 C4A CYP21P RP2 C4B
1:10 000-15 000, | —IEHEEE N —HER—>
vCR 1: 11 000 < i ]
TN XA I I TNXB
30 kb




Mutace zpusobujici 21-OHD

1/ intergenové rekombinace mezi CYP21 genem a
CYP21P pseudogenem ~ 95%

— mikrokonverze I cvrarp

- bodové mutace
—EEE

— herovhomérny crossing-over béhem meidzy
- chimérni CYP21P/CYP21 gen
- delece CYP21 genu
- duplikace CYP21 genu




Vznik chimérniho CYP21P/CYP21 genu pomoci herovnomérného
crossing-overu béhem meiozy
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2/ mutace v CYP21 genu ~ 5%

* hové vzhiklé bodové mutace




Klinické formy 21-OHD

1. Neklasicka (Non Classic-late onset)
projev: pozdni détstvi-dospélost
enzymova aktivita: 20-50% normdlni aktivity (leh&i
klinické projevy)
nejCastéjsi vyskyt mutaci: p.P30L a p.V281L

2. Prosta virilizujici (Simple Virilizing)
projev: divky: narozeni-2 roky; chlapci: 2-4 roky
enzymova aktivita: 1% normdlni aktivity
= pri neléceni pred¢asna puberta ve véku 2-5 let
nejCastéjsi vyskyt mutaci: p.I172N a c.290-13A/C>6G

3. Klasicka se solnou poruchou (Salt Wasting)

enzymova aktivita: 0% normdlni aktivity
vyskyt ostatnich mutaci:p.Q318X, p.6110VfsX21, klastr E6,
p.R356W, chimérni gen a delece genu



Metodika 21-OHD

1. MLPA
- duplikace CYP21 genu
- delece CYP21 genu
- bodové mutace (p.6110VfsX21; p.I172N; klastr E6; p.Q318X)

2. genové selektivni Long Expand Template PCR
- amplifikace CYP21 genu
- amplifikace CYP21P/CYP21 chimérniho genu

3. sekundarni PCR / ACRS + sekvenovani
- prikaz 11 mutaci: p.P30L, c.290-13A/C>6G, p.6110VfsX21, p.I172N,

klastr E6 (p.I236N, p.V237E, p.M239V), p.V281L, p.Q318X,
p.R356W, L%OéFstg P P P

4. selektivni Long Expand Template PCR
- delece CYP21 genu



Nase vysledky u 21-OHD

+ DNA analyza provedena u 267 nepribuznych pacient:

— diagndza potvrzena u 241 probandi
— u 26 pacientl identifikovdna pouze 1 mutantni alela

= charakterizovano celkem 30 typu mutantnich alel

- 60% bodové mutace - 58,6% z CYP21P (24 % c.290-13A/C>6)
- 2,4% nové vzniklé mutace

+  33,7% chimérni CYP21P/CYP21 geny - 4 typy

* 4,9% delece CYP21 genu

- 10% CYP21 geny nesouci 2 a vice bodovych mutaci
+ 0,4% duplikace CYP21 genu (c.290-13A/C>6; p.Q318X)

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE 26: 595-603, 2010 Contents lists available at ScienceDirect

. . . European Journal of Medical Genetics
Identification of CYP21A2 mutant alleles in

Czech patients with 21-hydroxylase deficiency journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ejmg _
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Chimérni CYP21P/CYP21 geny
. s’rr'uk‘rura:_ - 3" konec CYP21

* vznik: vytvorenim 30 kb delece, kterd zahrnuje 3" konec CYP21P,
celé geny TNXA, RP2, C4B a 5" konec CYP21

pI172N p.L307FfsX6
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Kazuistika
deficitu 21-hydroxylazy

r. 2003
-zadost o DNA analyzu pro potvrzeni diagnézy CAH

u probandky a pro prenatdlni dg. (matka v 9. tydnu
gravidity)

- DNA byla dostupnd od obou rodi¢li a postizeného
ditéte: 7letd divka, v 5 letech véku ndstup heterosex.
predcasné puberty, stredné virilizovany zevni genitadl
(plasticka dprava), bazdlni 17-OHP > 133 nmol/I

— fenotyp: klasicka forma bez solné poruchy



Vysledky DNA analyzy rodiny

— detekce bodové mutace

1. genové selektivhi LRPCR ) Q318X v HT staw
2. PCR/ACRS - 10 mutact . (8. exonu CYP2l genu)
3. LR PCR - delece genu — detekce chimérniho
— CYP21P/CYP21 genu
v HT stavu

4—&

chim CYP21P/CYP21 p-Q318X PROC NASTALA

NESHODA MEZI

® & GENOTYPEM A

chim CYP21P/CYP2 1/bez mutace ? FENOTYPEM ?22?
%

N




Rok 2003 - prenatdlni diagnostika

» kultivované AMC
» vysledny genotyp plodu odlisny od genotypu probandky

4—

chimm CYP21P/CYP21 p-Q318X

o

1) chim CYP21P/CYP21 ( 1) chim CYP21P/CYP21
2) bez mutace ? 2y p.Q318X

X biochemické stanoveni plodové vody: negativni vysledek !!!
(C 17-OHP:4181 anl/l, N 17-OHP:3_17anI/I)




Po narozeni syna bylo provedeno ovéreni genotypu z
prenatdlni dg. - stejny vysledek, dité vSak nemélo
klinické projevy CAH Il

4—

chim CYP21P/CYP21 p-Q318X

@@ W

1) chim CYP21P/CYP21 1) chim CYP21P/CYP21
2) bez mutace 2y p.Q318X

PROC TRVA V RODINE NESHODA MEZI
GENOTYPEM A FENOTYPEM 2?7



r. 2005 - zdokonaleni DNA diaghostiky CAH:

1) sekvenovdni celé kédujici sekvence

—> detekce bodové mutace p.P459S v HT stavu na
materndlni alele (10. exonu CYP21 genu)

40

chim CYP21P/CYP21 p-Q318XK/p. P4395
® m

1) ehim-CYP21P/CYP21 1) chim CYP21P/CYP21
%) p.P459S 2) p.Q318X

N—_




r. 2007 - zdokonaleni DNA diagnostiky CAH:

2) MLPA analyza prestaveb 6p21.3 oblasti

— detekce duplikace CYP21 genu s p.Q318X v HT stavu na
materndlni alele

A / OT@C: 1) Normalni alela —&— bez mutace

CYP21P

CYP21
2) Mutantni alela I CHIM CYP21P/CYP21

1) Normalni alela

B/ Matka:

2) Mutantni alela

P459S




Analyza rodiny byla uzavrrena s timto koneénym vysledkem:

4@

1) chim CYP21P/CYP21| 1) p.P4395
2) bez mutace 2y CYP21+CYP21-p.Q318X

° u

1) chim CYP21P/CYP21 1) chim CYP21P/CYP21
2) p.P4395 2y CYP21+CYP21-p.Q318X




