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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva adrenoleukodystrofii, ktera je charakterizovana defektem
lipidového metabolismu. Dochazi k akumulaci VLCFA v plazmé¢ a tkanich a k defektu
peroxizomalni 3-oxidace.

Pomoci tenkovrstvé chromatografie byly analyzované vzorky rozdéleny do péti
lipidovych tfid: PL, DG, FFS, TG a CE. Koncentrace jednotlivych mastnych kyselin ve
frakcich byla dale zjisténa plynovou chromatografii. V této praci bylo vyuzito sedm vzorki
plazmy od pacientli trpicich adrenoleukodystrofii a deset kontrolnich vzorkd plazmy od
zdravych dobrovolnikd.

Dle znamych biochemickych markeri pro diagnostiku adrenoleukodystrofie byl

prokazan rizny stupet onemocnéni spojeny s vékem pacienta.

KLICOVA SLOVA

adrenoleukodystrofie, leukodystrofie, mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem,
esencialni mastné kyseliny, B-oxidace, demyelinizace, plynové chromatografie, tenkovrstva

chromatografie



ANNOTATION

This diploma thesis deals with adrenoleukodystrophy which is characterized by a defect
in lipid metabolism. There is an accumulation of VLCFA in plasma and tissues and defect in
peroxisomal 3-oxidation.

Using thin-layer chromatography, the analyzed samples were divided into five lipid
classes: PL, DG, FFS, TG and CE. Afterwards, the concentration of the individual fatty acids
in the fractions was determined by gas chromatography. In this work, seven plasma samples
from adrenoleukodystrophy patients and ten plasma control samples from healthy volunteers
were used.

According to known biochemical markers for diagnosis of adrenoleukodystrophy, a

different degree of disease associated with the age of patients has been proved.
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adrenoleukodystrophy, leukodystrophy, very long chain fatty acids, essential fatty acids,
[-oxidation, demyelination, gas chromatography, thin layer chromatography
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AA: kyselina arachidonova

ALD: adrenoleukodystrofie

ALDP: adrenoleukodystroficky protein
AMACRD: deficit 2-methylacyl-CoA
racemazy

AMN: adrenomyeloneuropatie

AOXD: deficit acyl-CoA oxidazy

ArD: argonovy detektor

ATP: adenosintrifosfat

CE: estery cholesterolu

CNS: centralni nervova soustava

CT: pocitacova tomografie

CV: varia¢ni koeficient

DAB: diaminobenzidin

DBPD: deficit D-bifunk¢niho proteinu
DG: diacylglyceroly

DHA: kyselina dokosahexaenova
DHAPAT: rhizomelicka chondrodysplasia
punctata 2

DHCA: kyselina dihydroxycholestanoova
dHPLC: denatura¢ni  vysokoucinna
kapalinova chromatogratie

ECD: detektor elektronového zachytu
EDTA: kyselina ethylendiamintetaoctova
ELOVL1: ELOVL elongaza 1 mastnych
kyselin

EPA: kyselina eikosapentaenov

FAME: methyl derivaty mastnyc kyselin

PLP: proteolipid protein

PNS: periferni nervova soustava

PPAR: receptory aktivované
peroxizomovymi proliferatory

PUFA: polynenasycené mastné kyseliny
RCDP: rhizomelicka chondrodysplasia
punctata

RD: refsumova choroba

REE: klidovéa energeticka potieba

RFLP: polymorfismus délky restrikénich
fragmentt

RP-HPLC: reverzni HPLC

SCFA: mastné kyseliny s kratkym
retézcem

SCOT: kolona s kapalinou zakotvenou na
nosici na vnitini sténé kapilary

SD: smérodatna odchylka

SSCP: polymorfismus konformace na
nosici jednovlaknové DNA

FFS: volné mastné kyseliny

FID: plamenové ionizacni detektor

GC: plynova chromatografie

HDL.: lipoproteiny o vysoké hustoté

HeD: heliovy detektor

HLA: hlavni histokompatibilni systém
HPLC:

chromatografie

vysokoucinna kapalinova
HSCT: transplantace hematopoetickych
kmenovych bun¢k

IL-1 (IL-6): interleukin-1 (interleukin-6)
IRD: infantilni Refsumova choroba

IS: interni standard

MK: mastné kyseliny



LA: kyselina linolova

LCFA: mastné¢ kyseliny s dlouhym
fetézcem

LDL: lipoproteiny o nizké hustoté

MCFA: mastné kyseliny se stiedné
dlouhym fetézcem

MK: mastné kyseliny

MR: magneticka rezonance

MS: hmotnostni spektrometrie

MS/MS:

spektrometrie

tandemova hmotnostni
NALD: neonatalni adrenoleukodystrofie
PCR: polymerazova fetézova reakce

PL: fosfolipidy

PLOT: kolona s absorbentem na vnitini
stén¢ kapilary

TG: triacylglyceroly

TCD: tepeln¢ vodivostni detektor

THCA: kyselina trihydroxycholestanoova
THP-1: bunécéna linie lidskych monocytl
TID: termoioniza¢ni detektor

TLC: tenkovrstva chromatografie

TNF: tumor nekrotizujici faktor

TRr: retencni Cas
UPLC:  ultra

chromatograf

vykonny  kapalinovy
VLCFA: mastné kyseliny s velmi
dlouhym fetézcem

VLCS: syntaza pro karboxylové kyseliny S
velmi dlouhym fetézcem

VLDL.: lipoprotein o velmi nizké hustoté
WCOT: kolona s kapalinou zakotvenou na
vnitini stén¢ kapilary

X-ALD: X-vazana adrenoleukodystrofie

ZS: zellwegeriv syndrom



1 UVOD

Adrenoleukodystrofie je nejcastéji se vyskytovand dédi¢na peroxizomalni porucha.
Incidence je cca 1:17 000, kde se nemoc projevuje hlavné u muzi, i kdyz se mize objevit i u
zen, ale forma je mnohem mirnéj$i. Gen ABCD1 pro ALD je lokalizovan na chromozomu
Xq28. Dochazi k defektu metabolismu lipidii, pfesnéji mastnych kyselin s velmi dlouhym
fet¢zcem (VLCFA). Diky tomu se VLCFA hromadi ve tkédnich CNS, coz u pacientl
zpusobuje demyelinizaci, degeneraci a dal$i vazné symptomy nemoci. Prognéza ALD je
velmi Spatna, bez adekvatni terapie smrt nastava béhem nékolika let.

ALD se diagnostikuje pomoci zobrazovacich technik (MR, CT), dale prostfednictvim
neurofyziologickych a  biochemickych  vySetieni (zvySené VLCFA v plazmg)
a molekularné-genetické analyzy (vymezeni mutace ABCD1 genu). Koncentrace VLCFA se
ziskava hlavné plynovou chromatografii. V CR se mutace ABCDI genu diagnostikuje
v Ustavu dédiénych metabolickych poruch Vieobecné fakultni nemocnice v Praze, kdy tato
procedura neni proplacena zdravotni pojistovnou.

Velmi dulezit¢é pro vcasné zachyceni pienaseCky je prenatadlni diagnostika a
novorozenecky screening. Jestlize se onemocnéni neodhalilo uz prenatdlné, diky
novorozeneckému screeningu, muze byt ihned nasazena 1écba a Sance na pieziti je vyssi.
Proto je tento screening v dnesni dob¢ nejvice podporovan.

I kdyz v poslednich letech doSlo k vyraznym objeviim a zjisténim ohledné
neurologickych nemoci, pofad je znaéné¢ mnoZstvi domnének, které je tfeba potvrdit nebo
vyvratit. U ALD se klinické studie zaméfuji hlavn€ na remyelinizaci, objeveni novych 1éciv,

genove terapii a novych moznosti diagnostiky.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou strukturni slozkou lipidt, které spolu s bilkovinami a sacharidy
jsou zakladnimi kameny zivé hmoty. Jsou velmi dilezité jako substraty energie, u ¢loveka
zahrnuji asi 30 % celkového energetického piijmu. Déle jsou nezbytné pro jejich struktruralni
funkcnost, vyskytuji se jako prekurzory signalnich molekul, napt. prostaglandiny. Pro spravny
vyvoj centralniho nervového systému je jejich pfijem nezbytny. Vyskytuji se bud’ nasycené,
nebo nenasycené karboxylové kyseliny s uhlikovym fetézcem dlouhym od 2 az do 36 atomi.
Mastné kyseliny jsou volné (neesterifikované) nebo estericky vazané (triacylglyceroly,

fosfolipidy, estery cholesterolu) [1, 2, 3].

2.1.1 Déleni mastnych kyselin

Vétsina MK, které se piirozené¢ vyskytuji, ma pfimy fetézec se sudym poctem (13-30)
atomu uhliku a amfipatickou strukturu, coz znamena, Ze maji jak hydrofobni ¢ast (uhlikaty
fetézec), tak 1 Cast hydrofilni (karboxylova skupina). Hydrofobni charakter a niz$i rozpustnost
ve vodé MK se projevuje vice, ¢im je delsi.

Mastné kyseliny, které maji del§i pocet atomt uhliku nez 12, musi byt pfenaSeny
ve vazbé na polarni slougeniny. Casto se vyjadiuji schematickym vzorcem CN:p n-x, kde CN
(uhlikové ¢islo, carbon number) je celkovy pocet atomt uhliku, p — ¢etnost dvojnych vazeb,
X — poloha prvni dvojné vazby od metylové skupiny (n) [5, 7].

Mastné kyseliny se déli podle ptitomnosti dvojnych vazeb na nasycené a nenasycené.
Nasycené mastné kyseliny maji jednoduché vazby mezi uhliky. Nasycené MK jsou naptiklad
kyselina stearova, palmitovd a laurova. Nenasycené mastné kyseliny maji mezi uhliky
i dvojné vazby. V fetézci mize byt ptitomna jak jedna, tak vice dvojnych vazeb. Podle poctu
dvojnych vazeb je dale délime na mononenasycené a polynenasycené. Mononenasycené MK
maji jednu dvojnou vazbu a polynenasycené (PUFA) obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb.
PUFA se dale klasifikuje podle umisténi posledni dvojné vazby na omega-3, kam patii
kyselina o-linolenovd nebo omega-6, coz je napiiklad kyselina linolova. Mezi
mononenasycené MK patii kyselina olejova.

Dale Ize mastné kyseliny délit podle délky fetézce. Rozeznavame kratké MK (SCFA),
MK se stfednim fetézcem (MCFA), MK s dlouhym fetézcem (LCFA) a s velmi dlouhym

(VLCFA). SCFA se skladaji zmén¢ nez Sest atomu uhliku, zastupci jsou kyselina octova
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(C2:0), propionova (C3:0) a maselna (C4:0). MCFA maji 6-12 atomt uhliku, kam se tfadi
kyselina kapronova (C6:0), kaprylova (C8:0), kaprinova (C10:0). LCFA obsahuji 14-20
atomu uhliku. Patfi mezi n€ kyselina laurova (C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C16:0).
Nakonec VLCFA se skladaji z dvaceti a vice atoma uhliku a zahrnuje kyselinu arachovou
(C20:0), behenovou (C22:0) a dalsi [1, 2, 3].

2.1.2  Fyzikalné-chemické vlastnosti mastnych kyselin

Vlastnosti mastnych kyselin, jak fyzikalni, tak fyziologické, jsou vazané na délce
fetézce a stupni nenasycenosti. Teplota tani MK stoupd s délkou uhlovodikového fetézce
a klesa se vzrustajicim poctem dvojnych vazeb. Nenasycené MK pfirozené se vyskytujici
Vv ptirodé na cis-konfiguraci dvojné vazby. Cis-konfigurace zpisobuje snizovani van der
Waalsovych interakci a teploty, protoze cis-nenasyceny fetézec zaujima vétsi prostor. Dalsi
vlivy zpisobené stupném nenasycenosti jsou mikroviskozita a tloustka bunééné membrany.
S rostoucim fetézcem klesd rozpustnost MK ve vod¢. Jestlize MK narazi na tzv. kritickou
micelarni koncentraci, zacnou se tvofit micely. Karboxylové skupiny v micelach smétuji

do vodného prostiedi a hydrofobni ¢asti se orientuji smérem dovniti micely [1, 4].

2.1.3  Syntéza a odbouravani mastnych kyselin

Mastné kyseliny se tvofi z dvouuhlikatych nebo tfiuhlikatych prekurzort
za vyskytu prenaseCe acylovych skupin (acyl carrier protein — ACP), redukované formy
nikotinamidadeninfosfatu ~ (NADPH) a  acetyl-CoA-karboxylazy. = Elongace  se
v mikrozomalni soustavé podili malonyl-CoA, v mitochondrialnim systému acetyl-CoA.
Zakladni latkou pro syntézu mastnych kyselin je acetyl-CoA, glukédza je jeho hlavni zdroj,
v mensi mife laktat a neékteré aminokyseliny. Acetyl-CoA se musi nejprve transformovat
na citrat, protoze syntéza mastnych kyselin probiha v cytoplasmé a vétSina acetyl-CoA je
tvofena v mitochondriich, jejichZ membrana je pro acetyl-CoA nepriichodna. Ten je piemistén
do cytosolu trikarboxylatovym transportérem a v cytosolu rozstépen pomoci ATP-citratlyazy
na oxalacetat a acetyl-CoA. Enzym ATP-citratlyaza je na pocatku syntézy mastnych kyselin
a cholesterolu z acetyl-CoA v cytosolu (viz Obr. 1) [5, 7].

Lidské tkané jsou schopny vytvaret nasycené MK (SFA) z velké ¢asti se sudym poétem
uhliku. Mononenasycené MK (MFA) se syntetizuji zavedenim dvojné vazby do polohy A9

od uhlikového atomu karboxylové skupiny. Reakci katalyzuje enzym A9-desaturaza.
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Nasledkem desaturace kyseliny palmitové (16:0) je kyselina palmitoolejova a u kyseliny

stearové (18:0) je kyselina olejova (18:1 n-9) [7].

pyruvat

MITOCHONDRIE

Obr. 1: Transport acetyl-CoA z mitochondrii do cytosolu cestou citratu a hlavni zdroje NADPH pro syntézu
mastnych kyselin z [5].

Vysvétlivky: 1 — pyruvatdehydrogenaza, 2 — pyruvatkarboxyldza, 3 — citratsyntdza, 4 — ATP-citratlyaza, 5 —
malatdehydrogendza, 6 — NADP-malatdehydrogenaza (,jableény enzym®), 7 — acetyl-CoA-karboxylaza, 8 —
syntéza mastnych kyselin, FA — mastnych kyseliny, CC — citratovy cyklus, PC — pentézovy cyklus

K odbouravani mastnych kyselin z triacylglyceroli dochazi v obdobi hladovéni. Enzym
triacylglycerol-lipaza katalyzuje odtrzeni prvni mastné kyseliny, zbyvajici dvé MK jsou
odpojeny jinymi lipazami. Poté dochazi k jejich aktivaci esterifikaci s COA, aby MK mohly
prostupovat do tkani. V této podobé jsou pieneseny do mitochondrii diky karnitinu a enzymu
karnitinacyltransferdzy. V mitochondriich zac¢ind B-oxidace, kterd $t€pi mastné kyseliny az
na acetyl-CoA. B-oxidace funguje na principu spiraly, kdy se pti kazdé otocce odstépi dva
uhliky jako acetyl-CoA. D¢€li se na cCtyfi hlavni faze: dehydrogenace, hydratace,
dehydrogenace a thiolyza. Nejprve je acyl-CoA transformovan pomoci acyl-CoA
dehydrogenazy na 2-enoyl-CoA. Za katalyzy enoyl-CoA hydratazy dochazi k hydrataci na 3-
hydroxyacyl-CoA. Ve tieti reakci dochazi ke vzniku B-ketoacyl-CoA prostiednictvim 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy. Nakonec probiha thiolyza, kde se vytvaii acetyl-CoA,
ktery vstupuje do citratového cyklu, a o dva uhliky kratsi acyl-CoA [1, 5, 6, 7].
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Obr 2.: Schéma B-oxidace z [3].

2.14  Mastné kyseliny s velmi dlouhym Fetézcem

Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA) zahrnuji kyseliny jejichz fetézec
je slozen z vice jak dvaceti atomy uhliku. Jedna se o kyselinu arachovou (20:0), behenovou
(22:0), lignocerovou (24:0), cerotovou (26:0), montanovou (28:0) a melissovou (30:0).
V méfitelnych koncentracich se tyto kyseliny vyskytuji v krevnim séru osob s vrozenymi
metabolickymi poruchami (napf.: Zellwegerovym syndromem, Refsumovou chorobou,
Menkesovou chorobou). Kyseliny behenova, lignocerova a cerotova jsou markery

peroxizomalnich nemoci, kam patii i adrenoleukodystrofie [1, 8].
2.14.1 p-oxidace mastnych kyselin s velmi dlouhym Fetézcem

U VLCFA se B-oxidace odehrava nejen v mitochondriich, ale i v peroxizomech, kde
pravé zacind. Membrana peroxizoml obsahuje pory, diky tomu neni patrné potieba

transportni bilkovina, ale je pravdépodobné, Ze vstup je zprostfedkovan transportéry vazajici
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ATP. Soucasti membrany je acetyl-CoA syntaza, ktera aktivuje VLCFA. Na aktivaci se
uplatniuje také adrenoleukodystroficky protein (ALDP), i kdyz tento mechanismus neni zcela
pochopen. U peroxizomové B-oxidace nedochazi ke vzniku energie na rozdil od tohoto déje
Vv mitochondriich. Jinak se tento proces nelisi kromé prvniho kroku, kde se dehydrogenaci
nepiesouvaji redukéni ekvivalenty do dychaciho fetézce. Prechazeji ptimo na kyslik a vznika
peroxid vodiku. Peroxid vodiku je velmi reaktivni a proto problematicky, jeho redundantni
mnozstvi se neprodlené¢ degraduje katalazou na kyslik a vodu. Dalsi probihajici déje jsou
totozné jako v mitochondriich, jen se vyskytuji jiné enzymy, avSak se stejnym efektem.
V peroxizomech se nachazeji dvé odlisné acyl-CoA oxidazy, kdy prvni zprostiedkovava
oxidaci monokarboxylovych kyselin se stfedné az velmi dlouhym fetézcem. Druhd oxidaza
katalyzuje oxidaci CoA esterti 2-methyl-karboxylovych kyselin. D-bifunkéni protein (DBP) je
enzym, jehoz prostfednictvim probihd druhy a tfeti krok reakce. Kone¢ny d¢j je uskutecnén
diky dvéma peroxizomalnim thiolazam. Zkracovani fetézce ustane u délky o 4-6 atomech
uhliku. Za pomoci karnitinu jsou tyto zlomky pfeneseny do mitochondrii, kde se rozkladaji

za vzniku acetyl-CoA [12, 13, 14, 15, 16, 17].
2.1.5 Esencialni mastné kyseliny

Esencialni mastné kyseliny nedokaZe organismus vytvofit, proto je jejich jedinym
zdrojem strava. Neesencialni mastné kyseliny se syntetizuji v celém téle i mozku. Mezi hlavni
esencidlni mastné kyseliny patii omega-3 a omega-6. Omega-3 se vyskytuje pievazné
v moiskych rybach, pak dale i fepkovém oleji a Inéném seminku. Zastupci omega-3 MK jsou
kyselina dokosahexanova, eikosapentaenova a a-linolenova. Zdrojem Omega-6 MK jsou
rostlinné oleje, patii sem kyselina linolovd, kterd se transformuje v téle na kyselinu
arachidonovou [2].

Zejména omega-3 maji zvlastni ulohu v nervovém systému, proto jsou tam
i ve vysokych koncentracich. Mozkové buiky potiebuji pro své déleni a vyvoj prave tyto MK.
Jestlize nervovy systém stradd, je dokdzano, ze dochazi ke vzniku abnormalit a vadam bunék
i organel. To v8e muze vést k neurosenzorickym defektim a nestalého chovani. K dalsim
kladim patii, ze se ucastni pfedchazeni vyskytu kardiovaskularnich chorob
a neuropsychiatrickych onemocnéni, naptiklad u Alzheimerovy choroby. Tyto MK maji také
vliv na pfepravu zivin, bunéc¢né interakce a stavbu membran [18, 19, 20].

Vétsinou se klinické studie nezaobiraji samotnymi omega-6 MK, ale spise fe$i pomér

s omega-3. Tato MK je soucasti v ur¢itém poctu vSech potravin [18].
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2.2 Peroxizomalni ABC transportéry

ABC transportéry patii do skupiny membrénovych proteini. Vyskytuji se
na plazmatické membrané a v intracelularnich prostorech, kam se fadi peroxizomy,
mitochondrie, Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum a lysozomy. Funguji jako
zprostiedkovatelé aktivniho transportu u riznych pochodii buitkky. ABC transportéry umoziuji
transmembranovy transport zavisly na ATP pro velké mnozstvi substrati. ABC proteiny
se rozd€luji na importéry a exportéry. Importéry se vyskytuji u prokaryot a jejich funkce
je pfijem zivin. Exportéry naopak umoziuji sekreci toxickych latek. Vétsina ABC
transportérii u eukaryot funguje jako exportér. Skupina ABC transportérii u lidi obsahuje 49
¢lankt, kdyz se pocitda i ABCC13, ktery nema oblast ABC. D¢li dle struktury do sedmi
podceledi, kde peroxizomalni jsou v podéeledi D. Do podceledi D patiti ALDP (ABCD1),
ALDRP (ABCD2), ABCDM (PMP70) a ABCD4 (P70R), u kterého funkce neni potad zcela
znama [21, 22, 23].

Mezibunécny prostor

Cytoplazmicka membrana

Transmembranova doména

ATP-vazajici doména

Cytoplazma

[ )

ATP  Xenobiotika, ADP +P,
lipidy,
peptidy,...

Obr 3.: Typick4 struktura ABC transportéru z [23].

Strukturné se transportér sklada z ABC polovi¢niho transportéru s jednou
transmembranovou doménou (TMD) a jednim nukleotid vazajici doménou (NBD). Polovicni
¢ast transportéru s NH2 je hydrofobni s Sesti transmembranovymi Useky a COOH c¢ast je
hydrofilni s NBD. NBD, ktery vaze ATP a dodava tak energii. Priichod pro substrat

pies membrany zabezpecuje TMD. NBD se sklada ze dvou konzervativnich motivil, a to
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Walker A a Walker B, ty jsou odlouc¢eny 90-120 AMK. Tteti motiv se vyskytuje proti sméru
od sekvence Walker B, nazyva se ABC signature [21, 23].

Strukturni specifita u zminénych transportéri je odlisna, 1 kdyz u ABCD1 a ABCD2 se
¢astecné shoduje. Oba vymezuji svou specifitu na VLCFA, i kdyz prvni zminény tihne spise
ke kyselin¢ lignicerové a cerotové. Druhy ma vyssi specifi¢nost pro kyselinu behenovou
a arachovou. Pravé ABCDI transportuje VLCFA pifes peroxizomalni membranu, proto
mutace jeho genu vede k defektu, ktera zpiusobuje hromadéni VLCFA. Toto poSkozeni se
projevi jako X-ALD [21, 24, 25].

Transportér ABCD2 ma vyssi afinitu k PUFA, a proto je vyznamny na jejich pfepravu.
Utastni se na metabolismu mononenasycenych VLCFA, takze miZe byt vyznaéngjsi
Vv kontrole oxidac¢niho stresu, coz se miize vztahovat k oxida¢nim porucham na proteinech
[21].

ABCD3 je jeden znejvice se vyskytujicich proteini membrany. Ma schopnost
transportovat rizné¢ mastné kyseliny. Pro syntézu zluCovych kyselin jsou velmi podstatné
peroxizomy jater se silnou expresi ABCD3 [21, 22].

ABCD4 nepatii mezi peroxizomalni membranové proteiny, jak je psano vySe.
Spekulace o tom, zda piepravuje molekuly lipidd, které jsou vyznamné pro jejich

metabolismus, nebyly prokazany [21].
2.3 Nervovy systém

Nervovy systém (NS), jakozto hlavni integracni a fidici systém organismu, ovlada
jednak pfimo, ale také nepfimo funkcnost jednotlivych organti v lidském téle. Dalsi funkci NS
je mimo jiné také zprostfedkovani jednoty organismu a vzajemné interakce s vnéjSim
prostiedim. NS je zodpovédny za rychly a pfedevSim piesny pienos informaci z receptort
na efektory. Podili se na centralnim zpracovani informaci a vysilani novych signalt [28, 29].

Zékladni stavebni jednotkou nervové soustavy jsou nervové buiiky — neurony (viz
Obr 4.), které jsou tvofeny bunéfnym télem s jadrem a dlouhymi vybézky, které tvofi
komplexni prostorovou sit. Nervové bunky jsou vyzivovany a chranény gliovymi bunkami,
které s touto siti sousedi. Neurony jsou tvofeny dvéma typy vybézku — dendrity a neurity
(axony). Dendrity pfijimaji nervové impulsy od jinych neurontii, a tyto informace vedou
do téla neurond. Maji na svém povrchu trny, které zvétSuji jejich povrch a formuji
postsynapticky potencial pfi pfechodu ze synapse na dendrit. Axony, hlavni vlakna neuront,
vedou jednak vzruchy od téla neuronid k dalSim neuronim ¢i buiikdm, ale také piepravuji
latky z téla buniky do distalni ¢asti axonu. Axonovy hrbolek je dilezity pro vznik vzruchu
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vV neuronu a dochéazi zde k odstupu axonu. Axon je déale v inicidlnim segmentu obnaZen a
postupné dochazi ke vzniku Schwannovy bunky a myelinové pochvy, tvofené z myelinu.
Myelinova pochva napomaha k rychlej§imu sifeni nervovych impulst a brani k jejich
zeslabeni popf. Gplnému vytraceni. V mistech ztenCeni myelinové pochvy jsou Ranvierovy
zatezy — nodia, které se také podili na rychlejsim pohybu akéniho potencidlu po nervovém
vlaknu. Cim je vzdalenost mezi jednotlivymi zafezy delsi, tim je vlakno silngj$i a tim jsou
vzruchy vedeny rychleji [28, 29].

Dalsi podstatnou ¢asti je hematoencefalicka bariéra, odd€lujici mozkovou tkan
a od krevniho ob¢hu, ktera chrani CNS pied prostupem toxickych latek z krve do mozku, dale
udrZuje a kontroluje stalé vnitini prostfedi CNS [28]. Mezibuné&éné prostory v CNS zajist'uji
pfivod zivin a nasledny odvod katabolitii. Pienos latek je jak anterogradné, tak retrogradné.

Jelikoz se jedna o aktivni dé&j, je potieba oxidacni fosforylace, ATP a ptihodnd koncentrace

vapenatych iontt [28, 29].
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Obr 4.: Schéma neuronu z [5].

2.3.1 Myelin

Myelin je lipoproteinovy komplex tvofeny velkym mnoZstvim bilkovinnych
a lipoidnich latek (cholesterol, sfingomyeliny, fosfolipidy, cerebrosidy) a obsahuje velmi
malo vody, diky tomu vSak tvoii izola¢ni vrstvu kolem axonli a umoziiuje velmi rychlé vedeni
vzruchu po nervovych vldknech. Myelin je v CNS sloZzen ze specifickych buné¢k —

oligodendrocyty a gliové bunky, avsak v periferni nervové soustavé (PNS) je tvoien bunkami

Schwannovymi.
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Myeliniziace je proces tvorby myelinovych pochev okolo nervovych vlaken. Tento
proces zacina jiz ve 20. tydnu prenatalniho vyvoje a je velmi diilezity pro spravnou funkénost
CNS a PNS. Patologie v tvorbé myelinu vede ke vzniku neurologickych onemocnéni —
leukodystrofie [29, 30, 31].

Demyelinizace je naopak d¢j, kdy dochazi k poskozeni, tbytku nebo uplnému
odstranéni myelinu. Demyelinizaci mize zpusobit velké mnozstvi faktori, které jsou Casto
spjaty s patologickymi abnormalitami, které vedou k naruseni funkce a také struktury
myelinové pochvy. Pfikladem muze byt myelin bazicky protein (MBP), ktery se ucastni
destrukce myelinu, dale také protildtky (Ab) namifené proti myelinovym antigenim (Ag)
¢i cytokiny — interleukin 1 (IL — 1), interleukin 12 (IL — 12), tumor nekrotizujici faktor alfa
(TNF — o) a interferon gama (INF — y). Demyelinizované axony jsou neschopné vést vzruch
saltatorné, proto je vedeni vzruchu pomalé. Demyeliniza¢ni procesy mohou vést k roztrousené
skleroze, k defektim funkce neuronti, které ma za nasledek naruseni signalu mezi mozkem
a jinymi c¢astmi téla. Nejcastéjsimi klinickymi projevy byvaji poruchy zraku, tnava, huceni
v usich [30, 32].

Remyelinizace je proces vedouci k obnové myelinu. Tento d& je zpisoben
progenitorovymi buiikami oligodendrocytt, které v misté léze vytvareji nové myelinové
pochvy, tim Ze vytvoii pouzdro okolo demyelinizovanych axond. Remyelinizace neni
plnohodnotny proces, z pocatku se jedna o aktivni dgj, avSak s progresi onemocnéni byva
tento d& neti¢inny.

Organizace zalozena v roce 1989 Augustem a Michaelou Lorenzo se zabyva hledanim
1éku na myelinovou nemoc a to v ramci védeckého vyzkumu The Myelin Project. Poskytli tak
pomoc rodinam, u kterych si vyskytla adrenoleukodystrofie (ALD) a adrenomyeloneuropatie
(AMN). Jejich dal$im cilem bylo informovat a dostat do podvédomi lidi tato onemocnéni
a prosadit novorozenecky screening na ALD a AMN. Nyni je 1écba navrzena tak, Ze spociva
Vv chirurgické implantaci prekurzorovych bunék oligodendrocytli a tim navozeni myelinu
pomoci Ab. Tento postup jiZ byl testovan u mys$i, u lidi neni vSak G€inek prokdzany [33, 34,

35, 36].
2.4 Leukodystrofie

Leukodystrofie je zna¢n¢ riiznoroda skupina genetickych defektl, které pisobi na CNS,
protoZze inhibuji rGst a zachovani myelinové pochvy. K poruse myelinu dochazi procesem

demyelinizace nebo dysmyelinizace. Oznacuje to tedy skupinu chorob, které ovliviuji bilou
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hmotu NS. VsSechny typy onemocnéni jsou analyzovany, a to mechanismem dédi¢ného
pfenosu, enzymovym metabolickym defektem a genomovou lokalizaci [37, 38, 39, 40].

Pro zachovani myelinové pochvy a jejiho rozvoje se uplatituje mnoho typt geni. Geny
jsou nutné pro syntézu proteind a dal$i pro pfepravu proteinti na kone¢né misto v myelinové
pochvé. Mutaci genu vznika leukodystrofie, u které se symptomy odlisuji podle typu jejich
genové priciny. Leukodystrofie mize mit rizné zpisoby pienosu geni (autosomalné
dominantni, autosomalné recesivni, nebo X-vazana [38].

Leukodystrofie vykazuji mnoho spolecnych symptomu. Vyskytuji se paretické projevy
centradlniho typu se spasticitou, ale také mozeckové symptomy, periferni parézy vzacné
i dyskinetické projevy. Casem se mohou dostavit poruchy chovani kognitivnich funkci,
objevuji se epileptické zachvaty a poruchy zraku, sluchu. Defekty u myelinizace pomahaji
diagnostikovat enzymova vySetfeni, vySetfeni multimoddlnich evokovanych potenciali,
magneticka rezonance a genova analyza [37,39].

Spolecné znaky roztrousené skler6zy a leukodystrofie jsou ztrata myelinu a axonu.
Tyto dvé nemoci patii mezi autoimunitni onemocnéni [38, 41, 42, 43].

Nemoci, které sem patii jsou Pelizaeusova-Merzbacherova choroba, Alexandrova
choroba, Krabbeho choroba, Canavanova choroba metachromaticka leukodystrofie
a peroxizomalni leukodystrofie [37, 39, 44, 45].

24.1  Peroxizomalni leukodystrofie a dalSi peroxizomalni defekty

Peroxizomy jsou bunécné organely, ve kterych se vyskytuji enzymy a ty se ucastni
mnoha dulezitych anabolickych i katabolickych bunéénych mechanizmt. Oznaceni je
odvozeno od pfitomnosti katalazy, coz je enzym, ktery katalyzuje zménu peroxidu vodiku
na kyslik a vodu. Peroxizomy se nalézaji ve vSech lidskych bunkach vyjma erytrocytd. Maji
vyznamnou funkci v biotransformaci endogennich latek metabolismu lipidd, ke kterym
fadime napf.: mastné kyseliny, prostaglandiny, steroidy. Uastni se také na detoxikace
exogennich latek. Peroxizomy umi katalyzovat pocetnou skupinu lipidd, jako jsou LCFA,
VLCFA, nenasycenych MK, diethylether fosfolipidy ¢i zlu¢ové kyseliny. Zakladni drahou
odbouravani pro lipidy v peroxizomech je B-oxidace. Degrada¢ni podil peroxizomu také
nechybi u oxidace kyseliny fytanové, zlucovych kyselin nebo derivatu chlorofylu. Maji funkci
I pfi tvorbé myelinu neurontl.

Peroxizomadlni poruchy patii mezi skupinu dédi¢nych onemocnéni a déli se na skupiny,

a to defekty peroxizomalni biogeneze a na jednotlivé deficity enzymi peroxizomu [48, 49].
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Biogeneze peroxizomu je v mnoha ohledech podobna biogenezi mitochondrii, obé&
se mnozi délenim preexistujicich peroxizomt. Odlisné od mitochondrii je, Ze nemaji svou
vlastni DNA a jejich proteiny jsou kodovany jadernym genomem. Peroxizomalni proteiny se
vytvaii na volnych polyribozomech a jsou transportovany do peroxizomu diky PTS-receptory,
které koduji geny PEX. K porucham peroxizomalni biogeneze se fadi Zellwegertiv syndrom,
infantilni Refsumova choroba, neonatalni adrenoleukodystrofie a Rhizomelicka
chondrodysplasia punctata typ I. [48, 50, 51].

Peroxizomy katalyzuji mnoho podstatnych metabolickych mechanizmt. Z pohledu
deficitu enzymu peroxizomu jsou vyznamné B-oxidace mastnych kyselin, a-oxidace mastnych
kyselin, biosyntéza eterfosfolipidi a detoxikace glyoxylatu. Defekty v peroxizomalni [-
oxidaci MK se vyskytuji u X-vazané adrenoleukodystrofie (X-ALD), deficitu acyl-CoA
oxidazy, deficitu D-bifunkéniho proteinu (D-BP) a ztraté 2-methylacyl-CoA racemazy. U X-
ALD je poskozena peroxizomalni f-oxidace VLCFA. U deficitu D-bifunkéniho proteinu je
narusena oxidace vSech peroxizomalnich MK, jelikoz D-BP ptedstavuje enzymaticky protein,
jenZz se ucastni oxidaci vSech MK. PoruSena oxidace VLCFA s neposSkozenou oxidaci
kyseliny pristanové, DHCA a THCA se vyskytuje u ztraty acyl-CoA oxidazy.
U schodku 2-methylacyl-CoA racemazy je vadna pouze peroxizomalni B-oxidace vétvenych
MK (kyseliny pristanové, DHCA a THCA). Biosyntéza eterfosfolipidi (plazmalogend) je
poskozena u deficitu DHAPAT a ztrat¢ alkyl-DHAP syntézy. Defekt a-oxidace mastnych
kyselin se nachazi u Refsumovy choroby, kde se objevuje nedostatek fytanoyl-CoA
hydroxyldzy. Pii ztraté detoxikace glyoxylatu, ktera se nazyva hyperoxalurie typ 1, je porusen
peroxizomalni enzym alaninglyoxylataminotransferaza, nasledné dochazi k akumulaci

glyoxylatu, jenz je poté transformovan na glykolat a oxalat [48, 49, 52].
2.4.1.1 Diagnostika peroxizomalnich poruch

V diagnostice se nejcastéji vyuzivaji jak prenatalni, tak postnatilni metody.
Pfi prenatalni diagnostice se vyuziva histochemickych nebo imunocytochemickych metod.
V ramci cytochemickych technik se v choriovych klcich vizualizuje kataldza a plazmalogeny.
Pti chorobach s poruchou biogeneze peroxizomu se v klcich neobjevuji tmavé granule a test
na pritomnost plazmalogent je negativni. Deficit peroxizomalnich enzymi se v nésledujicich
stadiich gravidity stanovuje v amniovych bunkach. Pro vysokou citlivost se s oblibou
vyuzivaji metody, které pouzivaji znacené protilatky proti peroxizomdlnim enzymiim, jako
jsou anti-katalaza ¢i anti-thioldaza atd. Imunofluorescen¢ni techniky jsou piihodné

pro prokazani vice defektt [48, 53].
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V postnatalni diagnostice se vyuzivaji histochemické metody s pouzitim DAB, ktery
reaguje s peroxizomalnim enzymem katalazou [48, 53].

Postnatalni  diagnostiku  peroxizomdlnich chorob, lze rozdé€lit do neckolika
diagnostickych kategorii. Prvni diagnostickd skupina obsahuje Zellwegerovské spektrum
poruch (ZS, NALD, IRD) ¢i deficit acyl-CoA oxidazy a deficit D-bifunkéniho proteinu.
Druhé skupina zahrnuje spektrum rhizomelické chondrodysplasia punctata, které ma vSechny
tfi typy. Do tfeti skupiny patii X-vazana adrenoleukodystrofie a do Ctvrté se spadaji zbylé
peroxizomalni poruchy, jako je Refsumova choroba, deficit 2-methylacyl-CoA racemazy
¢i hyperoxalurie typu 1 a dalsi [48].

U defektd v prvni diagnostické skupin€ jsou patologické hladiny VLCFA v séru,
pfedevS§im vyS$i nédlez hladin VLCFA (C24:0, C26:0, C26:1, pomér C26:0/C22:0
a C24:0/C22:0). Provadi se dalsi vySetfeni, kdyZ se potvrdi zvySeni, které usnadni rozliSeni
jednotlivych chorob. K vySetfenim patii analyza plazmalogend v erytrocytech, stanoveni
intermediatd zlucovych kyselin, kyseliny pristanové a fytanové v plazmé¢. Nizsi hladina
plazmalogent v erytrocytech poukazuje na Zellwegerovské spektrum, normalni hladiny
zpravidla byvaji u poruch peroxizomalni B-oxidace. Nasledn¢ by mély byt vypracovany studie
na fibroblastech, které poukdzi na poruchu biogeneze <¢i izolovanou poruchu
B-oxidace. U Zellwegerovského spektra se také vySetiuje mutovany gen [48, 53].

Rhizomelicka chondrodysplasia punctata typu 1, 2 i 3 jsou si klinicky velmi podobné,
coz ulehcuje jejich zatrazeni do jedné diagnostické skupiny (II. diagnosticka skupina). U vSech
typt jsou nizsi hladiny plazmalogenii v erytrocytech. Ke klasifikaci jednotlivych typl se opét
pouzivaji studie na fibroblastech [48].

U treti diagnostické skupiny, kam patii X-vazanou adrenoleukodystrofii, se provadi
analyza VLCFA v plazmé. Diagnostika X-vazané adrenoleukodystrofie bude podrobné
popsana v kapitole 3.5.6 [48, 53].

U Refsumovy choroby se objevuji patologické hladiny kyseliny fytanové v plazmé.
Pro finilni diagnézu se stanovuje také aktivita fytanoyl-CoA hydroldzy ve fibroblastech
a déla se molekularni analyza [48, 52].

Lidé sdeficitem 2-methylacyl-CoA racemazy nedokazou rozkladat Kkyselinu
pristanovou a intermediaty zluCovych kyselin. Diky tomu se v plazmé analyzuje kyselina
pristanova pomoci GC-MS a intermediaty zlucovych kyselin metodou MS/MS [48, 53].

Pro primarni hyperoxalurie typu 1 je typické vyssi hladina glyoxylatu, oxalatu
a glykolatu v moc¢i. Ke kone¢nému urceni této nemoci se pouzivd molekuldrni analyza genu

AGT [48].
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2.5 Adrenoleukodystrofie

X-vazana adrenoleukodystrofie predstavuje nejcastéji Se vyskytujici peroxizomalni
onemocnéni, které patii pod leukodystrofie. X-ALD je charakterizovana jako recesivni X-
chromozomalné vazana porucha lipidového metabolismu, ktera se projevuje neurologickou
symptomatologii a insuficienci nadledvin. Mutace v genu ABCD1 ovliviiuje funkci proteinu
ALDP. Nedostatek ALDP poskozuje peroxizomalni B-oxidaci VLCFA a ushadiuje jejich
dalsi prodluzovani fetézce (ELOVLI1), coz ma za nasledek kumulaci VLCFA (pfedevsim
C26:0) v plazm¢ a tkanich. Kvuli lokalizaci genu ABCDI na Xg28 se toto onemocnéni
objevuje pouze u muzl, ale mirnéj§i formy se objevuji i u zen. Jiné klinické nazvy pro X-
vazanou adrenoleukodystrofii zni Schilderova choroba a sudanofilni leukodystrofie [38, 39,

54, 55, 56].
2.5.1 Vyskyt nemoci

Projevy nemoci  jsou hlavné u muzu. Vyskyt X-ALD je
1:15 000 (Francie) az 1:21 000 (USA) postizenych muzd a prevalence je 0,5-3,3 na 100 000
muzu. Kvuli pocetné incidenci ptedstavuje nejbéznéjsi celosvétovou peroxizomalni poruchu.
Na Slovensku i v Ceské republice jsou roéné zaznamenany piiblizné jeden az dva piipady.
Skute¢né incidence nemoci mize byt i vyssi, protoze se novorozenecky screening doposud

vSude neprovadi [56, 58, 65].
2.5.2 Klinické formy

Adrenoleukodystrofie ma nékolik riznych projevii fenotypu, i kdyZ neni souvislost
mezi typem mutace a fenotypem. Dokonce pfi stejné mutaci v ramci jedné rodiny mize byt
riznad manifestace nemoci. Fenotypy jsou rozdéleny podle v&k, kdy nemoc propukla, také
podle zasazenych orgdnu a neurologické progrese. V odborné literatufe je uvedeno sedm
fenotypti u muzt a pét u zen [56, 59].

Jeden z nejhojnéjsich (30-40%) a nejvazngjSich forem ALD je détska cerebralni.
Choroba zacind stupnovat po uplynuti asymptomatického obdobi, nejdéle v deseti letech
pacienta. Tuto formu provazi deficit neurologickych, kognitivnich a behavioralnich funkci.
Cetnymi priivodnimi piiznaky jsou emoéni labilita, hyperaktivita, zhorSeni se ve $kole, zmény
v chovani, zhorSeni paméti. Progrese nemoci po vyskytnuti prvnich pfiznakl je velmi rychla.

V pozdéjsim obdobi se mohou dostavit znamky demence a epileptické ataky. Béhem nékolika

tydni nemocni chlapci pfestanou rozumét jazyku a chodit. V terminalnim stadiu nemoci jsou
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chlapci nehybni, nemohou mluvit ani reagovat, jsou slepi a potravu pfijimaji nazogastrickou
trubkou. Smrt ptichazi po dvou az étyfech letech od prvnich symptomi, V pfipadée, ze je
0 pacienta dobie pe¢ovano, mize az nékolik let zistat ve vegetativnim stavu [56, 58, 59, 60,
61].

Adolescentni cerebralni forma postihuje asi 5 % pacienti ALD. Prvni klinické piiznaky
ptfichazeji mezi jedenacti az jednadvaceti lety. Projevy této nemoci jsou podobné jako
u détské cerebralni formy, pouze rychlost progrese onemocnéni je mensi [56, 58].

Adultni cerebralni forma se také vyskytuje piiblizné u 5 % piipadi ALD. Symptomy
onemocnéni se manifestuji zpravidla az po dvacatém roce zivota. Klinické projevy
a stupniovani jsou rovnéz obdobné jako détska cerebralni forma. V inicialnim stadiu nemoci
se objevuji psychické poruchy, jako je schizofrenie nebo psychoéza. Z tohoto divodu jsou
pacienti mockrat Spatné¢ diagnostikovani. Manické piiznaky zahrnuji impulzivnost,
nadmérnou sexualitu, zvySené utraceni penéz ¢i hluénost [56, 58, 59].

Addisonova forma shrnuje pouze projevy rendlni nedostateCnosti s minimalnimi
neurologickymi rysy. Touto formou trpi asi 10 % nemocnych s ALD. U pacient
s Addisonovou formou se mize s velkym nebezpecim rozvinout AMN. Jeji vyskyt
se redukuje s ptibyvajicim vékem, bézné se vyskytuje do Ctyf let a velmi vzacné
po Ctyficatém roce. Adrenokortikalni insuficience nejprve napada glukokortikoidni funkci
nadledvinek, avSak i mineralokortikoidni funkce je nakonec také postizena asi u pilky
pacienti s ALD [56, 58, 59, 62].

Asymptomaticka forma se vyskytuje u nemocnych, ktefi sice maji velmi vysoké hladiny
VLCFA, ale neobjevuje se u nich insuficience nadledvinek, ani neurologické potize. Avsak
tito pacienti maji vysoké riziko rozmachu téchto komplikaci. Asymptomati¢ti pacienti se
objevuji velmi ziidka [56, 59].

Olivo-ponto-cerebralni forma je provazena postizenim mozecku a mozkového kmene.
Muze se vyskytovat u dospivajicich ¢i dosp€lych 0sob. Rovnéz jako asymptomaticka forma je
velice neobvykla [56, 63].

Adrenomyeloneuropatie (AMN) piedstavuje nejcast€jsi podobu ALD. Jeji vyskyt je
okolo 40 az 45 % ptipadi ALD. Choroba se zacina projevovat mezi tficatym az Ctyficatym
rokem. Zasazena je micha, periferni nervy a nadledvinky. Puvodni ptiznaky jsou ztuhlost,
slabost nohou a poruchy sfinkteri. Poté se rozviji spasticka paraparéza, neuropatie,
impotence, insufience kiry nadledvin atd. AMN je mnohdy nespravné diagnostikovana jako
roztrousend skler6za nebo familidrni spastickd paraparéza. U této formy se vyskytuje

I Addisonova nemoc, ktera se projevuje komplexni slabosti, poklesem hmotnosti, nevolnosti
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a zvracenim. Symptomy adrendlni insuficience mohou ptfedchazet neurologickym pfiznakiim
asi u 40 % nemocnych. Dale se u nemocnych objevuje hyperpigmentace a porucha zraku
¢i sluchu. AMN je pozvolna progresivni [56, 58, 59, 62].

U zen pienaseCek ALD se mohou sympromy projevit pozdéji, ptiblizné u 50 % Zen
se vyskytuji po Ctyficatém roce zivota, pficemz neurologickymi poruchami trpi méné nez
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heterozygotek se pfiznaky podobaji AMN [56, 59, 64].

2.5.3 Geneticky podtext

X-véazana adrenoleukodystrofie se manifestuje u muzi. Jak uz ukazuje z nazev, tadi
se mezi dédi¢nosti vazané na chromozom X. Nicméné i ptes X-recesivni dédi¢nost se mirngjsi
formy mohou projevit i u Zen. Jedna se o gonozomalné recesivni typ dédicnosti (X-vazana
dédi¢nost podobné jako hemofilie), takze jestli je Zena pienaseCkou X-ALD, bude polovina
jejich dcer ptenaseckami nemoci a polovina jejich synt bude trpét X-ALD. V dalsi generaci
dcery postizeného muze budou prenasecky, ale zadny z jeho synl nebude trpét nemoci X-
ALD [54, 56].

X-ALD gen (ABCD1) byl identifikovan za pouziti metody pozi¢niho klonovani. Gen je
lokalizovan na chromozomu X, konkrétné na Xq28, blizko od genu pro
glukozu-6-P-dehydrogenazu a genového souboru pro vizualni pigmenty. ABCD1 gen je asi
19,9 kb dlouhy, je sestaven z deseti exonil, které jsou transkribovany ve formé¢ 4,3 kb velké
mRNA. Gen ABCD1 koéduje ALDP, ktery obsahuje 745 aminokyselin. ALDP je ABC
transportér z podceledi D a bud’ jako homodimer nebo heterodimer zprostfedkovava pohyb
VLCFA pfes peroxizomovou membranu. Transportovany jsou jako volné kyseliny, ¢i jako
CoA estery. Existuji i domnénky, Zze ALDP hraje i urcitou tlohu v transportu enzymu VLCS
do peroxizomu [56, 57, 66, 67, 68].

U vsech pacienti s X-ALD byla nalezena mutace X-ALD genu, ktera zpisobuje defekt
ALD proteinu. Diky mutaci genu se stava deficitni funkce ALDP, ¢imz se redukuje kapacita
syntézy CoA esteri VLCFA a jejich nasledujici p-oxidace v peroxizomech. Vysledkem
zpomaleni téchto mechanizmti dochazi ke kumulaci VLCFA, coz vede kvaznym
patobiochemickym nasledkiim a morfologickym zménam [56, 57, 66].

Do dnesni doby bylo zaregistrovano okolo 866 piipadti mutaci zapfticinujicich X-ALD,
pfiCemz 435 mutaci je unikatnich. Databaze veSkerych dosud zachycenych mutaci je

zvefejnéna na webové strance www.x-ald.nl. K nejobvyklejsim mutacim se zafazuji mutace
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meénici smysl, nesmyslné mutace (non-sense mutation), posunové mutace, jako jsou delece
rozpoznat. V CR je v soudasnosti zaznamenano pét rodin, u kterych alespoti jeden z rodiny
onemocnél X-ALD. U téchto pacientii byla diagnoéza prokdzéana nalezem mutace v ABCD1

genu pomoci sekvencni analyzy [56, 67, 68].
2.5.4 Patogeneze

Jak uz bylo napsano, kvuli mutaci genu ABCD1 maji pacienti s X-ALD sniZenou
schopnost degradovat mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem, ¢imz se poSkodi funkce
ALDP. Vysledkem nedostatku ALDP je poskozena VLCFA B-oxidace a dochazi k hromadéni
VLCFA-CoA (C24:0, C26:0) esterti v ruznych tkanich a télnich tekutinach. VLCF acyl-CoA
estery se v cytosolu zaclenuji do odlisnych lipidovych frakei, navic jsou vychozi ¢asti pro
prodlouZeni, aby mohly vzniknout del$i mastné kyseliny. Zodpovédna za prodlouzeni je
ELOVLI, ktera jako jedind elongiza katalyzuje syntézu nasycenych VLCFA (C26:0)
I mononenasycenych VLCFA (C26:1). Nékteré studie prokazuji, ze akumulace VLCFA je
toxicka. Podle téchto praci ma hromadéni VLCFA toxicky G¢inek na rizné bunécné tkane, jez
jsou u pacientll s X-ALD zménény. Je tomu i Vv ptipadé oligodendrocytil, které obstaravaji
tvorbu myelinu v mozku, a adrenokortikotropnich bunék, jez maji podil na vyrobé
kortikotropinu v nadledvinkach. Zvysené VLCFA mohou podnitit destabilizaci struktury
a funkce membrany i bunéénych organel (mitochondrie, lysozomy), coz vede ke zrodu
oxidac¢niho stresu Skodlivého pro buniky [55, 58, 66, 69, 70].

Volné radikaly zfejmé hraji podstatnou tlohu u velkého mnozstvi onemocnéni. Existuji
dikazy poukazujici, Ze poSkozeni vlivem volnych radikalli je jednim z nejdalezitéjSich
¢initeltl u neurodegenerativnich ¢i chronickych zanétlivych onemocnéni. Mozek ma pomérné
malou antioxida¢ni obranu a vysoky obsah lipidi S velkym mnoZstvim nenasycenych
mastnych kyselin a katecholamind, které jsou velmi senzibilni na kyslikovy utok. V klinické
studii bylo zji§téno zna¢né zvyseni plazmy, coz reflektuje navozeni peroxidace lipidd, a také
ubytek celkové plazmové antioxidacni reaktivity. Dale byl odhalen velky vzrust glutathion
peroxiddzy v erytrocytech, katalasy ¢i superoxiddismutdzy ve fibroblastech sledovanych
pacientl. Z této pfiCiny se oxidacni stres miize podilet na patofyziologii X-ALD. Dle novych
studii, v boji proti oxidacnimu stresu u X-ALD se da vyuzit kyselina valproova, ktera
indukuje expresi ABCD2 peroxizomalniho transportéru. Kyselina valproova nasledné

opravuje oxidaéni defekt a snizeni hladiny mononenasycené VLCFA (C26:1), ale nezmenSuje
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pocet nasycenych VLCFA. Kyselina valproova je zatim ve fdzi testovani, ale jevi se jako
slibny terapeuticky ptistup [71, 72, 73].

U détské i adolescentni cerebralni formy se uplatiiuji stejné mechanizmy, jak
neschopnost degradovat VLCFA, tak zaclenéni VLCFA do rtznych skupin lipidi. Dale
v patogenezi X-ALD hraji roli i pocatecni mozkova demyelinizace, sporadicka konverze
na rychlou progresivni zanétlivou demyelinizaci, zprosttedkovana konverze z ¢isttho AMN
na rychlou progresivni zanétlivou demyelinizaci ¢i neschopnost zachytit zanét vniténich
mechanizmii. Zacatek mozkové demyelinizace miize souviset s mnozstvim VLCFA
v komplexnich lipidech (sulfatidy, fosfatidylcholiny, gangliosidy). Demyelinizace bézné
zacina ve stfedu corpus callosum, kde jsou svazky bilé hmoty nejvice zhutnélé, a rozsifuje
se dale smérem ven do periventrikularni bilé hmoty. Nej¢astéjsimi utvary degradace myelinu
a oligodendrocyti jsou lymfocyty, reaktivni astrocyty a makrofagy. Lymfocyty byly
zpozorovany spise na okraji, astrocyty a makrofagy byly nalezeny v morfologicky normalni
¢imirn¢€ ovlivnéné pftilehlé bilé hmoté. Neurologické poruchy u X-ALD mohou byt
zapii¢inény aktivaci astrocytl a cytokind (TNF, IL-1, IL-6).

ALDP se nachazi jen v kufe nadledvin, nikdy ne ve dfeni nadledvin. Patologické
poznatky lamel a lamelovych lipidovych profild ukazaly, ze obsahuji VLCFA, které
se esterifikuji na cholesterol v adrenokortikotropnich bunkach a vedou k apoptdze bunék.

U X-ALD dochazi také k transformacim Vramci varlat a vlasi nemocného.
V intersticidlnich bunkéach varlat jsou pfitomny lamelové lipidové profily esterii VLCFA-
cholesterolu. Navic muze dojit ke schodku nékterych Leydigovych bunék. Nasledkem toho
muze mit urcity usek pacientl nizsi sexualni funkci. Vlasy u pacienti s AMN byvaji slabé
a fidké, protoze za normalnich okolnosti je ABCD1 exprimovan ve vlasovém vacku [54, 59,
69, 74].

2.5.5 Diagnostika

Piesnd diagnostika je nezbytna, nebot’ je pfili§ velka rozdilnost klinicky fenotypii. X-
ALD. Je velice podstatné stanovit nejen pacienty, ale i heterozygotni nosice. Pro diagnostiku
X-ALD jsou vyznamné zobrazovaci techniky, neurofyziologické a neuropsychologické
vySetieni, imunologické rozbory, biochemickd a molekularné-geneticka vysetfeni. K nejvice
pouzivanym zobrazovacim technikdm patii CT a MR, kdy MR je vice citliva. K prozkouméni
se vyuziva zrakovych, sluchovych a somatosenzorickych evokovanych potencialt.
K diagnostickym metodam dale patii elektroencefalografie a elektromyografie. Indikatorem
progrese ALD je stoupajici intratekalni syntéza imunoglobulinu G. Biochemické vySetieni je
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zalozeno na detekci kumulace VLCFA v télnich tekutinach. Koncentrace VLCFA se zjistuje
Vv plazmé nebo séru, kde se prokazuji prevazné zvysené hodnoty kyseliny behenové (C22:0),
lignocerové (C24:0), cerotové (C26:0) a poméry C26:0/C22:0 a C24:0/C22:0.
Do molekularné-genetické diagnostiky se fadi sekven¢ni analyza vSech exoni ABCDI1 genu

[39, 56, 75, 76].
2.5.5.1 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci techniky jsou dulezité pro diagnostiku, zhodnoceni vysledkl 1écby,
stanoveni progndzy onemocnéni a lécbu. Magnetickd rezonance charakterizuje velikost
demyelinizace. Na zékladé ziskanych dat z MR jsou urceni kandidati na transplantaci kostni
dien¢. Typické symetrické 1éze v periventrikuldrni bilé hmoté v perietalnich a okcipitalnich
lalocich jsou detekovany MR. Bilateralni hypodenzni 1éze odhali nativni CT taktéz v téchto
oblastech. Pfi T2 vazeni v MR obraze jsou léze hyperintenzitni. Pouziva se kontrastni latka
(gadolinium), latka se hromadi pfed hypodenznimi lézemi v T1 vaZeni, coz koreluje
s histopatologickymi oblastmi demyelinizace s parcialni ztratou myelinu. AMN ma obdobné
nalezy jako détska forma, ale defekty mohou byt v capsula interna, corpus callosum, corona
radiata ¢i v mozeckovém pedunkulu. Pouziva se i specialni technika MR, ktera se nazyva
Diffusion Tensor Imaging, ktera ukazuje zmény signalu zptsobené difuzi molekul vody
ve tkdnich. Touto technikou ziskdme mapu v mozku, kde sméry difuze predstavuji rozdilné

barvy [56, 77, 78, 79, 80, 81].
2.5.5.2 Biochemické vySetieni

Biochemicka diagnostika VLCFA se nejvice provadi prostfednictvim plynoveé
chromatografie nebo spojenim plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Detekce
VLCFA pomoci HPLC by mohla byt vyznamna, nebot je vyuzivana a dostupna
v béznych analytickych laboratofich. Dale se mize pouzit metoda UPLC-MS/MS, ktera je
vySetieni VLCFA v plazmé je doposud nejvice pouzivanou analyzou pro X-ALD [66, 82, 83].
Nahromadéna VLCFA se vyskytuje ve frakci esteru cholesterolu kiiry nadledvinek a v bilé
hmot€ mozku. Akumuluji se MK s délkou uhlikatého fetézce ptiblizné mezi 22 az 32 uhlikd,
ale Castokrat jde o 24 a 26 uhlikii dlouhy fetézec. V kultivovanych fibroblastech je také
prokazana vyssi hladina VLCFA. ZvySend koncentrace MK se vyskytuje jak v plazmé

pacientd, tak i nosici [84, 85].
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Do zkumavek s heparinem se pro vySetfeni odebird Zilni krev, z které je odd¢lena
plazma, ta je zmrazena. Vzniklé a upravené methylestery MK se analyzuji GC-MS [56, 85].

U techniky LC-MS/MS je piiprava vzorku velmi obdobna jako u GC-MS. Znovu
se vzorky Zilni krve odebiraji do heparinizovanych zkumavek. Pro porovnani se pouzil Bland-
Altman graf, ktery ukazal, ze vysledky obou metod jsou srovnatelné a patii do klinicky
pfijatelného 95 % limitu [83, 86].

2.5.5.3 Molekularné-genetické metody

Diagnostika zahrnuje sekven¢ni analyzu vSech exoni ABCD1 genu. Pouziva se i PCR
a RFPL, ale predevsim je uz znama mutace. SSCP a dHPLC jsou screeningové metody, ty
umi zobrazit mutovanou ¢ast genu. Nejvyhodnéj$i pro diagnostiku DNA je, kdyz
se informace z mRNA prostiednictvim reverzni transkriptazy piepiSe do opisu cDNA [56,
87].

Vysetfeni heterozygotl je slozité, protoze u urcité skupiny byly zjiStény normalni
koncentrace VLCFA v plazmé, a tak se navrhuji molekularni studie. NejCastéji se vyuziva
imunofluorescence, kde se pouZzivaji protilatky proti ALD proteinu, ale jen, kdyz je vyloucena
rodinnd anamnéza. Vysledek této metody muze tvofit nestabilni protein, diky cemuz

je detekovan mozaikovy nalez u heterozygott [48, 75].
2.5.5.4 Prenatalni diagnostika a novorozenecky screening

Priméarné pro diagnostiku X-ADL se vyuziva prenatalni vySetieni, kde se detekuje Y
chromozom v maternalni krvi, coz urcuje pohlavi plodu. Po uréeni muzského pohlavi dojde
K biopsii choriovych klki, kde se odhaluje ALD protein a mutace ABCD1 genu [48, 59].

Praktikovani novorozeneckého screeningu ptineslo velky rozvoj v ¢asné diagnostice
u spousty vzacnych dédi¢nych metabolickych poruch. Pro novorozenecky screening se
na karticku ze specidlniho filtra¢niho papiru nanese krevni skvrna. Karta se analyzuje
spektrometrickymi technikami. Pro nedostatecnou citlivost se nyni vyuZiva spojeni
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), ktera
funguje na principu stanoveni C26:0 lysofosfatidylcholinu (26:0-lyso-PC) ve skvrné krve.
Hodota 26:0-lyso-PC u pacienta s X-ALD je az pétkrat vyssi, nez koncentrace u zdravych
osob. Tato metoda ma vysoky potencial, diky své dostupnosti a pacient mize zacit terapii

uz v den svého narozeni [88, 89, 90, 91].
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2.5.6 Terapie

Terapie X-ALD je vtéto dobé potfad vyrazné¢ limitovana. Lécbu lze Klasifikovat
na dietetickou, farmakoterapeutickou, imunosupresivni, buné¢nou transplantaci a genovou
terapii. Nelze jednoduSe stanovit zpusob léCeni pro rizné formy X-ALD. Prokazatelné
nejlepSi moznost terapie je transplantace kostni dien¢ a hematopoetickych kmenovych bunék
[56, 57, 92].

Dietni forma |é¢by je zalozena na nizkém piijmu stravy s vysokou hladinou VLCFA
a na pravidelném uzivani Lorenzova oleje, coz je smés nenasycenych MK. Pti konzumovani
Lorenzova oleje se pravidelné vysettuje krevni obraz, z divodu hrozby trombocytopenie.

Tato mozZnost terapie se pouziva u pacientll bez symptomi, nebo pokud jsou mirné [57, 92,
93].

U farmakoterapeutické moZznosti 1écby se podavaji 1éCiva, kterd zajiStuji zvySenou
oxidaci VLCFA a reguluji zmény v patobiochemii lipidovych frakcich.

Experimentalné se testoval lovastatin, protoze by mohl zvySovat oxidaci C24:0
Vv kultivovanych X-ALD bunkach a zaroven snizovat koncentraci VLCFA v plazmé.
Po dukladném proSetfeni se ukazalo, Zze lovastatin zajistuje lehky pokles C24:0 a C26:0
Vv plazm¢é nemocnych, nema zadny tcéinek, a proto se nepouziva jako 1ék [94, 95, 96].
Fenylbutyrat a fenylacetat se fadi mezi 1éCiva, protoze zvysuji peroxizomalni proliferaci. Tyto
ptfipravky nejsou dostatecné testovany, ale podle hypotéz zvySuji expresi ABCD2 genu
a oxidaci VLCFA [92, 94, 97].

Cilem imunosuprese je likvidace zéanétlivych pochodli v mozku, jez zapficinuji
demyelinizaci. Imunosuprese se zavadi hlavné u forem s vysokou progresivitou. Mezi
terapeutické  latky patii  B-interferon, cycklofosfamid, cyklosporin, pentoxyfyllin
¢i thalidomid. [57, 92, 94].

Nejvice ucinnou terapii je vyhledové transplantace bunék kostni dien¢ (HSCT). Pokud
a kvalitni zivot [98, 99, 100, 101].

Pro genovou terapii jsou pacienti s X-ALD vyraznymi kandidaty, protoze terapie
s lentivirovymi vektory mé srovnatelnou uc¢innost jako HSCT. Genovéa terapie se poprvé
vyuzila, kdyz se pro dva nemocné chlapce nenasel HLA odpovidajici darce. Do perifernich
CD34+ bunék se transformoval neporuseny ABCDI gen prostfednictvim lentivirového
vektoru. Transformované buiiky se implantovaly zpét pacientovi. U této metody je vyhoda,

ze se eliminovala imrtnost spojena s alogenni HSCT [57, 101, 102, 103].
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Pro 1é¢bu diabetu byl vyvinut 1€k Pioglitazon, ale experimentalné se prokazalo, ze by

mohl chranit nervové bunky a zpomalit progresy X-ALD [104, 105].
2.5.6.1 Lorenziv olej

Lorenztv olej se sklada z kyseliny olejové a kyseliny erukové v poméru 4:1, které jsou
extrahovany z fepkového a olivového oleje. Olej zpomaluje progresi nemoci tim, ze brani
akumulaci VLCFA v mozku. Lorenziv olej je specidlné vyrobeny jen pro X-ALD, kde
pacienti musi splinovat dv¢ kritéria: fyziologicka MR a vysoka koncentrace VLCFA. Olej
funguje na principu kompetitivni inhibice enzymu, ktery katalyzuje vznik C26:0 [31, 92, 100,
106]

Objeviteli Lorenzova oleje jsou Augusto a Michael Odone. Vyzkumem se zabyvali
z divodu onemocnéni syna Lorenza, ktery trpél X-ALD. U syna se objevily prvni symptomy
kolem Sesti let, kdy doslo ke zménam chovani (snizend pozornost, agresivita, zhorSena
pamét). Po spravném urceni diagnozy, rodi¢e hledali moznost 1€cby. Po letech studii se jim
podafilo zhotovit Lorenziv olej, ktery synovi velmi pomohl. K Gplnému vyléceni vSak
nedoSlo z divodu pozdni aplikace oleje. Od roku 1989 se provadéla studie ohledné
terapeutickych u¢inkd Lorencova oleje. O tfinact let pozdéji doslo k uznani efektivity tohoto

1éku [31, 107, 108].
2.5.7 Prognoza

Prognéza X-ALD je velmi nepfiznivd. Od vyskytnuti se prvnich pfiznaki nemoci
nastavd mortalita nejdéle do deseti let. Ke sniZeni Umrtnosti poméaha v€asna identifikace
prenaSeCek a genetickd prevence. Transplantace kostni dien¢, coz je 1écba s nejvyssi
ucinnosti, je indikovéana pfi v€asné diagnostice. Tato jedind metoda dokaze zpomalit progresi
nemoci. Védci doufaji, ze genova terapie po fadném zkoumani bude spravnou cestou, k 1é¢bé
X-ALD [93, 109, 110].

2.6 Chromatografie

Chromatografie je metoda, kterd slouzi k oddéleni slozek ze vzorku. Jednotlivé slozky
muzeme stanovovat kvantitativné a kvalitativn€. Molekuly analytu se u chromatografické
separace rozdé€luji mezi staciondrni a mobilni fazi, které jsou mezi sebou nemisitelné. Mobilni

faze se pohybuje chromatografickym systémem a piivadi vzorek do nepohyblivé, stacionarni,
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faze, kde dochdzi k separaci analytu, a to zachycenim jednotlivych ¢asti analytu ve staciondrni
fazi.

Diky tenkovrstvé chromatografii mtizeme lipidy klasifikovat do tfid a odd¢lit je od sebe.
Dal$im typem chromatografie je plynova chromatografie, ktera slouzi napi. separaci

a identifikaci mastnych kyselin. Pti plynové chromatografii je dulezita derivatizace [3, 113].
2.6.1 Derivatizace

Derivatizace zlepSuje citlivost, selektivitu a umoziuje identifikaci. Derivatizace se také
uziva, aby separace latek mohla byt viibec provedena. Kazda chromatografie pozaduje jinou
derivatizaci na separovanou latku. U plynové chromatografie je potieba, aby derivatizované
latky byly tékaveéjsi nez latky ptuvodni [111, 114]. Metodou derivazitace u této chromatografie
je priprava methylesteri mastnych kyselin (FAME), které jsou pfipravovany bazicky nebo
kysele katalyzovanou esterifikaci. U bazicky katalyzované methanolyzy se Castokrat pouziva
NaOH nebo KOH. Pro kysele katalyzovanou esterifikaci se pouziva HCI, BF3 a H2SO4. HCI
se pouziva nejcastéji, protoze je to pomérné slabé ¢inidlo a poskytuje kvantitativni vytézky

[113].
2.6.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je rychla a jednoducha analyticka metoda, a pfitom velmi
efektivni. Principem je rozdé€leni jednotlivych latek mezi postupujici mobilni (pohyblivou)
fazi rozpoustédla a stacionarni (pevnou) fazi tenké vrstvy. Mobilni fazi jsou organicka
rozpoustédla napf. metanol, hexan ¢i aceton. Tenk4 vrstva miiZze byt ze sulfolu (silikagel),
alufolu (Al203), kiemeliny nebo polyamidu. Jsou to 5-40 um velké castice, které jsou
nanesené na sklenénych deskach nebo na hlinikovych foliich. Pojivem je sadra a skrob nebo
jsou sintrované ke sklenéné podlozce [115, 116].

Vzorky se nanesou bud’ manualné ¢i automatickymi aplikatory na startovni skvrnu
na karté¢ a miiZze byt nanesen vétSi pocet vzorkil soucasné v rozumné vzdalenosti od sebe.
Desticka se poté vlozi do vyvijeci komory, ve kterém je rozpoustédlo (vyvijeci souprava), a to
zacne okamzité vzlinat silikagelem vzhlru. Pfi svém vzlindni mobilni faze silikagelem narazi
na latky ve skvrné a zacne je délit [115, 117].

Pti vyhodnoceni jsou barevné latky na tenké vrstvé vidét, takZe neni potfeba uskutecnit

detekci. Kdyz jsou latky bezbarvé, tak musime pouzit ke zviditelnéni pouzit postiik
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s vhodnymi chemickymi ¢inidly (I, H2SO4) nebo miizeme pouzit absorbenty
s fluorescen¢nim indikatorem a chromatogram pozorovat pod UV svétlem [115, 1116].

V soustavach pozorujeme skvrny latek v riznych vzdalenostech od startu k ¢elu (misto
kam az dovzlinala mobilni faze). Chromatogram se vyhodnocuje pomoci retarda¢niho
(reten¢niho) faktoru (RF), coz je bezrozmérna veli¢ina, kterd nabyva hodnot od nuly do jedné.
Hodnota Rr je pomér vzdalenosti stifedu skvrny od startu a vzdalenosti ¢ela mobilni faze od

startu [115].

—a
Re =%/
¢elo rozpoustédel
stfed skvrny @ b
a
start

Obr 5.: Vyhodnoceni chromatogramu-Rr z [7].

2.6.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie slouzi k separaci plynti a par za zvySené teploty a vyuziva dvé
heterogenni faze. Metodou lze separovat i velice komplikované smési tékavych analyth.
Mobilni f4zi je nosny plyn, ktery nema chemickou afinitu ke stacionarni fazi nebo ke slozkam
vzorku. Mobilni fazi mize byt He, N2, H2, Ar nebo i vodni para. Stacionarni faze mtze byt
bud’ tuhd (adsorbent) nebo kapalna (zakotvend nebo chemicky vézana na nosici). Plynovy
chromatograf se sklad4 ze zdroje nosného plynu, regulac¢niho systém, davkovaciho zafizeni,
termostatu, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni (pocitac) [118, 119, 120].

Principem plynové chromatografie je davkovani vzorku do proudu inertniho plynu,
ktery vzorek dale pfenasi kolonou. Aby doslo ke transportu vzorku, musi dojit k jeho preméné
na plyn. Slozky se separuji diky vlastnosti se rizn€ vazat na staciondrni fazi, k ¢emuz dochazi
Vv kolon¢. Po separaci v koloné jdou slozky do detektoru, a diky jeho signalu se ur¢i druh

slozek a jejich kvantita. Vysledek se nazyva chromatogram [118, 119].

36



Mastné kyseliny se stanovuji predev§im pomoci GC a RP-HPLC, nejdfive musi dojit
k derivatizaci a k rozdéleni do jednotlivych lipidovych tfid. Metody GC s velmi kvalitnimi

kapilarnimi kolonami dosahuji citlivych a reprodukovatelnych analyz FA [121, 122, 123].

zesileni signalu
vzorek a zpracovani

a L

chromatogram

regulator
prutoku

nastiik vzorku
a nosného plynu

detektor
jednotlivych sloZek

termostat
(vyhrivani kolony)

chromatograficka kolona

nosny plyn
(helium/vodik/dusik)

Obr 6.: Schéma plynového chromatografu. Pfevzato a upraveno z [8].
3.6.3.1 Nosny plyn

Mobilni fazi plynové chromatografie je inertni plyn, ktery se neucastni interakci
obstardva transport latek kolonou. Permanentni plyny jsou skladovany v tlakové lahvi, kviili
vysoké Cistoté a bez piistupu kysliku. Inertnim plynem je v praxi He, N2, H> nebo Ar. Helium
je nejlepsi pro kapilarni kolony (nejvetsi celkova tcinnost). Vodik se pouziva
na typu detektoru, inertnosti, Cistoté, viskozité, hustot¢ a na bezpecnosti pii praci, protoze
ovlivituje U€innost a rychlost analyzy. Viskozita a hustota ovliviiuji diftzi a pratok plynu

kolonou a viskozita roste s rostouci teplotou [118, 119].
3.6.3.2 Regulator tlaku a priitoku

Pritok ovliviiuje kvalitativni a kvantitativni analyzu. Regulaci pritoku (tlaku) jde

nastavit konstantni nebo programové se ménici pratok (tlak) nosného plynu [118, 119].
3.6.3.3 Davkovaci zatizeni

Davkovani musi byt rychlé a reprodukovatelné, kvuli sloZeni vzorku (rozklad,
zplynéni), kvili Sumu pfistroje atd. Je to jeden =z nejdilezitéjSich krokl, protoze
bez spolehlivého davkovani nejsou vysledky spolehlivé. Plynné a kapalné vzorky jsou
zavadény injekeéni mikrostiikackou, a to bud’ manuélné nebo automaticky. Davkovani probiha

pies pripichovy uzavér ze silikonové pryze (septum) nebo pres kohout, pfimo nebo pomoci
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délice toku. Davkovany objem je obvykle v rozmezi 0,1 — 10 ul. Vybér davkovaci metody je
dilezity zejména u kapildrnich kolon, protoZze je rozhodujici pro kvalitni separaci
a unaplnovych kolon je davkovani jednodussi. Davkovace jsou odpatfovaci neboli
split/splitless (vzorek je naddvkovan do horké zony a dojde k okamzitému odpatreni) nebo
neodparovaci neboli cold-on column (vzorek je nadavkovan do studené zony a k odpateni

dojde az vlivem teplotniho programu) [119, 120].
3.6.3.4 Termostat

Termostat zajisSt'uje dostatecné vysokou teplotu pro davkovac, kolonu a detektor, aby
byl vzorek udrzen v plynném stavu. Analyza se provadi obvykle pti 50-300 °C. Podle druhu
analyzy se pouziva stanoveny teplotni rezim. Termostat kolony pfedstavuje nejvetsi objem

chromatografu [119, 120].
3.6.3.5 Kolony

V kolong, kterd je umisténa v termostatu, dochazi k separaci slozek. Typy kolon, které
se v plynové chromatografii pouzivaji jsou napliiové a oteviené kapilarni. Napliové kolony
jsou plnéné chromatografickou néaplni, délka je vétSinou 30-400 cm, primér Castic naplné je
100-250 pl a jsou vyrobené z hliniku, nerezové oceli ¢i ze skla. Napln mize tvofit zrnity
porovity adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou nebo chemicky vdzanou naplni. Nosi¢ je inertni
a tvrdy (ze skla nebo syntetickych polymert) a slouzi k deaktivaci adsorpcnich vlastnosti.
Otevien¢ kapilarni kolony jsou ze skla nebo taveného kiemene, ktery je potaZeny
polyimidem. Stacionarni faze je zakotvena na nosi¢i nebo je chemicky vazana. Oteviené
kapilarni kolony maji vys8i UC€innost, vys§i pocet separovanych pikti a niz8i kapacitu
pro pretizeni vzorkl (pietizeni). Délka kapilary je 15-60 m a pramér je 0,1-0,6 mm. [118,
119, 120].

3.6.3.6 Detektory

U detektorti pro GC je diilezita stabilita signalu v Case, velka citlivost a rychld odezva
na sloZeni eluentu. Detektory jsou destruktivni a nedestruktivni. Detektorem prochazi nosny
plyn, ktery obsahuje vzorek, vzorek reaguje na fyzikalné-chemické vlastnosti analytu, zesiluje
a vysila signal do vyhodnocovaciho aparatu.

Principem tepelné¢ vodivostniho detektoru (TCD — thermal conductivity detector)
je odporové vlakno, které je umisténé v cele detektoru, timto vlaknem prochazi proud, dojde

k ohfati plynu a nasleduje jeho ochlazeni. V mérné cele je eluat z kolony a v referentni cele je
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mobilni faze. Latka prochdzi detektorem, méni se teplota dratku a dojde ke zméné odporu.
Rozdil v tepelné vodivosti je umérny koncentraci. Tento detektor je koncentracni, univerzalni,
nedestruktivni a méné citlivy.

Principem plamenové ioniza¢niho detektoru (FID — flame ionization detector) je, ze
eludt prochdzi z kolony do plamene, kde dojde ke spaleni latek, vzniknou nabité Céstice
a roste proud mezi dvéma elektrodami. Tento detektor je nejpouzivanéjsi, hmotnostni, citlivy
destruktivni a tém¢f univerzalni (pro latky, které 1ze spalit).

Termoioniza¢ni detektor (TID — thermionic detector) je selektivni pro slouceniny,
které obsahuji N a P, je velmi citlivy, pracuje na stejném principu jako FID, ale plamen
je studen¢jsi. Mezi elektrodami je keramicky prstenec s halogenidem z alkalického kovu.

Pti priichodu destruktivnim detektorem se analyt pfi detekci nevratné zméni (FID, TID

nebo MS) [118, 119, 120].
3.6.3.7 Chromatogram

Zaznam z chromatografu (Obr 7.), ktery znazorfiuje jednotlivé analyty, a to nejcastéji ve
formé¢ tzv. chromatografickych pikit odd€lenych navzijem zakladni linii, se nazyva
chromatogram. Vyhodnocovaci zafizeni pfijima signal z detektoru a nastfik odpovidd dobé
zavedeni vzorku na kolonu. Na ose y je odezva detektoru a na ose x je retencni Cas, ktery
odpovida vrchu piku od nastfiku. Reten¢ni ¢as se vyuziva ke kvalitativni analyze

a ke kvantitativni analyze se vyuziva plocha piku, ktera je umérna koncentraci analyzované

latky [118, 119, 120].].

odezva detektoru

— t/s

Obr 7: Chromatogram z [9].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky

Krev pacienti byla ziskana z klinicko-biochemické laboratofe Lékaiské fakulty
Univerzity Tiibingen a anonymné zpracovana v souladu s povolenim etické komise Lékarské
fakulty Uni Tiibingen. Vzorky pro tuto studii byly poskytnuty Univerzitou Tiibingen
Vv Némecku. Vysledky téchto analyz jsou doplnény o primérné hodnoty ziskané od skupiny
zdravych darci krve, rovnéz muzt s vékovym rozmezim 20 — 30 let. VSichni darci souhlasili
s odbérem zilni krve a jejim pouzitim pro studijni a védecké ucely. Poté se krev odebrala
do EDTA zkumavek a byla podrobena centrifugaci (3500 rpm. 10 minut) pro ziskani plasmy.
Krevni plasma byla ultracentrifugaci separovana na jednotlivé frakce lipoproteinit — VLDL,

LDL, HDL. N¢&z se vzorky pouzily na analyzu, uchovavaly se pii — 20 °C.
3.2 Laboratorni vybaveni

3.2.1Pristroje a pomicky

a) Pristroje

. Plynovy chromatograf: Agilent Technologies 7890A GC Systém
- Vyrobce: AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA

. Kolona: HP-88
- 100 m x 0,250 mm x 0,20 pum, teplotni limit 50°C-250°C, pro déleni methylestert
mastnych kyselin
- Vyrobce: AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA

o Termoblok: Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring Module a odpafovaci zafizeni, model
18971 a 18821
- Vyrobce: THERMOSCIENTIFIC, 28 Schenck Parkway, Asheville, Severni
Karolina 28803 USA

o Centrifuga: MPW-340
- Vyrobce: MECHANYKA PRECYZNA, Polsko
- Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 252 42 Vestec u Prahy, Ceska Republika

. Ttepacka: Vortex typ Reax top
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- Vyrobce: HEIDOLPH INSTRUMENTS GMBH & CO. KG, Walpersdorfer Strasse
12,911 26 Schwabach, Némecko

Chlazena odsttedivka: Eppendorf 5417R

- Vyrobcee: Eppendorf, Némecko

b) Pomiicky

Chromatografické desky: TLC Silica gel 60

- Glass plates 20x20 c¢m, baleni 25 kusu

- Vyrobce: MERCK, 642 71 Darmstadt, Némecko

Lampa UV: 240

-230V

- Vyrobce: A. Kriiss Optronic GmbH, Alsterdorfer Strasse 276-278, 22297 Hamburg,
Némecko

Magnetickd mikromichadla

- PTFE hladké, Polygon, L 8§ mm, D 3 mm

- Vyrobcee: Carl Roth GmbH + Co D, 76185 Karlshure, Némecko

Zkumavky Pyrex: 1636/26MP, 761152 Culture Tube 16x100 SVL SCRE
s teflonovym tésnénim

- Vyrobce: BARLOWORLD SCIENTIFIC GROUP LIMITED, Beacon Road, Stone,
Staffordshire, Velka Britanie

Chromatografické vialky S pryZovym septem: typ 5188-6599

- Vyrobce: AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA

Inserty do chromatografickych vialek: typ 8010-0132

- Vyrobce: AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA

Desaga spray gun

- Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer

- Vyrobcee: Desaga Gmbh D-690 Heidelberg 1, Némecko

Chromatografické vana

Automatické pipety (100, 250, 500, 1000 ul)

Sklenéné pipety (1, 5, 10 ml)

Pasteurovy sklenéné kapilary

Kadinky, odmérné valce, zkumavky, stojanky na zkumavky, spachtle
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3.2.2 Chemikalie a dalSi pouZivany material
a) Deproteinacni roztok (izopropylalkohol, n-heptan, kyselina fosfore¢na)
o Izopropylalkohol, p.a.
- Baleni 1000 ml, obsah 99,95 %, Mr = 60,1 g/mol, p = 0,78 g/cm?, &islo 3arze:
PP/2015/12107
- Vyrobce: Lach-ner s.r.o., Tovarni 157,277 11 Neratovice, Ceska republika
o n-heptan, p.a.
- Baleni 1000 ml, obsah 98,25 %, Mr = 100,21 g/mol, p = 0,68 g/cm3, {islo Sarze:
PP/2015/14672
- Vyrobcee: Lach-ner s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceské republika
o Kyselina orto-fosfore¢na, p.a.
- Baleni 1000 ml, obsah 85 %, Mr =98 g/mol, p = 1,7 g/cm3, Cislo Sarze: 1801230113
- Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika
b) Mobilni faze pro TLC (n-hexan, diethylether, kyselina octova)
o n-hexan, Cisty
- Baleni 1000 ml, obsah 95 %, Mr = 86,18 g/mol, p = 0,659 g/cm3, ¢&islo Sarze:
1601240111
- Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika
. Diethylether, p.a., nestabilizovany
- Baleni 1000 ml, obsah 99,7 %, Mr = 74,12 g/mol, p = 0,714 g/cm3, ¢islo SarZze:
1512091214
- Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika
o Kyselina octova, p.a.
- Baleni 1000 ml, obsah 99 %, Mr = 60,05 g/mol, p = 1,05 g/cm3, cislo Sarze:
1907280714
- Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika
¢) Detek¢ni Cinidlo
o 2 ,7-dichlorfluorescein
- Baleni 100 ml, ¢islo Sarze: 319108554
- Vyrobcee: Carl Roth GmbH + Co D, 76185 Karlshure, Némecko
d) Dalsi chemikalie
o Methylalkohol, p.a.
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- Baleni 1000 ml, obsah 99,98 %, Mr = 32,04 g/mol, p = 0,79 g/cm3, Cislo Sarze:
PP/2013/01048

- Vyrobee: Lach-ner s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika

Toluen, p.a.

- Baleni 1000 ml, obsah 99,28 %, Mr = 92,14 g/mol, p = 0,87 g/cm3, Cislo Sarze:
PP/2013/02444

- Vyrobcee: Lach-ner s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceské republika
Chloroform, p.a., stabilizovany, 1 % ethylalkohol

- Baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, Mr = 119,38 g/mol, p = 1,477 g/cm3, &islo Sarze:
1611101111

- Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika
13,16,19-dokosatrienova kyselina

- Vyrobce: Svédsko

Acetylchlorid, Reagent grade

- Baleni 500 ml, obsah 98 %, Mr = 78,5 g/mol, p = 1,104 g/cm3, ¢islo Sarze: 101370555
- Vyrobee: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,
Germany

Uhli¢itan draselny, p.a., bezvody

- Baleni 1000 g, obsah 99,7 %, Mr = 138,21 g/mol, ¢islo Sarze: PP/2013/12622

- Vyrobcee: Lach-ner s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceské republika

e) Tlakové lahve

Dusik: N2 4.0, UN 1066

- Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika
Helium: He 5.0, UN 1046

- Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika
Vodik: Hz2 5.0 > 99,999

- Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika
Kyslik: O2 20 % (zbytek dusik), UN 1956

- Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Denaturace proteinti a extrakce lipidi

Nejdiive se do pyrexovych zkumavek nadavkovalo 500 pl vzorku séra (standardu),
k nim se napipetovalo 2,5 ml roztoku pro deproteinaci, ktery se skladal z: izopropylalkoholu,
n-heptanu a 2M kyseliny fosfore¢né v poméru 40:20:1. Zkumavky byly opatieny vickem,
které obsahovalo teflonové tésnéni. Pomoci tfepacky Vortex se tato smés protiepala a pak
se inkubovala za laboratorni teploty 10 minut. Do zkumavky se napipetovala smés
toluen:methanol v poméru 4:1 a to 1 ml a 1,5 ml destilované vody. Znovu se smés protiepala
a byla podrobena centrifugaci (10 min, 3000 otacek/minuta). Organickd ¢ast smési, ktera
se vytvorila na horni vrstvé byla odpipetovana do dals$i zkumavky a odpatena v digestoti pod

dusikem do sucha.
3.3.2 Separace tenkovrstevnou chromatografii

1) Priprava chromatografické desky
Nejdiive se oznacily jednotlivé drahy na chromatografické desce. Zvyraznény start
se nachazel 2,5 cm od spodni hrany desky a ¢elo se vyznacilo 1 cm od vrchniho okraje.
Povrch desky se déle roz¢lenil na Sest drah po 3 cm, které mély znacené okraje rozsahu 1 cm.
2) Priprava mobilni faze
Mobilni faze se skladala ze 160 ml hexanu. 6 ml 98 % kyseliny octové a 40 ml
diethyletheru. Mobilni faze se pfemistila do chromatografické vany. Vana, uzaviena vickem,
se 30—40 minut sytila parami této smési.
3) Chromatografie
Do odpatfené smési se napipetovalo 75 pl chloroform:methanol (2:1) a celd napli
se opatrné pienesla Pasteurovymi sklenénymi kapilarami na chromatografickou desku.
Samotné nanaSeni mohlo negativné ovlivnit migraci slozek, proto nesmélo dojit k poskrabani
startu. Uprostied drahy se kratkym tahem kapilary umisténé na startu aplikoval vzorek.
Zkumavky se prubézné proplachovaly 25 pul roztokem chloroform:methanol (2:1). Standard,
ktery je nutny pro urceni frakci se aplikoval do posledni drahy. Zaschla deska se umistila
do chromatografické vany, kde zustala, dokud mobilni faze nedosdhla oznaceného cela.
Krabice, kterou se vana zakryla, se urychlovalo vyvijeni. Nakonec se deska vyjmula
a vysusila v digestofi.

Takto doslo ke klasifikaci lipidi na pét tiid - PL, DG, FFS, TG a CE.
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4) Detekce
Jako indikator pro detekci standardu se na desku rovnomérné rozprasil 2,7-
dichlorfluorescein. Pro ostatni drahy se aplikovala UV lampa.
5) lzolace jednotlivych sloZek lipidi
Jednotlivé slozky lipidi se ohrani¢ily podle standardu, a to tak Ze pod dolnim
a hornim okrajem ziistalo 0,5 cm. Samostatné oblasti se rytim z chromatografické desky

presunuly do pyrexovych zkumavek opatiené vickem s teflonovym tésnénim.
3.3.3 Prevedeni na methylestery — derivatizace

1) Piiprava inertniho standardu
Pfipravil se zasobni roztok o0 koncentraci 250ug/ml slozenim 13,16,19-
dokosatrienové kyseliny se smési toluen:methanol (4:1), kterym se dolilo po rysku 100 ml
odmérné banky. Do 100 odmérmé baiiky se odméfilo 4 ml interniho standardu a znovu
doplnilo po rysku smési toluen:methanol (4:1). Koncentrace se snizila na 10 pg/ml, ktera byla
idealni pro analyzu.
2) Derivatizace
Interni standard slozen z 13,16,19-dokosatrienové kyseliny (10 pg/ml) a smeés
toluen:methanol (4:1) se oboje po 1 ml odpipetovalo do pyrexovych zkumavek se slozkami
lipidi. Dale se do zkumavek umistilo mikromichadlo zteflonu a doplnilo se 200 pl
acetylchloridu, ktera funguje jako Kkatalyzator esterifikace. Zkumavky se ptesunuly
do termobloku, kde se inkubovaly hodinu p#i 100 °C za stalého michani. V dal§im kroku
se vzorky nechaly ustalit za laboratorni teploty v digestofi. Poté doslo k neutralizaci pfidanim
5 ml 6 % uhli¢itanu draselného. Vznikla smés se 2 minuty usilovné tiepala a 10 minut
centrifugovala. Oddé¢lila se znovu organickd sloZzka do novych zkumavek a ususena dusikem.
Nakonec se do chromatografickych vialek s inzertem prepipetoval odparek s 10 pl smési

toluen:methanol (4:1).
3.3.4 Separace plynovou chromatografii

Zpracované vzorky umisténé Vv chromatografickych vialkach se zaradily do karuselu.
Pouzil se plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s plamenové ionizacni detekci
se specifickym nastavenim.

Teplotni program na kolong:

e vychozi teplota 130 °C po dobu 1 minuty
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e teplotni gradient:
o 02 °C/min. do teploty 176 °C po dobu 2 minut
o o0 1 °C/min. do teploty 186 °C po dobu 1 minuty
o 00,2 °C/min. do teploty 190 °C po dobu 1 minuty
o o1 °C/min. do teploty 220 °C po dobu 4 minut.

Jeden vzorek se analyzoval cca 92 minut a v modu split (10:1).
3.3.5 Vyhodnoceni ziskanych vysledki

Koncentrace mastnych kyselin v pmol/l byly pomoci specidlniho programu vytvoieného
v software Microsoft Office Excel 2010 vypocteny z ploch pikti odectenych z chromatogramti
po analyze vzorkli pomoci plynového chromatografu a jsou uvedeny v kapitole Piilohy,
tabulka 1-4. Ke grafické interpretaci téchto koncentraci byly pomoci stejného software
vytvoteny sloupcové grafy zahrnujici vypoctené koncentrace a poméry mastnych kyselin

pacienti a kontrol.
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4 VYSLEDKY

4.1 Soubor pacientii a kontrol

O pacientech je zndmo pouze to, ze se jedna o mladsi muze ve véku od 18 do 25 let
S psychickymi problémy, které se objevily pfed 1-2 lety a zahrnovaly impulzivni a chaotické
chovani (1 - 7), néktefi nemocni maji piechodné (2 — 4), nebo trvalé problémy s paméti 5 —7),
trpi zapométlivosti (3 — 7) a stéZuji si na nespecifické bolesti nohou a rukou (4 — 7). U tii
starSich pacientl (4 — 6) se objevily 1 problémy s vyslovnosti, s plynulosti mluvy a u jednoho
pacienta se objevilo i vyrazné zpomaleni mluvy (7). Pacienty je proto mozné rozd¢lit do tii
skupin podle ptiznakli nemoci na mirné (1 — 4) a stfedné nemocné (5 — 7). Vzhledem Kk témto
pfiznakim bylo u vSech pacientli provedeno vySetfeni obsahu dlouhych mastnych kyselin
Vv plazmé¢ a stanoveni jejich pomért podle klinickych diagnostickych postupti.

Vysledky téchto analyz jsou uvedeny v tabulce 1 a jsou doplnény o primérné hodnoty
ziskané od skupiny zdravych darct krve, rovnéZz muzi s vékovym rozmezim 20-30 let.
Na zaklad¢ téchto vysledkli byla u vSech pacientii diagnostikovana pocate¢ni adultni X-
vazana adrenoleukodystrofie a to z divodu znacného zvyseni obsahu kyseliny cerotové C26
(referencni rozmezi ¢ini 0,15 — 0,91 pmol/l) a prekroceni poméru C26/C22 (referencni
rozmezi ¢ini 0,00 — 0,022). Pro uplnost uvadim i referenc¢ni rozmezi kyseliny behenové C22
(30,5 — 97,7 umol/l) a kyseliny lignocerové C24 (24,4 — 69,9 umol/l), které u pacientl
ptekroceno nebylo a to vzhledem k tomu, Ze se jednalo o prvozachytovy screening. Tito noveé

zachyceni pacienti nebyli prozatim 1é¢eni.

Tabulka 1: Vysledky rutinni klinicko-biochemické analyzy plazmy pacientd a kontrol

e 1 2 3 4 5 6 7 kontroly
C22 20,21 42,7 43,5 52,7 63,2 66,0 74,9 26,2
C24 29,45 47,8 38,8 36,1 49,8 40,9 63,1 27,3
C26* 2,46 2,5 1,9 2,1 2,5 3,4 1,8 0,6

C24/C22* | 145 1,12 0,98 0,69 0,79 0,62 0,84 1,04
C26/C22** | 0,121 0,059 0,043 0,040 0,040 0,52 0,024 0,022
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Graf 1: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a poméri C24/C22, C26/C22 v plazmég.
4.2 Plasma

4.2.1 Zakladni ukazatelé X-ALD v lipidovych frakcich
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Graf 2: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a poméru C24/C22, C26/C22 ve frakci PL.
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Graf 3: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a poméru C24/C22, C26/C22 ve frakci DG.
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Graf 4: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a pomérti C24/C22, C26/C22 ve frakci FFS.
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Graf 5: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a poméra C24/C22, C26/C22 ve frakci TAG.
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Graf 6: Koncentrace mastnych kyselin C22, C24, C26 a pomérit C24/C22, C26/C22 ve frakei CE.

Pro podrobnéjsi studium rozdéleni diagnosticky vyznamnych mastnych kyselin C22,

C24, C26 a jejich poméri C24/C22 a C26/C22 byly studované vzorky plasmy rozdéleny
pomoci chromatografie na tenké vrstvé do péti lipidovych frakei, které zahrnovaly:
fosfolipidy (PL), diacylglyceroly (DG), volné mastné kyseliny (FFS), triacylglyceroly (TG)
50



a estery cholesterolu (CE). Bylo zjisténo, ze kyselina C22 se kumuluje ve frakci PL a CE,
kyselina C24 se kumuluje pfednostné ve frakci PL a v malém mnozstvi i ve frakci DG, zatim
co kyselina C26 se kumuluje vyhradné ve frakci ve frakci CE. Proto byly frakce PL, DG a CE

podrobnéji prostudovany.
4.2.2 Aktivitni indexy enzymi

Aktivita enzyml se vyjadiuje relativnim pomérem produkt/substrat, tento pomér
se nazyva aktivni index. Aktivitni index A%-desaturazy byl vypoéten jako podil koncentraci
kyselin C18:1-N9/C18:0, AS-desaturazy 20:4N6/20:3N6 a A®-desaturazy 20:3N6/18:2N6.
Hodnoty u elongazy byly ziskany z podilu kyselin 18:0/16:0 a aktivitni index popisujici

bunéénou syntézu kyseliny palmitové je ozna¢ovan jako ,,de novo lipogeneze™ 16:0/18:2N6.
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Graf 7: Aktivitni indexy enzymu A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze v plazmé.
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Graf 9: Aktivitni indexy enzymu A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze ve frakci DG.
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Graf 10: Aktivitni indexy enzymii A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze ve frakci CE.
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Graf 11: Porovnani primérnych hodnot aktivitnich indexti enzymi A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze
pacientt s kontrolou v plazmé.
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Graf 12: Porovnani primérnych hodnot aktivitnich index enzymii A-desaturdz, elongaz a de novo lipogeneze
pacientt s kontrolou ve frakci PL.
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Graf 13: Porovnani primérnych hodnot aktivitnich index enzymi A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze
pacientt s kontrolou ve frakci DG.
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Graf 14: Porovnani primérnych hodnot aktivitnich indexti enzymi A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze
pacientt s kontrolou ve frakci CE.

4.2.3 Esencialni mastné kyseliny v plazmé
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Graf 15: Koncentrace ®-6 mastnych kyselin v plazmé.
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Graf 16: Koncentrace ®-3 mastnych kyselin v plazmé.

4.2.4 Esencialni mastné kyseliny ve frakci PL
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Graf 17: Koncentrace ©-6 mastnych kyselin ve frakci PL.
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Graf 18: Koncentrace ®-3 mastnych kyselin ve frakci PL.

4.2.5 Esencialni mastné kyseliny ve frakci DG
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Graf 19: Koncentrace ®-6 mastnych kyselin ve frakci DG.
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Graf 20: Koncentrace ®-3 mastnych kyselin ve frakci DG.

4.2.6 Esencialni mastné kyseliny ve frakci CE
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Graf 21: Koncentrace ®-6 mastnych kyselin ve frakci CE.
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Graf 22: Koncentrace »-3 mastnych kyselin ve frakci CE.

4.2.7 Zakladni ukazatele X-ALD ve frakci PL
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Graf 23: Porovnani pramérnych hodnot koncentraci nasycenych a ®-9 mononenasycenych kyselin u mirné a

sttedn€ nemocnych pacientl a kontrol.
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4.2.8 Kyselina nervonova
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Graf 24: Zavislost rastu kyseliny nervonové na stupni onemocnéni ve frakci PL.
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5 DISKUZE

Adrenoleukodystrofie je velmi vzacné, ale vazné onemocnéni. Vyskyt této choroby je
1-5:100 000, 1 kdyZ v soucasnosti dochazi ke zvyseni poctu diky diagnostickym metodam.

Adrenoleukodystrofie je zptisobend defektem metabolismu lipidi, konkrétné poruchou
B-oxidace VLCFA v peroxizomech. Pfi¢ina poruchy je mutace genu ABCDI, ktery koduje
ALDP. ALDP fyziologicky zprostiedkovava transport VLCFA pies peroxizomalni
membranu. Dochézi k nedostatecnému odbouravani VLCFA, ty se poté akumuluji ve tkanich
(mozek, nadledviny) a télnich tekutinach. Akumulace VLCFA ma toxicky Gc¢inek na cilové
tkané, protoze dochazi k destabilizaci struktury a funkce membran i organel bun¢k [39, 56,
90, 110].

X-ALD se diagnostikuje pomoci zobrazovacich technik (MR, CT), neurofyziologickymi
a biochemickymi vySetienimi (stanoveni zvySené¢ koncentrace VLCFA Vv plazm¢)
a molekularné-genetickymi analyzami (vymezeni mutace ABCD1 genu). Koncentrace
VLCFA se stanovuje pievazné plynovou chromatografii. Velmi podstatné pro vcéasné
zachyceni pfenaSecky je prenatalni diagnostika a novorozenecky screening. Jestlize se
onemocnéni neodhalilo uz prenatalné, diky novorozeneckému screeningu, muze byt ihned
nasazena 1éCba a Sance na pieziti je vyssi [56].

Obdobnou problematikou se zabyvala ve své diplomové praci Mgr. Martina Zmolilova,
ktera studovala tfi sourozence postizené tézkou formou X-ALD, ktefi ziejmé pied dovrSenim
20 let zivota zemfou, coz je prikladem velmi vazné rodinné tragédie [132]. Proto je nezbytné i
pfes malou incidenci této nemoci, co mozna nejvice zabranit t€émto fatalnim nasledkim.
Hlavni cestu spatfujeme v ¢asném zachytu jak nemocnych, tak i pfenaSeci, kterymi jsou
hlavné matky. To je podminéno zlepSenim a modernizaci diagnostiky, ktera je stale pivodni a
nezménila se jiz 30 let, i kdyz prvni ptipad adrenoleukodystrofie se objevil uz na zacatku 19.
stoleti [58,66].

Zaméfili jsme se proto na nalezeni diagnostickych markerG charakterizujici ¢asné
stadium nemoci, kdy jesté postizeni jaternich peroxizomi neni tak prikazné. Nejprve jsme se
snazili o zjisténi, zda nedochazi ke kumulaci signalnich kyselin C22 — C26 v n¢které lipidové
frakci plazmy, coz by umoznilo presnéjsi diagnostiku. Zjistili jsme pouze hromadéni téchto
kyselin ve frakcich PL, DG, CE. Diagnosticky je tento nalez nevyuzitelny, protoze nedochazi

k vyznamnému zpiesnéni diagnostickych hodnot.
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V dal$im vyzkumu jsme se zaméfili na podrobnéjsi studium aktivit enzymt regulujicich
syntézu nenasycenych mastnych kyselin vcetné esencialnich. Zde jsme nalezli vyznamné
snizeni aktivity elongazy a A6-desaturdzy v plazmé a ve frakci DG a podstatné zvyseni
de novo lipogeneze v plazmé a ve frakci PL. Tyto nalezy jsme jest¢ dokumentovali
primérnymi hodnotami uvedenymi v grafech ¢. 11-14 a v tabulkach ¢. 12 — 14 v ptiloze. Tyto
zmény aktivitnich indexti se projevily v lipidogramu esencidlnich mastnych kyselin
vyznamnymi disproporcemi. Nalezli jsme zmény v poméru koncentraci ®-6 a ®-3 mastnych
kyselin, kde koncentrace w-6 MK u pacienti byly mirné zvySené oproti kontrolam, zatimco
koncentrace -3 MK se snizila 0 25 %. Pomér o-6/w-3 MK u pacientt ¢ini 1:11 oproti 1:7
U kontrol. To zplisobuje negativni pusobeni ®-6 metabolitd, které maji prozanétlivy
aagregacni ucinek, fyziologicky se to u pacienti projevuje podporou demyelinizace
a zvySenou citlivosti k zanétlivym procesum. Stejné zavislosti mezi »-6 a ®-3 MK jsme
nalezli i ve frakci PL, které jsou hlavni slozZkou membran a jejich pomér vlastnosti membran
vyznamné méni. Usuzujeme, ze tyto zmény mohou mit na pribeh nemoci vétsi vliv, nez je
uvadéno v nékterych pracich [133]. Proto jako dal§i biochemicky marker miize byt vyuzit
pomér -6/w-3 MK a to jeho zvySena hodnota v plazmé.

Dal$im zajimavym nalezem je zji$téni, Ze u nemocnych dochazi ke zna¢nému snizeni
obsahu vSech esencialnich mastnych kyselin ve frakci DG. Piestoze je tato frakce minoritni
a jeji fyziologicky vyznam neni podstatny, je tento nalez opét mozné vyuzit diagnosticky, coz
dokladaji grafy ¢. 19 a 20. Vymizeni esencidlnich mastnych kyselin ve frakci DG nebylo
doposud popsano a diivod tohoto nélezu bude nutné jesté prostudovat.

Déle jsme se vénovali prostudovani zastoupeni nasycenych a mononenasycenych
mastnych kyselin ve frakci PL, kterd zobrazuje zastoupeni téchto MK v bunéénych
membrandch. Oproti mirnému poklesu -3 MK byl zde nalezen podstatny néartist nasycenych
1 nenasycenych MK v této frakci, ktery i1 koreloval s progresi X-ALD. Nejvyssi narlst,
na dvojndsobek u mirné a na trojnasobek u stfedné nemocnych byl nalezen u kyseliny
palmitové, ktera je cytotoxicka a jeji Skodlivost byla prokdzana u nemocnych metabolickym
syndromem, diabetem a u kardiovaskularnich nemoci [134]. Je pravdépodobné, ze jeji
zvySend koncentrace muze vyvolat toxicky efekt v mozkovych neuronech nemocnych X-
ALD, rovnéz tento nalez nebyl doposud popsan. Graf ¢. 23 zobrazuje 1 zvySenou koncentraci
kyseliny nervonové u stiedné nemocnych pacientl a graf ¢. 24 doklada jeji korelaci nartstu
S progresi nemoci. Jak uvadi nejnové§jsi studie japonskych autorti z leto$niho roku je kyselina
nervonovd potenciondlnim biomarkerem pro nemoci spojené s vyskytem deperese,

coz zahrnuje i X-ALD. Je tedy mozné kyselinu nervonovou zahrnout mezi testované
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biomarkery, které se vyskytuji u prvozachytovych pacientil a jeji ndrust je spojen i s nartstem

nasycenych mononenasycenych mastnych kyselin (C14, C16, C18).
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6 ZAVER

V této diplomové praci jsme se zabyvali diagnostikou adrenoleukodystrofie pomoci
plynové chromatografie. Zpracovali jsme vzorky sedmi nemocnych pacientli v poc¢atecnich
stadiich onemocnéni. Referen¢ni hodnoty byly ziskany od deseti zdravych darci obdobného
vékového slozeni, ktefi byli oznaceni jako kontrolni skupina. VSechny vzorky plazmy jsme
rozdélili pomoci tenkovrstvé chromatografie do péti lipidovych frakci. Po derivatizaci MK na
methylestery MK jsme K analyze pouzili plynovou chromatografii s FID detektorem. Tim
jsme zjistili celkové koncentrace mastnych kyselin v plazmé i ve vSech lipidovych frakcich.
Hodnoty byly statisticky zpracovany v Microsoft Office Excel 2016 a Statistica 12.

Cilem prace bylo stanoveni hladin mastnych kyselin v plazmé a ve vSech lipidovych
frakcich plazmy a nalezeni vyznamnych rozdil mezi hodnotami u pacientd a kontrol. Tyto
vyznamné rozdily jsme nalezli v poméru koncentraci ®-6 a ®-3 mastnych kyselin, ktery
U pacientll ¢ini 1:11 oproti 1:7 u kontrol. Tento normalni pomér je nezbytny pro udrzeni
spravné funkce mozku. Nalezeny relativni nadbytek ®-6 MK ve frakci PL podporuje
demyelinizaci a zvysuje citlivost k zanétlivym procesim. Pomér esencialnich MK v plazmé
a ve frakci PL muze byt vyuzit jako biochemicky marker onemocnéni X-ALD.

Dale jsme zjistili znacné snizeni obsahu vSech esencidlnich mastnych kyselin ve frakci
DG. I tento nalez je opét mozné vyuzit diagnosticky. Vymizeni esencidlnich mastnych kyselin
ve frakci DG nebylo doposud u nemocnych X-ALD popsano, a proto bude nutné jeho

Dale jsme se zaméfili na prostudovani hladin nasycenych a mononenasycenych mastnych
kyselin. Nalezli jsme vyrazny narist kyseliny palmitové, ktery koreloval s progresi X-ALD.
Jeji zvysena koncentrace miize vyvolat toxicky efekt v mozkovych neuronech nemocnych X-
ALD, rovnéz tento nalez nebyl doposud popsan. Jak jiz bylo uvedeno, kyselina nervonova je
potencionalnim biomarkerem pro nemoci spojené s vyskytem deprese, coz zahrnuje i X-ALD.
Proto jsme kyselinu nervonovou zahrnuli mezi perspektivni diagnostické biomarkery, protoze

jeji nardst je spojen i s progresi onemocnéni X-ALD.
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8 PRILOHA

Tabulka 2: Rozdéleni peroxizomélnich poruch z [12].

Porucha I Zkratka ‘ PostiZzeny protein Gen Chromozom
Poruchy peroxizomalni biogeneze
Zellwegerlv syndrom VA Rfizné peroxiny v&etn&: Pex 1p, | PEX1, 2,3, 5, 6, 10,

2p, 3p, 5p, 6p, 10p, 12p, 13p, 12,13, 14,16, 19, 26
Neonatalni adrenoleukodystrofie NALD 14p, 16p, 19p, 26p Vice lokust
Infantilni Refsumova choroba IRD
Rhizomelick chondrodysplasia RCDPTyp 1 Pex 7p PEX7 6q22-q24
punctata typ 1

Jednotlivé deficity peroxizomalnich enzym

X-vézana adrenoleukodystrofie X-ALD ALDP ABCDI Xq28
Deficit acyl-CoA oxidazy Deficit Acyl-CoA oxidaza mastnych ACOXI 17g25.1
(pseudo-neonatélni ALD) ACOX-1 kyselin s nevétvenymi fetézei

(SCOX/ACOX1)
Deficit D-bifunkéniho proteinu Deficit D-BP D-BP/MF2/MFEIV/D-PBE HSDI17B4 5q2
Deficit 2-metylacyl-CoA racemazy Deficit race- AMACR AMACR 5q13.2-p.12

mazy

Rhizomelicka chondrodysplasia RCDP typ 2 DHAPAT GNPAT 1g42.1-42.3
punctata typ 2 (deficit DHAPAT)
Rhizomelicka chondrodysplasia RCDPtyp 3 ADHAPS AGPS 2g33
punctata typ 3
(deficit alkyl-DHAP syntazy)
Refsumova choroba ARD Fytanoyl-CoA hydroxyléza PHYH /PAHX 10p15-p14
(deficit fytanoyl-CoA hydroxylazy)
Hyperoxalurie typ 1 PHI1 Alaninglyoxylataminotransfe- AGXT 2q37.3

raza (AGT)
Glutarové acidémie typ 3 GA3 ? ? 7
Akatalasémie - Katalaza CAT 11p13
MULIBREY nanismus MUL Trim37p TRIM 17q22-23
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Tabulka 8: Aktivitni koeficienty lipogennich enzymi pacientti a kontrol v plazmé

Enzym 1 2 3 4 5 6 7 kontroly
A-9 . 3,39 3,45 2,70 3,91 3,35 4,40 2,36 2,89
desaturaza
elongaza* 2,31 2,13 2,65 2,02 2,29 1,76 3,01 3,81
A-S . 3,48 4,42 6,34 3,78 3,79 4,13 5,55 2,83
desaturaza
A-6 . 3,40 2,52 2,67 3,32 7,52 6,06 1,55 9,65
desaturaza
’ denovo 1 5110 | 1338 | 1185 | 2514 | 2088 | 3506 | 862 7,45
ipogeneze
Tabulka 9: Aktivitni koeficienty lipogennich enzyml pacientl a kontrol ve frakci PL
Enzym 1 2 3 4 5 6 7 kontroly
A-9 0,88 0,63 0,76 0,94 0,72 0,74 0,53 0,65
desaturaza
elongaza* 3,95 3,97 4,08 3,85 4,62 4,88 4,39 6,22
A-5 2,84 3,90 4,95 3,15 2,97 3,21 4,45 2,17
desaturaza
A-6 10,62 8,39 7,05 10,35 27,19 19,72 4,61 29,23
desaturaza
de novo 2,27 2,00 1,84 2,32 3,32 2,82 1,42 1,09
lipogeneze*
Tabulka 10: Aktivitni koeficienty lipogennich enzymu pacientd a kontrol ve frakci DG
Enzym 1 2 3 4 6 7 kontroly
A-9
desaturaza 7,71 4,81 4,78 6,17 5,10 2,18 2,26
elongaza* 27,43 33,28 35,26 23,82 27,38 51,15 66,60
A-5
desaturaza 1,79 3,18 3,61 2,89 4,74 1,78 2,04
A-6
desaturaza 2,99 2,03 2,83 1,88 2,34 2,87 19,58
de novo
lipogeneze* 3,55 2,87 3,08 4,15 3,94 2,61 1,26
Tabulka 11: Aktivitni koeficienty lipogennich enzymu pacient a kontrol ve frakci CE
Enzym 1 2 3 4 5 6 7 kontroly
A-9
desaturaza 3,75 14,80 20,08 13,62 18,08 24,98 14,67 13,11
elongaza* 39,11 6,92 7,23 9,08 7,26 6,36 7,60 13,25
A-5
desaturaza 6,93 9,17 13,03 8,05 8,27 9,47 12,62 6,33
A-6
desaturaza 0,85 0,58 0,73 0,72 1,95 1,87 0,41 2,74
de novo
lipogeneze* 4,0 3,7 3,2 5,4 55 4,7 2,5 2,0




Tabulka 12: Primérné hodnoty aktivitnich index enzymt A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze pacientii

s kontrolou v plazmé

Enzym pacienti | kontroly (HESM)
A-9 desaturaza 3,19 2,89 0,88
elongaza* 2,46 3,81 0,40
A-5 desaturaza 4,50 2,83 1,04
A-6 desaturaza 3,85 9,65 2,23
de novo lipogeneze* 1,94 0,74 0,86

Tabulka 13: Primérné hodnoty aktivitnich indext enzymt A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze pacientl

s kotrolou ve frakci PL

Enzym pacienti | kontroly (;u?llojl )
A-9 desaturaza 0,74 0,65 0,88
elongaza* 4,25 6,22 0,40
A-5 desaturaza 3,64 2,17 1,04
A-6 desaturaza 1,26 2,93 2,23
de novo lipogeneze* 2,28 1,09 0,86

Tabulka 14: Primérné hodnoty aktivitnich indexd enzymi A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze pacientl

s kotrolou ve frakci DG

Enzym pacienti | kontroly (M?BUD
A-9 desaturaza 5,12 2,26 0,88
elongaza* 3,30 6,66 0,40
A-5 desaturaza 3,00 2,04 1,04
A-6 desaturaza 2,49 19,58 2,23
de novo lipogeneze* 3,37 1,26 0,86

Tabulka 14: Pramérné hodnoty aktivitnich indexti enzymt A-desaturaz, elongaz a de novo lipogeneze pacientl

s kotrolou ve frakci CE

Enzym pacienti | kontroly (ui[gm)
A-9 desaturaza 15,71 13,11 0,88
elongaza* 11,94 13,25 0,40
A-5 desaturaza 9,65 6,33 1,04
A-6 desaturaza 1,02 2,74 2,23
de novo lipogeneze* 4,10 2,00 0,86




Tabulka 15: Primérné hodnoty koncentraci nasycenych a ®-9 mononenasycenych kyselin u pacientt a kontrol.

Mastna kyselina Zkratka D 1-4 ® 5-7 kontrola [SD (umol/l)
Myristova C14:0 17,78 20,76 10,47 4,33
Palmitova C16:0 1149,65 1911,54 556,42 554,65
Palmitoolejova - cis 9-C16:1-cis 28,90 71,54 15,19 23,99
Stearova C18:0 455,08 897,35 346,21 238,33
Olejova C18:1-N9 374,87 615,59 224,26 161,16
Nervonova* C24:1-N9 489,03 888,73 615,60 166,80
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