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ANOTACE

Tato bakaldiska prace se zabyva adrenoleukodystrofii, pfi nichz probihd porucha
peroxizomalni B-oxidace a dochdzi k akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem
ve tkanich a télnich tekutinach. Prace se zabyva vlivem nutricnich mastnych kyselin na jeji
progresi. V uvodni ¢asti je prace zaméfend na mastné a esencialni kyseliny. Déle se zabyva
historii, genetikou, patogenezi a klinickymi projevy adrenoleukodystrofie. V dalSich ¢astech
jsou uvedeny moznosti diagnostiky adrenoleukodystrofie, a ptfedevS§im moznosti jeji 1éCby.
Posledni ¢éast je zaméfend na popisu metodiky plynové chromatografie a tenkovrstvé

chromatografie.
KLiCOVA SLOVA

adrenoleukodystrofie, mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem, esencialni mastné
kyseliny, nutricni mastné kyseliny, p-oxidace, plynovad chromatografie, tenkovrstva

chromatografie

TITLE

Ifluence of nutritional fatty acids on adrenoleukodystrophy progress

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with adrenoleukodystrophy, in which peroxisomal B-
oxidation is disrupted and very long-chain fatty acids accumulate in tissues and body fluids.
The bachelor thesis deals with the influence of nutritional fatty acids on its progression. In the
introductory part, the work is focused on fatty and essential acids. It also deals with the history,
genetics, pathogenesis and clinical manifestations of adrenoleukodystrophy. The following
sections present the possibilities of diagnosing adrenoleukodystrophy, and especially the
possibilities of its treatment. The last part is focused on the description of the methodology of

gas chromatography and thin layer chromatography.
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adrenoleukodystrophy, very long chain fatty acids, essential fatty acids, nutritional fatty
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1. UVOD

Adrenoleukodystrofie (ALD) je nejbéznéjsi z peroxizomalnich poruch a je biochemicky
charakterizovana akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA) ve tkanich
a biologickych tekutindch. Nejbéznéjsi forma adrenoleukodystrofie je X-vazana
adrenoleukodystrofie (X-ALD), pficemz mutace je v genu ABCDI, ktery se mapuje na Xq28 a
kéduje protein peroxizomdlni membrany. X-ALD je dédiéné metabolické onemocnéni
s incidenci 1:16 800, onemocnéni se manifestuje ¢astéji u muzil, ale mirnéjsi formy se vyskytuji
1u zen. U adrenoleukodystrofie dochazi k odchyleni metabolismu lipidd, predev§im dochazi k
B-oxidaci VLCFA v peroxizomech. Peroxizomy degraduji mastné kyseliny s velmi dlouhym
feté¢zcem a deficitni transport aktivovaného VLCFA. Nastava akumulace mastnych kyselin
s velmi dlouhym fetézcem v nadledvinach, bilé hmoté nervového systému, plazmé a dalSich
tkanich. U pacientli tedy dochézi k adrenalni nedostate¢nosti, neurodegeneraci a k zanétlivé

demyelinizaci.

Diagnostika adrenoleukodystrofie je zalozena pfedevSim na méfeni hladin VLCFA
v plazmé, pomoci plynové chromatografie, kdy se pfevazné stanovuji zvysSeni plazmatické
hladiny kyseliny cerotové (C26:0) a zaroven i jeji zvySeni v poméru C26:0/C22:0. Provadéji se
rozsahlé testy, pomoci biochemickych, imunologickych a molekuldrné genetickych analyz.
ALD se diagnostikuje také pomoci poc¢itacové tomografie (CT), magnetické rezonance (MR) a
provadi se prenatalni a novorozenecky screening. Prostfednictvim prenatalniho diagnostiky je
umoznéno zené¢ s ALD zjisténi, zdali plod nese mutaci ABCD1 genu. V piipadé
novorozeneckého screeningu dochazi k tspéchu v ¢asné diagnostice ALD, a tedy 1 jeho

nasledné terapii.

U onemocnéni adrenoleukodystrofie neni doposud Zzadna kauzalni 1écba, jsou
aplikovany pouze terapeutické moznosti. Je tedy pfedevsim zahéjena dietni terapie a mezi dalsi
moznosti patfi farmakoterapeutickd, imunosupresivni lécba, genova terapie, transplantace
kostni dfené a hematopoetickych kmenovych bunék. Dfive byl pro terapii nejvice pouzivan
Lorenziiv olej, ktery je slozen ze smési mononenasycené kyseliny olejové a mononenasycené
kyseliny erukové v poméru 4:1, tato terapie je povaZovana za zastaralou a také za malo
spolehlivou. K 1écbé jsou vyuzivany i piipravky k1écbé diabetu jako je pioglitazon a

leriglitazon, které snizuji oxidacni stres, obnovuji mitochondridlni funkci, zlepSuji pfezit
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neuronll a maji dalsi ptiznivé Gcinky pii 1écbé ALD. V soucasné dob¢ probiha spousta studii,

které by vedli ke zlepSeni terapie u ALD, ale nejvyssi prioritou zlstava prevence.

2. MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny (FA) jsou soucasti lipid, respektive tuka. Tuky spole¢né se sacharidy
a bilkovinami, patii mezi tfi zdkladni Ziviny, které jsou nezbytnymi slozky lidské vyzivy. Jako
zdroj energie pro organismus a fady esencidlnich latek jsou povazovény lipidy. Jsou také
nositelem dilezitych latek, jako naptiklad vitamint rozpustnych v tucich, sterolt a dalSich.
Maji funkce strukturalni. Vyskytuji se jako prekurzory dilezZitych signdlnich molekul,
napiiklad prostaglandini, leukotriend. Jejich ptijem je dilezité pro spravny vyvoj centralniho
nervového systému. Mastné kyseliny se nejcastéji vyskytuji jako estery v pfirodnich tucich a
olejich, ale mohou se nachazet i jako volné mastné kyseliny, tudiZ jsou v neesterifikované

podobg. [1, 2, 3]

2.1. Déleni mastnych kyselin

Mastné kyseliny, které se nachézeji v prirodnich tucich jsou vétSinou synthesovany
z dvou uhlikovych jednotek, proto nevétveny fetézec obsahuje sudy pocet uhlikovych atomd.
Mastné kyseliny miZzou byt nasycené nebo nenasycené karboxylové kyseliny s uhlikovym
feté¢zcem dlouhym 2 aZ 36 atomil. Nasycené mastné kyseliny neobsahuji zddné dvojné vazby.
Jako zéklad nasycenych mastnych kyselin je povazovana kyselina octova, od které se ostatni
kyseliny odvozuji zatazenim -CHz- skupiny mezi koncovy methyl -CH-, a karboxyl -COOH.
Mezi tyto nasycené mastné kyseliny patii napiiklad kyselina palmitova, stearova, arachova a
dalsi. Nenasycené mastné kyseliny, které¢ obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb, se dale déli
monoenové, polyenové, eikosanoidy. Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) obsahuji
pouze jednu dvojnou vazbu a patii mezi n¢€ naptiklad kyselina palmitolejova, olejova, erukova.
Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), které obsahuji dvé nebo vice dvojnych vazeb, se dale
jesté déli na omega-3 PUFA a omega-6 PUFA, a to podle umisténi posledni dvojné vazby.
Ptikladem nenasycenych mastnych kyselin je kyselina arachidonova, dale kyselina linolova,

ktera patfi mezi omega-6, pfiCemZ mezi omega-3 patii a-linolenova kyselina. [3, 4]

Dale se FA déli dle délky fetézce. Jsou rozdéleny na kratké mastné kyseliny (SCFA),
mastné kyseliny se stfednim fet€ézcem (MCFA), mastné kyseliny s dlouhym fetézce (LCFA) a
mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA). Méng¢, nez Sest atomu uhlikt tvofi kratké

mastné kyseliny, mezi které tfadime kyselinu octovou (C2), kyselinu propionovou (C3) a
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kyselinu méselnou (C4). Mastné kyseliny se stfednim fetézcem maji 8-12 uhlikt a patii zde
napiiklad kyselina laurova (C12), kyselina kaprinova (C10) a kyselina kaprylova (C8). Mastné
kyseliny, které maji 14-18 uhlikii jsou mastné kyseliny s dlouhym fetézce, kde fadime kyselinu
stearovou (C18), kyselinu palmitovou (C16) a kyselinu myristovou (C14). Vice jak dvacet
atomu uhlikd tvoii mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem a mezi né€ patii kyselina arachova

(C20), kyselina behenova (C22), kyselina lignocerova (C24) a dalsi. [1, 2]

2.2. Fyzikalné a chemické vlastnosti mastnych kyselin

Vlastnosti FA z fyziologického a fyzikalniho pohledu jsou piedevs§im ovlivnény délkou
fetézce a také stupném nenasycenosti. S délkou fetézce se zvySuji body tani mastnych kyselin
se sudym poc¢tem uhlikt, pfi¢emz s poctem dvojnych vazeb se body tani snizuji. Nenasycené
mastné kyseliny, které se vyskytuji v pfirodé¢, jsou v konfiguraci cis a jejich molekuly jsou
ohnuté o 120° v misté dvojné vazby. K rozmanitému prostorovému uspotfadani molekuly vede
zvySeni poctu dvojnych vazeb. SniZzovani van der Waalsovych interakci a teploty zplisobuje
cis-konfigurace, protoze dochazi k zaujmuti vétSitho prostoru. Mikroviskozitu a tloustku
bunééné membrany také ovliviiuje stupen nenasycenosti. Rozpustnost mastnych kyselin ve
vode klesd s prodluzujicim se fetézcem. Micely se zacinaji tvofit, jestlize mastné kyseliny maji
koncentraci nad tzv. kritickou micelarni koncentraci. Karboxylové skupiny v micelach sméiuji
do vodné faze, pti¢emz hydrofobni ¢asti jsou orientovany ke sttedu. Liposomy jsou tvofeny ve

fosfolipidech z esterifikovanych mastnych kyselin. [2, 4, 5]

2.3. Biosyntéza a B-oxidace mastnych kyselin

Oxida¢ni odbourdvani mastnych kyselin az na acetyl-CoA je oznacovano jako B-
oxidace. Jedné se o opakujici se série reakci, u kterych dochdzi ke zkracovani fetézce o dva
atomy uhliku. B-oxidace probiha v mitochondriich podstaté¢ vSech bunék, kromé bunck
v mozku, a to z toho ditvodu, Ze mastné kyseliny nemohou prochazek ptfe hematoencefalitickou
bariéru. Pfed zahajenim oxidace musi byt mastné kyseliny aktivovany, k aktivaci dochazi
esterifikaci s CoA. Ve vazb¢ na latku karnitin probihad transport mastnych kyselin do
mitochondrii. Odbouravani probiha na spirale, tzv. Lynenové spirale, pfi¢emz probihaji ctyfi
na sebe navazujici reakce. Probihd dehydrogenace acyl-CoA na 2-enoyl-CoA, pfi¢emz vznika
FADHo», nésleduje adice vody za vzniku 3-hydroxyacyl-CoA, poté probiha dehydrogenace za
vzniku B-ketoacyl-CoA. Poté dochézi k thiolyze, kdy se tvoii acetyl-CoA. Molekuly acetyl-

CoA, kter¢ jsou odstépeny, nasledné vstupuji do citratového cyklu. V citratovém cyklu se ziska
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12 ATP, a to oxidaci jedné molekuly acetyl-CoA. B-oxidace je vyznamnym zdrojem ATP, pfi
niz vznika 129 ATP. [6, 7, 8, 9]

R—CHy—CH;—COOH masing kysslina (n C)

CoA—5SH
ATP
FAD FabDH,
0 (9]
R_CI-LQ_EI'&—C-?’ !, R—£H=EH—£F o [-nenasyceny acyl-CoA
b %
acyl-Cod in C) S=CoA ) 5—CoA
opakoEni cykiu
Vd W
L
R—C "?H p: .
scylCoA (v2C)  S—Coh R—CH—CH,—C_ ~ remeyecylCor
B S—CoA
NAD™

NADH + H'

i 0 0

HC _Cx R—l!'_‘: - Hq—li:r [-oxoacyl-Cof

S—CoA 5 e

( -Cal
acetyl-Cof th i3

Obrazek 1. - f-oxidace mastnych kyselin az na acetyl-CoA. Pfevzato z [1]

Mastné kyseliny jsou nejen piijimany potravou, ale mohou byt i syntetizovany
v organismu. Acetyl-CoA je vychozi latkou pro syntézu a vznika pfevazné v mitochondriich.
Membrany mitochondrii nejsou pro acetyl-CoA propustné, jejich pienos do cytosolu je
uskutecnovan pomoci karnitinu, ptipadné pfemeénou na citrat. Hlavnim produktem syntézy je
kyselina palmitova, kterd je postupné syntetizovana po dvou uhlicich, které jsou poskytnuty
malonyl-CoA, coZ je energeticky bohat$i produkt karboxylace acetyl-CoA. ACP jsou
meziprodukty biosyntézy. Malonyl-CoA, ktery je napojeny na ACP podstoupi Ctyii na sebe
navazujici reakce. Probiha tedy kondenzace, prvni redukce, dehydratace a druha redukce.
Syntéza zaciné kovalentnim pfipojeni substrati na dvé sulfhydrylové skupiny. Na jednu se vaze
malonyl-, na druhou se vaze acetyl, pficemz jsou uvolnény molekuly CoA. Poté zalina
kondenzace acetylu na malonylovy radikal a zaroven probiha dekarboxylace. Poté nasleduje
prvni redukce keto-skupiny acetoacetylu. Pro vytvofeni methylénové skupiny néasleduje
dehydratace, kdy se fetézec pifenasi na sulfhydrylovou skupinu cysteinu. Skupina
fosfopantotheinu je volnd, a tudiZ je schopna vézat dals$i molekulu malonyl-CoA. Pro dosazeni
fetézce s Sestnacti uhliky je nutné tento proces Sestkrat opakovat. Poté je odpojena volna mastna

kyselina a ¢ast palmitatu se preméni n jiné mastné kyseliny desaturaci ¢i elongaci. Nékteré
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esencialni mastné kyseliny musi ¢loveék ziskat z potravy, protoze neni mozna jejich desaturace,

tyto kyseliny jsou naptiklad kyselina linolenova a linolova. [2, 7, 10]

2.4. Mastné kyseliny s velmi dlouhym retézcem

Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem jsou tvofeny z vice jak dvaceti atomu
uhliku. Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem jsou v anglickém piekladu very long chain
fatty acid, tudiz jsou nazyvany VLCFA. Mezi mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem patii
napiiklad kyselina arachova (20:0), behenova (22:0), lignocerova (24:0), cerotova (26:0) a
dalsi. [2]

2.4.1. B-oxidace mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem

B-oxidace mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem zacind v peroxizomech, kde
nastdva proces zkracovani fetézce mastnych kyselin. Pfi f-oxidace, ale nedochazi ke zisku
energie, jak je tomu pfi f-oxidaci v mitochondriich. Z diivodi porti v membrané peroxizomd,
neni potieba transportnich bilkovin pro vstup molekul. Avsak v ptipadé vyskytu vice typl
karnitinacyl-CoA aminotransferdzy v membrané je transport umoznén acylkarnitinem do
peroxizomu. Acetyl-CoA aktivuje Sirokou $kalu mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem a
tento enzym je obsazen v membrang peroxizomu. Déle se na aktivaci mastnych kyselin s velmi

dlouhym fetézcem podili adrenoleukodystroficky protein (ALDP). [11, 12]

Pti B-oxidaci VLCFA probihd sled ¢tyf na sebe navazujicich reakci, které odpovidaji
sledu reakci v mitochondriich, vyjma prvni reakce. V peroxizomen pii prvni dehydrogenaci
dochézi k pfenosu redukénich ekvivalentil na kyslik, pficemz vznika peroxid vodiku. Peroxid
vodiku je vyuzit pro spfazené oxidacni reakce, ale z divodi jeho vysoké reaktivnosti je pro
buiiku problémovy, a proto je vSechno jeho nadbytecné mnozstvi ihned degradovano ptitomnou
kataldzou, za vzniku vody a kysliku. Nésledujici kroky B-oxidace VLCFA jsou stejné jako sled
reakci probihajici v mitochondriich, pouze jsou uplatnény jiné enzymy, ale se stejnym ucinkem.
Peroxizomy maji dvé riazné acyl-CoA oxidazy, kdy jeden z enzymt katalyzuje oxidaci CoA
estertl 2-methyl-karboxylovych kyselin a druhy zajistuje oxidaci monokarboxylovych kyselin
se stfedné¢ dlouhym fetézcem a svelmi dlouhym fetézcem. D-bifunkéni protein (DBP)
katalyzuje v peroxizomech druhou 1 tfeti reakci [-oxidace. Prostfednictvim dvou
peroxizomalnim thiolazdm je zprostfedkovana posledni ze Ctyt na sebe navazujicich dé&ji. Pfi
metabolismu 2-methyl-karboxylovych kyselin, hraje podstatnou tilohu peroxizomova thiolaza-

2, prficemz u metabolismu mastnych kyselin s nerozvétvenym fetézcem je uplatnéna i thioldza-
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1 spole¢né s thioldzou-2. B-oxidace VLCFA je ukoncena u mastnych kyselin s délkou fetézce
o Ctyfech az Sesti atomech uhliku a tyto FA jsou prostfednictvim karnitinu pfeneseny do

mitochondrii, kde dochazi ke kone¢nému rozkladu na acetyl-CoA. [11, 12, 13, 14]
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Obrazek 2. - B-oxidace mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem v peroxizomech a mitochondriich. Pfevzato

z[2]

2.5. Esencialni mastné kyseliny

Esencialni mastné kyseliny obsahuji 2 a vice dvojnych vazeb a jsou to vysoce nasycené
mastné kyseliny. Jelikoz si ¢loveék neni schopen syntetizovat omega-3 a omega-6 vysoce
nenasycené mastné kyseliny, tak musi byt kyselina linolovad (LA) a kyselina a-linolenova
(ALA) obsazené v potravé. Jsou dulezitou slozkou vSech membran a také jsou obsaZeny
v permeabilni bariéfe pokozky. Eikosanoidy hraji diileZitou regulac¢ni ulohu ve tkanich a jsou
tvofeny jako prekursory z esencialnich mastnych kyselin. Nékteré z EFA metabolit s dlouhym
fetézcem tvofi prekurzory ptislusnych prostaglandin (PG), tromboxani (TX) a leukotrienti
(LT), ale také vedou k lipoxiniim (LX) a rezolvinim, které maji silné protizanétlivé ucinky.

Metabolity LA a ALA s del§imi fetézci jsou zvlasté dilezité pii regulaci funkce membrany a
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maji i zésadni vyznam pro mozek, sitnici, jatra, ledviny, nadledviny a pohlavni Zlazy. [28, 39,

76]

Mezi omega-3 MK patfi kyselina dokosahexanova, a-linolenova a eikosapentaenova,
jejim zdrojem je predevsim tasovy ¢i rybi olej. Mezi omega-6 MK patii napiiklad kyselina
linolova, kterd je obsazena v rostlinném oleji a transformuje se v téle na arachidonovou
kyselinu. Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, konkrétné kyselina
arachidonova (AA) a kyselina dokosahexaenova (DHA), se béhem vyvoje rychle hromadi

v §edé hmot¢ mozku, dostupnost mastnych kyselin v potravé ovliviiuje slozeni FA v mozku.

Lipidy tvoti 50-60% suché hmotnosti mozku dospélého jedince, z cehoz ptiblizné 35 %
je ve formé¢ LPCPUFA, zejména kyselina arachidonova a jsou odvozeny biosyntézou z jejich
ptislusnych prekurzort EFA, tedy kyseliny linolové a a-linolenové. Ziskéavaji se piimo
z dietnich zdroji, jako jsou vejce, ryby, maso a z jednobunéénych oleji. Kyselina arachidonova
se nachdzi vrelativné vysokych hladindch v mnoha tkénich, zatimco kyselina
dokosahexaenova se vyskytuje ve vysokych hladinach pouze v nékolika tkanich mimo centralni
nervovy systém, jako jsou varlata, ale také je podil lipida v sitnici a Sedé hmot¢ mozku. [15,

28,39 ,75]
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Obrazek 3. - Biosyntéza a metabolismus vysoce nenasycenych mastnych kyselin. Pfevzato z [10]

Omega-3 mastné kyseliny jsou potfebné pro vyvoj a déleni mozkovych bunék.
V ptipadé, Ze je nedostatek omega-3 MK v nervové soustavé, mize dochazet ke vzniku
abnormalit a poSkozeni bungk i1 organel. Nedostatek tedy vede k neurosenzorickym defektim a
komplikacim v chovani. EFA maji vliv na transport Zivin, stavbu membrany a bunécné
interakce. Dostate¢nd  konzumace téchto mastnych kyselin predchazi  vyskytu
kardiovaskularnich chorob. Pro dusevni zdravi je spravnd rovnovaha mezi omega-3 a omega-6
mastnymi kyselinami v membranach mozkovych bunék. DHA a AA hraji nejdileZzitéjsi funkcei
v nervové soustave, proto je nutné do své stravy dopliiovat dostatek omega-3 a omega-6

masnych kyselin. [28, 74, 75]

3. ADRENOLEUKODYSTROFIE

X-véazand adrenoleukodystrofie (X-ALD) je nejbéznéjsi peroxizomdlni porucha, ktera

je charakterizovana adrendlni insuficienci a neurologickou manifestaci. Tento typ dédicnosti je
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gonozomalné recesivni, jelikoz je gen ABCDI1 lokalizovan na Xq28 proto predevSim toto
onemocnéni projevuje u muzského pohlavi. Je zplisobend mutacemi v X-chromozomalnim
ABCDI1 genu. Mutace ABCDI1 genu ovliviiuje funkci proteinu ALDP a je jeho nedostatek
ovlivituje peroxizomalni B-oxidaci VLCFA. ZhorSend peroxizomalni B-oxidace vede
k akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem v krvi a rtiznych tkanich, napiiklad
v miSe, kife nadledvin a dal§ich. Mezi VLCFA patii naptiklad kyselina cerotova, lignocerova.
Zvysena koncentrace téchto latek zplisobuje demyelinizaci centralniho nervového systému a
adrendlni kortikalni nedostatecnost. X-vazana adrenoleukodystrofie se dale také oznacuje jako
Schilderova choroba, adrenomyeloneuropatie, sudanofilni leukodystrofie nebo také X-linked

ALD. [16,17,18,23]
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Obrazek 4. - Nahromadéné VLCFA v buiice u pacientii s ALD. Pievzato z [3]

3.1. Historie adrenoleukodystrofie

Prvni ptipad X-vazané adrenoleukodystrofie byl pravdépodobné popsan na konci 19.
stoleti. Heubner vroce 1897 popsal piipad mladého chlapce srychle progresivnim
neurologickym zhor§enim shodnym s X-ALD, tento pfipad byl nasledné pfi pitve klasifikovan
jako ,difuzni skler6za®. Oznaceni ,,difuzni skler6za“se v té¢ dobé pouzivalo pro jakékoliv
pfipady onemocnéni bile hmoty zpisobujici ztvrdnuti tkan€. Podobny ptipad difuzni sklerozy,
ktery se podobal X-ALD, popsal také v roce 1899 Ceni a také Haberfield a Spieler v roce 1910.
Kratce poté Schilder navrhl, aby oznaceni difuzni sklerdza byla ptesnéjsi a klasifikoval toto

onemocnéni jako leukodystrofii. Schilder dale popsal n¢kolik ptipadt s 1ézemi na mozkové bilé
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hmot¢ a s perivaskularnim zanétem, které oznacil jako encefalitida periaxialis diffusa. Nasledné
se syndrom rychle progresivni mozkové demyelinizace se zanétlivymi zménami bilé hmoty pti
provedeni pitvy stal znamym jako ,,Schilderova choroba®. V roce 1910 Haberfeld a Spieler
popsali pripad Sestiletého chlapce, u kterého se vyvinuly poruchy v pohybu o¢i 1 vidéni a byl
apaticky. O ¢tyfi mésice pozdéji se jeho chlize zacala zhorSovat a postupovala k neschopnosti
chodit. V sedmi letech byl hospitalizovdn, mél spasmickou paraparézu, nemluvil, trpél
inkontinenci a také se u n¢j stiidala tézka apatie s podrazdénosti. Byla zaznamenana i tmava
ktize, o které nijak nebylo feceno. Chlapec zemfiel po 8 mésicich hospitalizace a jeho starsi bratr
zemiel ve véku 8,5 let se stejnymi ptiznaky. Paul Schilder nasledné provedl pitvu mozku a tento
pripad oznacil jako ,encefalitidu periaxialis diffusa“, ktera je charakteristickda difiznim
postizenim mozku se ztratou myelinu, které ptipominalo roztrouSenu sklerdézu. V tomto ptipadé
nebyly hlaSeny Zadné nalezy v ledvinach. V nésledujicich padesati letech bylo popsano mnoho
podobnych piipadi, ale i piesto je popsani prvniho pfipadu X-ALD pfipisovano Siemerlingovi
a Creutzfeldtovi, protoze jako prvni popsali souvislost akutni mozkové demyelinizace

s klinickymi a patologickymi ptiznaky Addisonovy choroby. [14, 19, 20, 21]

Po padesati letech od pocatecniho popisu choroby prokéazali Powers a Schaumburg
neobvyklé pruhovani v adrenokortikalnich buikach, které¢ bylo prokazano elektronovym
mikroskopem. Na zdkladé¢ pfitomnosti lipidovych inkluzi v nadledvinach, varlatech, mozku a
Schwannovych burikach spekulovali, Ze by mohlo jit o poruchu ukladani lipidd. Pozdé&ji se
ukazalo, ze tyto inkluze obsahovaly estery cholesterolu s vysokym mnoZzstvim mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem. Po potvrzeni téchto nalezli, byla oznafena X-vazana
adrenoleukodystrofie jako choroba lipidi. Singh u pacientl s X-ALD prokazal snizenou
schopnost degradace VLCFA a potvrdil, Ze tato reakce probiha v peroxizomech. Po tomto
zjisténi bylo X-ALD uznéno do kategorie peroxizomalnich poruch spolu se Zellwegerovym
syndromem. Poté Singh ur¢il oxida¢ni defekt mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem a
jejich narusené schopnosti tvofit koenzym-A derivaty, coz vedlo k domnénce, Ze zakladni
defekt zahrnoval enzym mastna kyselina s velmi dlouhym fetézcem koenzym-A syntetaza

(VLCS). [19, 20]

V Baltimoru a v Japonsku v letech 1978 a 1981 bylo dok4zéano, ze X-ALD muze byt
spolehlivé diagnostikovana prokdzdnim abnormalné vysokych urovni VLCFA v kultivovanych
koznich fibroblastech, v plazmé¢ a v Cervenych krvinkach. Metabolické studie prokazaly, ze

VLCFA jsou metabolizovany pfedevsim v peroxizomech a tato oxidace VLCFA je snizena ve
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fibroblastech od pacientil s adrenoleukodystrofii. Biochemické a ultrastrukturalni techniky
vedly k poznani mirngjSich fenotypit X-ALD u dospélych, jako je adrenomyeloneuropatie.
Vroce 1980 bylo ptredstaveno, ze nahromadéni VLCFA v mozku pacienta s X-ALD jsou
alespon z Casti dietniho ptivodu a bylo pozorovano, Ze mononenasycené mastné kyseliny, jako
jsou napiiklad kyselina olejova a erukova, snizuji jejich endogenni syntézu. V roce 1981 byl
gen X-ALD lokalizovan do termindlniho segmentu dlouhého raménka X-chromozomu na
Xq28. Poté v roce 1993 Mosser a kolegové izolovali gen pozi¢nim klonovanim a zjistili, Ze gen
koduje protein peroxizomalni membrany, oznacovany jako ALDP, ktery vaze ATP. V roce
2001 bylo prokazano, ze adrenoleukodystrofie je nejb&znéj$i peroxizomalni poruchou
s odhadovanym vyskytem 1:17000. Tym vedeny Dr. Moserovou v roce 2006 piedstavil vysoce
vykonnou metodu analyzy VLCFA, kterd umoznila velké pokroky ve screeningu VLCFA a
umoznila zjiSténi adrenoleukodystrofie v screeningovych programech pro novorozence. [19,

20, 21]

3.2. Vyskyt adrenoleukodystrofie

X-vazana adrenoleukodystrofie predev§im postihuje muze a mirnéjs§i formy
onemocnéni se vyskytujiiu Zen. X-ALD se vyskytuje zhruba u 1 z 17 000 novorozencii (muZzi
1 Zen) a proto je povazovana za nejcastéjSi peroxizomalni poruchu. V USA se predpoklada, Ze
adrenoleukodystrofii je postizen 1 z 21 000 muzi, zatimco je za nositele adrenoleukodystrofie
povazovana 1 z 16 800 zen. X-ALD se vyskytuje ve vSech oblastech svéta. V ceské a slovenskeé
republice se rocné prokaze 1 aZ 2 pacienti s X-vazanou adrenoleukodystrofii. Zhruba az 50 %
pacienti mohou byt dosp€li muZi s manifestaci adrenomyeloneuropatii a tato skupina pacientli
chybi mezi potvrzenymi pacienty s X-ALD. Onemocnéni méa neobvyklou prevalenci 0,5 az 3,3
u 100 000 muzd. V soucasné dobe¢ se stal screening novorozenct technicky proveditelnym a je

zaveden v nékterych Castech svéta, tudiz mize byt skutecna prevalence 1 vyssi. [19, 22, 23]

3.3. Klinické formy

Podle klinickych projevii je diagnostikovano nékolik fenotypovych projevil
adrenoleukodystrofie, pficemz neni zadny pfimy vztah mezi typem mutace a fenotypem. Rizné
fenotypy onemocnéni se mohou dokonce projevit 1 v rodin€ se stejnou mutaci. X-ALD bylo
rozdéleno do fenotypt na zaklad¢ véku pacienta kdy nemoc propukla, oblasti nejvétsiho
klinického postihnuti a podle progrese neurologickych projevi. Moser podle tohoto rozdéleni

uvadi 7 fenotypli u muza a 5 fenotypli u Zen. [23, 24]
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3.3.1. Cerebralni forma ALD

wewvr

progresivni a devastujici fenotypy X-ALD. Nejcastéji se vyskytuje u déti starSich 3 let, je
oznacena jako détska mozkova ALD tedy CCALD. A ptedstavuje zhruba 30 az 40 % ptipadi
adrenoleukodystrofie. Po projeveni se onemocnéni dochédzi k progresivnimu deficitu
behavioralnich, kognitivnich a neurologickych funkci. U pacienta se zac¢ina projevovat Spatna
orientace v prostoru, emocni labilita, hyperaktivni chovani, apraxie, snizend zrakova ostrost,
sluchové postizeni, hemiparéza nebo spasmicka tetraparéza, cerebralni ataxie a zachvaty. Tato
faze je extrémné rychla a devastujici. Postizeni jedinci mohou béhem né¢kolika tydnti prestat
chodit a ztratit schopnost porozumét jazyku. Pacienti jsou nakonec upoutdni na lizko, jsou
slepi, neschopni mluvit ¢i reagovat. Smrt obvykle nastdvd dva az Ctyfi roky po projeveni
ptiznak, ale v n¢kterych ptipadech, kdy je o pacienta dobife peCovano, mize ziistat v zdanlive
vegetativnim stavu i n¢kolik let. Bylo prokézano ze rychly neurologicky pokles CCALD je
zpisoben zavaznym zanétlivym procesem demyelinizace primdrné ovliviiujici mozkové
hemisféry. U posmrtného vySetieni mozkové tkang, byla odhalena rozsadhla demyelinizace

s perivaskularni infiltraci lymfocytli a makrofagu. [19, 23, 24]

3.3.2. Adolescentni cerebralni forma

Adolescentni cerebralni forma adrenoleukodystrofie se projevuje pfiblizn€ ve v€ku
11 az 21 let a postihuje pfiblizn€ 5 % pacientii s ALD. Symptomy onemocnéni jsou podobné
jako u CCALD, avsak progrese onemocnéni je mirngj$i. U pacientd se pomalu rozviji
insuficience kiry nadledvin, spasmicka paraparéza a také polyneuropatie s akralni prevahou.

[23, 24]

3.3.3. Addisonova choroba

X-ALD je Castou pticinou Addisonovy choroby u pacientil, zejména kdyz jim chybi
cirkulujici adrenokortikalni autoprotilatky. Adrenokortikalni nedostatecnost byva v nekterych
pfipadech pfitomnym pfiznakem X-ALD, a to n¢kolik let ¢i dokonce desetileti pred nastupem
prvnich neurologickych pfiznaki. U téchto pacientl je vysoké riziko mozného rozvoje
adrenomyeloneuropatie, které se ale snizuje s pfibyvajicim se vékem. Adrenokortikalni
nedostatecnost nejprve ovliviiuje glukokortikoidni funkci nadledvin, ale v kone¢ném dusledku
je ptiblizné u poloviny pacientl s X-ALD nedostatecna mineralokortikoidni funkce. Uznani, ze

by Addisonova choroba byla zpisobena X-ALD, by mélo vazné dusledky na genetické
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poradenstvi, a ztoho divodl je velmi dualezit¢ zvazit X-ALD u pacienta s Addisonovou

chorobou. [19, 22, 25]

3.3.4. Asymptomaticka forma

Asymptomatické forma se projevuje u nékterych pacientd s genetickou vadou, kteti
maji pfitomnost vysoce zvySenych hladin mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem, ale
navzdory tomu nemaji adrenalni nedostateCnost a neurologické postizeni. U téchto
asymptomatickych pacienti je ale stidle vysoké riziko mozného rozvoje adrendlni
nedostatecnosti ¢i neurologickych ptiznaki. V soucasné dobé se téchto asymptomatickych

pacientll nachazi velmi malo. [23, 25]

3.3.5. Adrenomyeloneuropatie

Adrenomyeloneuropatie se prakticky vyskytuje u vSech pacientti s X-ALD. Obvyklé
ptiznaky onemocnéni se objevuji ve véku 30 az 40letech. Prvni pfiznaky jsou o oblasti michy
a perifernich nervi. Postupné se vyviji spastickd paraparéza, dysfunkce svérace, senzoricka
ataxie se snizenym vnimanim vibraci, slabosti nohou a impotence. Zatéz postizeni perifernich
nervi je obvykle mirna a kvili vyraznym pfiznakiim v oblasti michy je obtizné ji vyhodnotit.
U dvou tfetin pacientd se vyskytuje i nedostate¢nost nadledvin. Pfiblizn€ u poloviny pacienti
se vyviji 1 mozkové zmény a poté se pribeh nemoci podoba pribéhu jinych mozkovych forem
ALD. AMN byla diive ¢asto nespravné diagnostikovand jako roztrouSena skler6za nebo
dédicna spasmickd paraparéza. Mozkova MRI je normélni nebo miZze vykazovat jemné
abnormality, ale tyto abnormality nejsou povaZovany za projevy ALD. Za projev cerebralni
ALD se povazuje, kdyz zvySeny signal pyramidovych traktii stava intenzivnéjSim a vnitini
kapsle pfesahuje do bilé hmoty centra samiovale. MRI michy zobrazi nespecifickou atrofii, ale
nejsou pozorovany zadné demyelinizace nebo zvySeni gadolinia, jako tomu je u roztrousené
skler6zy. Béhem poslednich let retrospektivni studie odhalila, Ze se ptiblizné u 20 % pacientl
s AMN vyvinula dal§i mozkova demyelinizace. U pacienti s AMN, u kterych se rozvine
cerebralni ALD, jsou pozorovany stejné neurologické ptiznaky jako u dospélych s cerebralni
ALD. Adrenokortikdlni nedostatecnost ma pfiblizné 70 % pacienti s AMN. Pacienti
s adrenomyeloneuropatii ¢asto trpi pleSaténim jiZ v raném véku, jejich vlasy jsou casto tenké a

ridke. [19, 23, 25]

Predpokladalo se, Ze klinické projevy u Zen ptenasejici X-ALD jsou bez ptiznakd,

stejné jako je tomu tak u mnoha nemoci na X-vazanych onemocnéni. Klinické projevy se
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projevuji u zen v pozdé€jsim veéku okolo 40 az 50 let. U méné¢ jako 50 % Zen pienésejicich X-
ALD se zjistily neurologické abnormality. U 20 % heterozygotnich zen se vyskytuji klinické
projevy podobné adrenomyeloneuropatie, jako jsou naptiklad senzorickd ataxie, fekalni
inkontinence a slabost nohou. Zhruba u 1 az 2 % Zen se projevilo postizeni CNS a kury

nadledvin. [17, 19, 23]

3.4. Genetika

X-vazana adrenoleukodystrofie je recesivné dédi¢na porucha vazana na chromozom X,
a proto se onemocnéni projevuje primarn¢ u muzi. Mirnéjsi formy X-ALD se mohou projevit
1 u heterozygotnich Zen. X-vizana adrenoleukodystrofie je gonozomdaln¢ recesivni typ
dédi¢nosti. Pokud je Zena nositelkou X-ALD genu ma u svého kazdého narozeného ditéte tyto
nasledujici moznosti. Pokud je ditétem dcera je 50 % pravdépodobnost, Ze dcera bude postizena
X-ALD genem a 50 % Sance, Ze dcera bude zdrava. V piipadé, Ze je ditétem syn je v 50%
pravdépodobné, ze syn bude postizen adrenoleukodystrofii a v 50% pravdépodobné ze nebude
ovlivnén. U muze postizeného onemocnénim X-ALD, budou vSichni jeho synové bez této
nemoci, protoze otec predava Y chromozom svym syntim, avSak vSechny jeho dcery budou

postizeny X-ALD genem. [19, 23, 26, 27]

V roku 1993 byl identifikovany ABCD1 gen pomoci techniky pozi¢niho klonovani. Gen
se nachazi na chromozoému X v oblasti Xq28, tedy v blizkosti genového komplexu, ktery je pro
vizualni pigmenty a genu pro glukéza-6-fofat dehydrogendzu. ABCDI1 gen se sklada z 10
exont, jenZ jsou transkribované ve formé 4,3 kb mRNA, tedy jeden gen zabira ptiblizné¢ 19,9
kb genového DNA. X-ALD gen koduje peroxizomalni transmembranovy protein (ALDP)
obsahujici 745 aminokyselin. ALDP spadd do skupiny ABC proteind, které plni ulohu
transportnich bilkovin a vazi ATP. Protein adrenoleukodystrofie patii do skupiny D, ¢len 1
(ABCD1). Krom& ALDP byly identifikovatelné dalsi tfi transportéry, které maji podobnou
nukleotidovou a proteinovou sekvenci a také funkci. V membrané peroxizomil, mohou tyto
transportéry tvofit heterodimerové kombinace a zajiStovat transport riznym metabolitim.
ALPD zajist'uje transport VLCFA pfes membranu peroxizomd, a to bud’ ve formé CoA estert

nebo volnych kyselin. [23, 26]

Podrobné informace tykajici se po¢tu a charakteru ziskanych mutaci jsou uvedeny
v databazi ALD mutaci, a to na webové strance www.x-ald.nl. V databazi je momentalné

uvedeno 894 piipadi mutaci zpisobujicich X-ALD. Jako nej€astéj$i mutace je povazovana
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mutace menici smysl (missense mutations), jez zpusobuje zaménu nukleotidu zptisobujici
vyménu aminokyselin, v databazi je uvedeno 399 téchto pripadii mutaci, coz odpovida 62 %
z celkovych mutaci X-ALD. Dalsi ¢astd mutace je nesmyslné mutace (nonsense mutations),
kdy zdména nukleotidu vede ke vzniku stop kodoén ty tvoti zhruba 10 % ze vSech ABCD1
mutaci. Mezi dal§i mutace patii posunové mutace, které tvoti 23 % ze vSsech ABCD1 mutaci, 4
% tvoii mutace zptsobené inzerci a delect tif nukleotidd, které zplisobuji ubytek nebo piirtstek
aminokyselin v ALDP. AZ v 75 % ptipadl mutaci dochazi k tomu, ze protein neni v buiikach
degradovany dostupnymi metodami. Nejsou pozorovany zadné vyznamné rozdily ve frekvenci
mutaci ve vztahu k jednotlivym exontim, ale i tak dochdzi k vy$Simu zastoupeni mutaci
vykazujici useky genu, které koduji transmembranové domény a ATP vézajici doménu. [23,

27]

3.5. Patogeneze

Patogeneze X-ALD a jeji riizné neurologické symptomy nejsou doposud kompletni.
Principem dvou riiznych klinickych obrazii onemocnéni je zapalové postizeni bilé hmoty a
nezépalové axondlni poskozeni perifernich nervli a michy. Je pravdépodobné, ze axonalni
postiZeni, které pozorujeme u adrenomyeloneuropatie je ve skute€nosti primarni poskozeni pfi
ALD, ale 50 % pacientli zemie na zapalové postiZeni mozku jest€ pfed manifestaci axonopatii.
Modelové studie na mysich potvrzuji tuto hypotézu. V této dobé je nejveétsi pozornost vénovana
roli abnormalné vysoké hladiny VLCFA, hlavni biochemické abnormalité, kterd byla dosud

prokézéana. Je mozné ze ALDP ma dalsi funkce, které nesouviseji s degradaci VLCFA. [17, 20]

X-vazana adrenoleukodystrofie je zptisobena mutacemi v genu ABCDI1. ABCDI1
kéduje ALDP, peroxizomalni transmembranovy protein podilejici se na prenosu CoA esteril
VLCFA (C24:0, C26:0) z cytosolu do peroxizomu. Nedostatek ALDP vede k naruSeni B-
oxidace VLCFA v peroxizomech a k nahromadéni estert VLCFA-CoA v bunkach a tkanich.
Estery acyl-CoA VLCFA jsou v cytosolu zaclenény do riznorodych lipidovych frakci, jsou
také substratem pro dal$i prodlouzeni a vznikaji jeSté delsi FA. EVOVLI je jednoducha
elogndza katalyzujici syntézu nasyceného VLCFA (C26:0) i mononenasyceného VLCFA
(C26:1). U X-ALD fibroblastl neni exprese EVOLV1 zvySena, ale zvySeny syntéza VLCFA je

zpusobena zvySenou dostupnosti substratu. [14, 19, 23]

Byly provedeny rtizné experimenty in vitro, které prokdzaly, ze akumulace VLCFA je

toxickd. Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem jsou extrémné hydrofobni a jejich rychlost
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desorpce z biologickych membran je asi 10 000krat niz$i nez u mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem, proto dochdzi k rusivym uCinkiim na strukturu, stabilitu a funkci bunécénych
membran. Nadbytek VLCFA v kultivovanych bunkach snizuje uvoliovani ACTH-
stimulovaného kortizolu lidskymi adrenokortikalnimi buiitkami s zpiisobuje smrt bunck
v astrocytech a oligodendrocytech. U in vivo zptisobuji VLCFA oxidac¢ni stres, oxidaéni
poskozeni proteinit mikroglialni aktivace a apoptdzy. VLCFA indukovany oxidac¢ni stres mlize
prispivat k axondlnimu poSkozeni michy. Akumulace VLCFA zhorSuje schopnost
oligodendrocytii a Schwannovych bun¢k udrzovat axondlni integritu, coz vede k axonalnimu
poskozeni. Nejvice se z VLCFA hromadi v organismu kyselina lignocerovd a kyselina
cerotova. Pii X-ALD je nejvétsi vzrust VLCFA ve frakcich cholesterol-esterti v mozku a kiry
nadledvin. Jako fyziologick4 hodnota této frakce je obsah VLCFA do 5 %, pii1 X-ALD tento
podil stoupd na 20 az 60 %. Nahromadéni cholesterol-esteri s velkym obsahem VLCFA
v demyelizovanych loziskdch se povazuje za disledek, a ne jako pfi¢ina demyelinizace.
Pravdépodobné tedy za zpusténi zapalového procesu a demyelinizace je zapti¢inéna zména
struktury gangliosidi, které pti vysokém zastoupeni VLCFA ztraceji imunosupresivni funkci.
Pravdépodobné jsou i za zpusténi demyelinizace zodpovédné fosfatidylcholiny plazmatickych

membran s vysokym obsahem VLCFA v komplexech s bilkovinami. [17, 19, 20, 23]

V mnoha studiich bylo prokézano, ze volné radikaly jsou zapojeny do velkého poctu
nemoci a jednou znich by mohlo byt X-ALD. Stile vice diikazi ukazuje, ze poSkozeni
zpisobené¢ volnymi radikdly je dulezitym faktorem v neurogenerativnich, chronicky
zanétlivych, vaskuldrnich a neoplastickych onemocnénich. Vysoky obsah vysoce
peroxidovatelnych polynenasycenych mastnych kyselin v mozkovych membranach, zvySena
spotieba kysliku a relativné Spatna exprese enzymatickych antioxida¢nich obran v nervovém
systétmu podporuji vysokou nachylnost téchto organi k oxidacnimu poSkozeni. V mozku
pacientl s X-ALD byly nalezeny imunohistochemické ditkazy o oxida¢nim stresu a poSkozeni,
které vyplyva hlavné¢ zperoxidace lipidd a vétSinou se vyskytuji v zénétlivych
demyelinativnich 1ézich ALD nebo AMN a také v kiife nadledvin. Z dosavadnich analyz tedy
vyplyva, ze oxida¢ni stres by mohl byt charakteristickym znakem nemoci, aniz by byla
poskytnuta informace o ¢asové posloupnosti udalosti. Byla provedena studie u mysi michy
prokazat oxidacni stres diive nez, dochazi k neuropatologické degeneraci a klinickému
poskozeni. Byly detekovany identické typy oxidacnich 1ézi in vitro u pacientskych fibroblastt,
coz vede knavrhu, ze oxidacni modifikace proteinii je hlavnim faktorem pfispivajicim

k patogenezi onemocnéni. Prebytek VLCFA spousti oxidacni stres in vitro a in vivo
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v organotypovém systému kultivace fezli michy. In vivo a in vitro experimenty ukazuji, ze
kyselina valproova (VPA) indukuje ABCD2 genova exprese ve fibroblastech pacientd s
X-ALD a snizuje oxida¢ni poSkozeni proteinii. Antioxida¢ni u€inky na periferni mononuklearni
pacientské buniky naznacuji, ze VPA muze predstavovat slibny novy terapeuticky ptisun pro X-

ALD, zejména pro pacienty trpici adrenomyeloneuropatii. [29, 30, 31]

Dysfunkce nadledvin u X-ALD je zplsobend primarni adrenokortikalni
nedostatecnosti a pocateCnim projevem je zvySeni plazmatického adrenokortikotropniho
hormonu. ALDP je pfitomen pouze v kiife nadledvin, tudiz neni pfitomen v dfeni nadledvin,
zatimco ABCD2 vykazuje opacnou distribuci. To prokazuje patologické nalezy lamel a
lamelarnich lipidovych profild, u nichZ je prokdzano, ze obsahuji VLCFA esterifikované na
cholesterol v adrenokortikalnich bunikach. K nahromadéni mtze piispivat nékolik faktort, a to
napiiklad zhorSena kapacita na oxidujici VLCFA, to vede ke zvySenému podilu VLCFA mezi
prekurzory cholesterolu mastnych kyselin a estery. Podle urcitych studiich bylo navrzeno, ze
nasycen¢ mastné kyseliny jsou toxické pro adrenokortex, coz vede k apoptické bunééné smrti.

[20, 32, 33]

3.6. Diagnostika

Diagnéza adrenoleukodystrofie by se méla zvazovat ve Ctyfech odlisSnych klinickych
podminkach. Jako prvni u chlapct s ptiznaky poruchy pozornosti, kteti také vykazuji zndmky
demence, ztratu zraku, zhorSeny rukopis, progresivni poruchy chovani, potize s porozuménim
mluvené feci, zhorSeni koordinace nebo maji jiné neurologické poruchy. Do dalsi kategorie by
méli spadat muzi mladého nebo stiedniho v€ku s progresivnimu poruchami chiize, ztuhlosti
nebo slabosti nohou, se sexualni dysfunkci a abnormalitami kontroly svérace, s adrendlni
nedostatecnosti nebo bez ni, také muzi s kognitivnimu nebo behavioralnimi deficity. Jako treti
by méli byt vSichni muzi s primarni nedostate¢nosti nadledvin, s nebo bez diikazi neurologické
abnormality. Jako posledni by méla byt diagndza zvaZzovana u Zen stfedniho nebo star§iho véku
s progresivni paraparézou, abnormalitami kontroly svérate a smyslovymi poruchami
postihujici hlavné nohy. V nékterych piipadech byva obtizné stanovit diagndézu
adrenoleukodystrofie u Zeny s negativni rodinnou anamnézou. Diagndza u té€chto Zen je
zaloZena na klinickych vlastnostech, coz je nejCastéji progresivni spastickd paraparéza a také

podle panelu laboratornich testt. [19, 36]
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Predevsim kviili rozmanitosti klinickych projevii X-ALD je nezbytna piesna laboratorni
diagnostika. Jako u mnoha genetickych onemocnéni je dilezité identifikovat nejen postizené
jedince, ale 1 heterozygotni nositelky. Jsou provedeny rozsahlé testy, v soucasné¢ dobé¢ je
sekvence biochemickych, imunologickych a molekularné biologickych analyz. Hlavni
diagnostika spocivd v méfeni mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem v plazmé
spolehlivymi diagnostickymi testy, pfedevsim pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, pfevazné se stanovuje zvyseni plazmatické hladiny kyseliny cerotové (C26:0) a
zaroven 1 jeji zvyseni v poméru C26:0/C22:0. Biochemicky lze potvrdit diagnézu métenim
plazmatického celkového lipidu VLCFA, diive pomoci pocitacové tomografie a pozdéji MRI.
Pro diagnostiku X-ALD jsou velmi dilezité zobrazovaci techniky, dale je pouzivana pocitatova
tomografie (CT), kterd detekuje zmény, ale uzite¢n&jsi je magneticka rezonance (MR), ktera
dokonce identifikuje abnormality. Dale se X-ALD detekuje pomoci vySetfeni sluchovych
evokovanych potencidlti (ABEP) a také pomoci vysetieni zrakovych evokovanych potencidlti

(VEP). [16, 23, 37, 38]

3.6.1. Zobrazovaci technika

vvvvvv

pomahaji vybrat kandidaty na transplantaci kostni dfené, a to podle rozsahu demyelinizace u
pacienta, dale jsou dulezité pfi hodnoceni vysledkil 1écby. Mezi zobrazovaci techniky fadime
magnetickou rezonanci (MR) a vypoletni (pocitacovou) tomografii (CT). Magneticka
rezonance dokdze odhalit abnormality, pfedevSim ty, které predchazeji neurologickym
klinickym ptiznakim. MR identifikuje azZ v 80 % piipadech détské ALD formy zmény v bilé
hmoté. Typické zmény jsou v perivaskularni bilé hmot¢ a jsou symetrické léze. Tyto 1éze jsou
také v parientalnich a okcipitalnich lalocich. Hypertenzitivni 1éze jsou pii T2 vazeni v MR
obraze. Je podana kontrastni latka gadolonie, ktera se hromadi v T1 vaZeni pfed hypodenznimi
lézemi, dochdzi ke korelaci s histopatologickymi zénami demyelinizace a k parcidlni ztraté
myelinu. Vypocetni tomografie neboli CT detekuje zmény mozku, zobrazuje bilateralni
hypodenzitni 1éze v uvedenych oblastech. Jako dalSi zobrazovaci techniky pfi diagnostice X-
ALD MR difuzni tenzorové zobrazeni. MR difiizni tenzorové zobrazeni je neinvazivni metoda
pro hodnoceni difuzivity a smérovosti volnych molekul vody. V bile hmoté zavisi difuze na
orientaci stop bilé hmoty a na mife a integrit¢ myelinizace. Méfeni se provadi v nejméné Sesti
nelinearnich smérech prostoru, ale jednotnéjsi vzorkovani ve vétSim poctu smérit zamezuje
zkresleni sméru vzorkovani a zvySuje presnost kvantifikace tenzoru diftize. Poskytuje poté

orientacni primeérovanou miru difize vody a stupent diftizni anizotropie. Diagnostikovani
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pacienti s X-ALD se musi pravidelné sledovat, a to prostfednictvim magnetické rezonance
(MR), kterd monitoruje progresi onemocnéni v centralni nervové soustavé pomoci ,,Loes
score”“. U pacienta nam ,Jloes score” uskuteciiuje porovnavat zmény tkané¢ mozku pii
pravidelnych vySetfenich. Pro 1écbu transplantaci kostni dien¢ a také hematopoetickych
kmenovych bun¢k je optimalni hodnota ,,Loes score do 4. U pacientil, kteti maji hodnotu

,»Loes score” vyssi jak 4, je tento druh 1é¢by méné vhodny. [23 ,24, 40, 41, 42]

Obrazek 5. - Snimek magnetické rezonance se stabilni 1ézi ve splenu u pacienta s X-ALD. Jsou

zobrazeny axalni (A) a sagitalni T1 (B) vazané protony. Pievzato z [4]

3.6.2. Molekularné-geneticka diagnostika

Pii molekuldrné-genetické diagnostice X-ALD je zahrnuta sekvencni analyza vSech
exontt ABCDI1 genu. V ptipadé, Ze je u pacienta potvrzena mutace, ktera je jiZ znama, je mozné
vyuzit i metodu polymerazové fetézové reakce (PCR) a naslednou restrikéni analyzou (RFLP).
Prvni mutace byla pfesné stanovena pomoci piistupu RNA na bazi RT-PCR a byla potvrzena
pomoci DNA periferni krve. Mezi dal§i screeningové metody, které jsou schopné urcit
mutovany usek genu patii napiiklad denaturac¢ni vysokorozliSovaci kapalinova chromatografie
(dHPLC) a konformac¢ni polymorfizmus jednovlaknové DNA (SSCP). Ptitomnost homologi
ABCDI1 genu na autozomech jsou komplikaci pfi vyuzivani DNA diagnostiky u pacientl a
prenaseclt s X-ALD. Vzhledem k velikosti ABCD1 genu a Sirokého spektra mutaci, je jako
nejvhodnéj$i metodicky ptistup, pii kterém se informace z mRNA piepisuje pomoci enzymu

rezervni transkriptazy do kopie DNA (cDNA), kdy se pomoci PCR amplifikuje mensi pocet
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delsich usekl genu. Proto se napiiklad u X-ALD namisto 10 usekd muze amplifikovat a

sekventovat jenom 4 fragmenty. [23, 47]

Pro stanoveni je odebrana periferni krev, pficemz RNA je izolovédna z 1,5 az 3 ml krve
pacientll se soupravou Qiagen. Vzhledem k tomu, ze mRNA z genu ABCDI1 je dlouhé 3,7 kB
a s 2238 bp kodujicimi sekvencemi, nasledoval dalkovy protokol RT-PCR. Pro potvrzeni
urcené mutace je u DNA periferni krve provedena PCR amplifikace segmentu zahrnujiciho
misto mutace a nasledné analyza produktu PCR sekventovanim, restrikénim $t€penim naptiklad

pomoci dHPLC. [47]

U heterozygotnich nositelek je diagnostika komplikovanéjsi, jelikoz u nékterych
heterozygoti nejsou hodnoty VLCFA v plazmé zvySeny. Tudiz jsou doporu¢eny molekularni
studie, aby se u téchto jedinci potvrdila X-ALD. K identifikaci heterozygotii s X-ALD je
pouzivana nepiima imunofluorescencni mikroskopie pro ALDP v mononuklearnich krevnich
bunkach z periferni krve. U heterozygotnich Zen s X-ALD se objevuji mozaikové vzorce
pozitivnich a negativnich bunék. Pacienti s X-ALD nevykazuji v pfipravé mononukledrnich
bun¢k detekovatelnou imunoreaktivitu a jejich kozni fibroblasty jsou negativni na ALDP. [38,

48]

3.6.3. Prenatalni diagnostika a novorozenecky screening

V prvni fad¢ se u prenatdlni diagnostiky X-ALD stanovuje pohlavi plodu, kdy se
v matc¢iné krvi detekuje Y chromozom. Pfi prenatalni diagnostice se vyuZzivaji jak biochemické,
tak molekularné-genetické metody. Biochemické metody stanovuji koncentraci VLCFA
v amniocytech a chorinovych klcich, ale také stanovuji schopnosti metabolizovat znacené
substraty v chorinovych klcich nebo kultivovanych amniocytech. Mezi molekularné-genetické

metody patii sekvencni analyza DNA a také selektivni diikaz uz uréené mutace. [23, 48]

V roce 1962 byl zahdjen rutinni novorozenecky screening dédiénych metabolickych
poruch, coz piineslo velky uspéch v asné diagnostice. V tnoru 2016 byla v USA pfidana
adrenoleukodystrofie k doporuceni jednotnému screeningovému panelu, coz je federalni
seznam vSech genetickych chorob doporucenych pro statni screeningové programy pro
novorozence. Zda je tento screening provadén, je veéci narodni politiky a zavisi na etickych
uvahéch. Screening u novorozence umoziuje identifikaci dfive nez se u jedinct s X-ALD

rozvinou neurologické ptiznaky a diky tomu muze byt terapie co nejrychleji zahajena. Jiz pfi
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narozeni je hodnota VLCFA v plazmé zvysena, provedeni novorozeneckého screeningu by

mohlo vést k efektivnéjsi diagnostice této zavazné nemoci [19, 20, 27, 49]

Prenatalni molekularni diagnostika u nositelek genu X-ALD je pod ultrazvukovym
monitorovanim provedena aminocentéza v 16-28 tydnu téhotenstvi. Je odebrano az 40 ml
plodové vody, ktera je rozd€lena na dve ¢asti. Jedna Cast je centrifugovana a zbytky jsou pouzity
piimo k izolaci genomové DNA. Zbytek z druhé ¢asti je resuspendovan v 5-10 ml kultivacniho
média a buiky plodové vody jsou kultivovany 10 az 15 dni za béZnych podminek.
Novorozenecky screening je provadén ze suché kapky krve, ktera je odebrana béhem prvniho
tydne Zivota. Je provedena tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) z krevniho papirku
pro screening novorozence. JelikoZ je laboratorni diagnostika komplikovand, je potfebné tuto
diagnostiku provadét ve vybranych centrech, které na vysoké Urovni poskytuji komplexni
diagnosticky a néasledn¢ terapeuticky servis. Provadi se i kapalinovd chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii, kdy se méti 1-hexakosanoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-
fosfocholin (26:0-lyso-PC) ve vysuSenych krevnich skvrnach. U jedincl postizenych X-ALD
jsou koncentrace lipidového markeru 26:0-lyso-PC az pétkrat vyssi, néz jsou koncentrace u
zdravych osob. Dostupnost LC-MS/MS nabizi velky potencidl pti identifikaci X-vdzané
adrenoleukodystrofie a to 1 hned po narozeni. V soucasné dob¢ probihaji studie, které se
zamé&fuji na modifikaci techniky LC-MS/MS, kterd by zajistila podstatné vyssi propustnost
extraktli krevnich skvrn, aby bylo moZzni denné& provést i n€kolik stovek analyz vzorku. Tato
rychla identifikace umoziiuje co nejrychlejsi zahdjeni terapie v piipadé€ prokazani X-ALD u

pacienta. [19, 49, 50, 51, 52]

3.6.4. Biochemicka diagnostika

Pti laboratorni diagnostice se vyuzivaji veSkeré abnormality a zmény provazejici se
v postizeném organismu. U peroxizomalnich onemocnénich ze zmén v biochemickych
parametrech se nejCastéji vyuziva v diagnostice akumulace VLCFA v télnich tekutinach. Mezi
standartni postupy v diagnostice u pacientli s X-ALD je vySetteni VLCFA v jejich plazmé nebo
séru. Tato diagnostika se provadi, protoze X-ALD se biochemicky projevuje hlavné vyraznym
zvySenim plazmatické hladiny kyseliny cerotové (C26:0) a zvySenym pomeérem kyseliny
cerotové s kyselinou behenovou (C26:0/C22:0) a také zvySenym pomérem Kkyseliny
lignocerové s kyselinou behenovou (C24:0/C22:0). VétSina pacientu s X-ALD maji zvySené
vSechny tfi slozky, jen v malém poctu ptipadii je hodnota jednoho nebo dvou parametri

v norm¢. K biochemické diagnostice akumulace VLCFA se nej¢astéji pouziva metoda plynové
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chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). K vySetieni VLCFA lze také vyuzit
rychlejsi a specifictéjsi metodu, nezli je kapalinova chromatografie, touto metodou je napiiklad
ultra vykonna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UPLC-
MS/MS). Analyza mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem je také mozna v kultivovanych
koznich fibroblastech, kdy Ize i méfit rychlost oxidace VLCFA v koznich fibroblastech. Pokud
jsou koncentrace kyseliny cerotové a jeji pomér s kyselinou behenovou zvysené, analyza
plazmy se opakuje. Pacient nesmi pied stanovenim jist jidlo obsahujici velké mnozstvi VLCFA,
zejména tukové mlécné vyrobky a arasidy. Za spolehlivou biochemickou diagnézu lze proto
stanovit pouze u kultivovanych fibroblastii ziskanych z biopsie kiize, coz je dost Casové
naro¢ny a ndkladny postup. Exprese ALDP mize byt také ve fibroblastech zkoumana nepiimou

imunofluorescencni mikroskopii. [16, 17, 23, 38, 43]

Diagnostika u pacientd s X-ALD je zaloZzena na akumulaci VLCFA, které se nachazi
v bilé hmot¢ mozkové a ve frakcei esterti cholesterolu kiiry nadledvin. Mastné kyseliny, které se
akumuluji, maji vétSinou délku fetézce mezi 20 az 32 uhliky, nejcastéji se jedna o kyselinu
lignocerovou (C24:0) a kyselinu cerotovou (C26:0). ZvySené hodnoty VLCFA se nachézeji
v plazmé pacientu s X-ALD, ale také u heterozygotnich nositelek. 15 % zen s X-ALD ma
normalni plazmatické hodnoty VLCFA, z toho diivodu je u Zen s X-ALD diagnostickym testem
mutacni analyza genu ABCDI. [16, 19, 45]

Analyza se provadi z vendzni krve, které se odebere 5 az 10 ml do zkumavek
s heparinem. Plazma se oddéli do 2 hodin a poté se zmrazi na -10°C. Odbér vendzni krve je
provadén na lano rano. V piipad€ Ze je krev odebrana jinde, jsou poslany v nddobach
naplnénymi suchym ledem. Poté jsou pfipraveny methylestery mastnych kyselin, které jsou
vycistény a rozpusStény ve 100ul hexanu. Nésledné se provede analyza pomoci GC-MS. [23,

45]

Byla provedena studie, ve které byly nahrazeny kultivované fibroblasty pii diagnostice
X-vazané adrenoleukodystrofie bunkami periferni krve. VLCFA byly analyzovany
v leukocytech od pacienti s X-ALD pomoci plynové chromatografie shmotnostni
spektrometrii (GC-MS). V pfipravenych mononukledrnich krevnich butikach od pacienti s X-
ALD byla provedena imunofluorescence pro ALDP, o kterych je znamo, Ze jsou ALDP
negativni ve fibroblastech. Bylo zjiSténo, Ze stanoveni VLCFA pomoci GC-MS v kombinaci
s ALDP imunofluorescenci v buiikach periferni krve poskytuje rychlou a minimaln¢ invazivni

diagnostickou metodu pro zjisténi X-ALD, ktera je na rozdil od analyzy plazmy nezavisla na
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zazivacich vlivech a obsahu VLCFA v potravé ptfed analyzou. Identifikaci heterozygott

vyrazné zlepsilo spolecné hodnoceni leukocytti a plazmy. [16, 38]

Pro stanoveni VLCFA lze pouzit i1 kapalinova chromatografie kombinovana
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Je odebran vzorek venodzni krve do
zkumavek s EDTA ptipadné s heparinem, po oddé€leni plazmy se vzorek zamrazil na -20° C a
byl skladovan. LC-MS/MS je robustni technika s rostoucim vyuzitim v klinickych laboratotich.
V piipadé, ze neni dosazeno vysoké propustnosti, 1ze pouzit ¢inidlo DAABD-AE, kdy jeho
hydrofobni povaha zvySuje celkovou lipofilnost derivatl a tim zlepSuje separaci od sloucenin
potlacujicich ionty s rychlou eluci v bézné pouzivané chromatografii na reverzni fazi. Ve
srovnani s GS-MS je tato metoda s pouZitim ¢inidla pétkrat az Sestkrat rychlejsi a Setii nejméné

75 % Casu nastroje. [44, 46]

3.7. Vyskyt a piivod VLCFA

Hlavni biochemickou abnormalitou u X-ALD jsou zvysené hladiny nasycenych
mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem, zejména kyselina cerotova (C26:0) a kyselina
lignocerova (C24:0). Akumulaci VLCFA Ize nalézt ve vSech tkénich, télesnych tekutinach a
kultivovanych bunikach. Zvysené plazmatické VLCFA nejsou pro X-ALD patognomické nebo
naptiklad ketogenni stravé. Akumulace VLCFA je jedinou biochemickou abnormalitou, ktera
je ptitomna ve vSech klinickych variantdch X-ALD, véetné presymptomatickych jedincii. U
heterozygotnich Zen je akumulace VLCFA sniZzena v porovndni s hemizygoty a miiZze vést
k faleSn¢ negativnimu stavu nosice pii vySetfovani krve. Lipidové inkluze jsou nalezeny ve
vnitinich adrenokortikélnich bunkéch, testikularnich bunkach, Schwannovych buiikach a
mozkovych makrofdzich od pacienti s X-ALD. Inkluzna téliska obsahuji cholesterol,
fosfolipidy, gangliosidy a estery mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem. Nejvetsi
nadbytek byl zaznamenan ve frakcich lysofosfatidylcholinu, gangliozidu, fosfatidylcholinu a

sfingomyelinu. [19, 25, 26]

VLCFA, které¢ se hromadi u X-ALD, jsou vétSinou endogenniho plvodu a jsou
odvozeny ze stravy pouze v mensi mife, vétSina je vysledkem endogenni syntézy prodlouzenim
mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem kyseliny. U fibroblastii s poruchami biogeneze
peroxizomu a X-ALD bylo pozorovano prodlouzeni mastného acylového fetézce. V disledku

zhorSené degradace VLCFA a nedostateéného importu VLCFA-CoA do peroxizom se zvySuje
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syntéza VLCFA u pacienti s X-ALD. Syntéza nasycenych VLCFA, mononenasycenych
VLCFA a polynenasycenych mastnych kyselin probiha na endoplazmatické membrané ctyfmi
odliSnymi enzymy, a to prodlouZenim mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (ELOVL),
3-ketoacylCoA reduktazy, 3-hydroxyacyl dehydratazy a trans-2,3-enoyl-CoA reduktazy.
Nékteré nové studie ukazaly, ze tkanové hladiny VLCFA piimo nekoreluji s rychlosti
peroxizomalniho VLCFA [-oxidace a naznacuji, ze ABCD1 se nemusi pifimo podilet na

degradaci VLCFA. [25, 26]

VLCFA jsou extrémné hydrofobni a maji jiné fyziologické vlastnosti nez mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem. Rychlost desorpce z biologickych membran klesa se zvysujici se
délkou fetézce, desorpce C26:0 z fosfolipidové dvouvrstvé modelové membrany je 10 000krat
pomalejsi nez desorpce mastnych kyselin C16:0 a C18:0. Mikrokalorimetrické studie ukazaly,
ze zahrnuti C26:0 do modelové membrany narusuje membranovou strukturu. U pacientli s X-
ALD je tim prokazano, ze je zvySend mikroviskozita membrany v erytrocytech. Piebytek

VLCFA zménil membranovou strukturu a potlacil dostupnost ACTH receptoru. [26]

3.7.1. Referenc¢ni rozmezi koncentraci VLCFA

Akumulaci VLCFA v krvi lze diagnosticky vyuZit v X-ALD z plazmy nebo séra. Moser
a kolegové zavedli diskriminaéni funkci zaloZenou na métfeni C26:0 a dvou pomérech
C26:0/C22:0 a C24:0/C22:0, aby se zlepsil rozdil mezi hodnotami ziskanymi u pacientl s X-
ALD a kontrolnich muzi a zen. ZvySené hladiny kyseliny cerotové (C26:0) se nachézeji
v celkovém referenénim rozmezi 0,15-1,9 pmol/l, hodnoty poméru C24:0 / C22:0 jsou
v celkovém referenénim rozmezi 0,32-1,19 pumol/l a hodnoty poméru C26:0 / C22:0 jsou
v referencnim rozmezi 0,0-0,03 umol/l a jsou pouzité pro diagnostické ucely. Vyuzivané;si
alternativou  pro  stanoveni VLCFA je pouziti  1-hexykosanosyl-2-lyso-sn-3-
glycerofosfatidylcholinu ve vysuSenych krevnich skvrnach. Hodnoty VLCFA jsou ¢astecné
ovlivnény soucasnou stravou, napiiklad ketogenni ¢i vegetarianskou, pfiCemz vegetariani
mohou potencidlné¢ vykazovat zvySené hodnoty. U velkych skupin pacienti s X-ALD,
s klinickou diagnézou X-ALD a u zdravych jedinct byly diive méfeny hladiny VLCFA.
Referencni rozsahy se vSak zna¢né lisili, naptiklad hodnoty u kyseliny cerotové (C26:0) byly
0,66 + 0,38 umol/l, 1,3 + 0,4 umol/l a 0,3-1,9 umol/l a pro pomér C26:0 / C22:0 byly uvedené
referen¢ni rozsahy 0,01 £ 0,02 pmol/l, 0,02 + 0,025 pmol/l a 0,02-,025 umol/l. Referen¢ni

hodnoty vSak nejsou optimalni pro hodnoceni vysledki, protoZe podle definice méa 2,5 %
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zdravych kontrol hodnoty vyssi nez dvé standardni odchylky. To znamend, Ze u vSech 1000

testovanych kontrol mélo 25 jedincti zvySené hodnoty VLCFA. [16, 77]

Tabulka 1. — Referencni rozmezi hodnot VLCFA u pacienti s X-ALD

Reference Moser (1999) Ronghe Horn (2013) Martinez (1994)
(2002)
Pacienti n=1034 n=379 (het. n.r. n.r. n=26
(hemi. muz) Zena)
C26:0 2,98+0,34 1,77+1,01 n.r n.r. 4,9+£2 4

[pmol/l]

Pomér C24:0/ 1,4940,45 1,09+0,34 nr n.r. 1,484+0,31
C22:0

Pomér C26:0/ | 0,07+0,04 0,03+0,02 nr n.r. 0,07+0,03
C22:0

ABCD1 Netestovano Netestovano Casteéné Netestovano

mutace testovano

Kontroly n=11,048 n=7331 n.r n.r. n=27 n=4

muz zena omni.
(muz) (Zena) ( ) (veg)
C26:0[umol/1] 0,66+0,38 0,66+0,38 0,33-1,39 0,3-1,0 1,3+0,4 2,24+0,9
C24:0/C22:0 0,86+0,22 0,85+0,20 0,32-0,90 0,49-0,91 0,82+0,08 | 1,08+0,11
C26:0/C22:0 0,01+0,02 0,01£0,01 0,0-0,03 0,006-0,021 0,02+0,01 | 0,02+0,01
Reference Streck Stellaard Morell Lagerstedt
(2000) (1990) (20101) (2001)

Pacienti n.a n.a. n.a n=1 Celkovy rozsah
C26:0[pmol/1] n.a n.a. n.a 2,6 [0,76-7,30]
Pomér C24:0/ n.a n.a. n.a 1,46 [0,75-1,94]

C22:0
Pomér C26:0/ n.a n.a. n.a 0,04 [0,01-0,11]
C22:0

ABCD1 n.a n.a. n.a Netestovano

mutace

Kontroly n=22 n=21 n.r n=43 Celkové referen¢ni

rozsahy
C26:0 0,15-0,39 0,22-1,31 0,3-1,9 0,3-1,3 [0,15-1,9] s veg.
[pmol/l] [0.28-3.1]
C24:0/C22:0 0,66-0,94 0,32-1,19 0,3-1,1 n.r. [0,32-1,19] s veg.
[0,28-1,19]
C26:0/C22:0 | 0,005-0,012 | 0,003-0,021 0,02-0,025 n.r. [0-0,03]

Tabulka uvadi referen¢ni rozmezi hodnot VLCFA, které byly dfive publikovany pro dospélé pacienty s X-ALD (horni

polovina) a zdravé kontroly (dolni polovina), sloupce znazoriiuji riizné publikace. Referenéni rozsah byl vypocitan s pouzitim
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+ SD (standardni odchylka) a poté ze vSech referen¢nich hodnot vzdy nejnizsi a nejvyssi hodnota. Hemi. jsou hemizygotni,

het. jsou heterozygotni, n.a. nepouzitelné, n.r. nenahlaseno, veg. strava je vegetarianska, omni. je normalni. Pfevzato z [5]

Hladiny VLCFA ve vzorcich u pacientii s X-ALD jsou zvysSené. Referencni rozmezi u
kyseliny cerotové (C26:0) je 0,15 - 0,91 pmol/l, referen¢ni rozmezi kyseliny behenové (C22:0)
¢ini 30,5 — 97,7 umol/l a kyseliny lignocerové C24:0 ¢ini 24,4 — 69,9 umol/l, dale referenéni
rozmezi poméru C26:0 / C22:0 je 0,00-0,022. [16, 78]

Tabulka 2. - Hladiny VLCFA a plazmatického cholesterolu u pacientii s X-ALD

pomér
C22:0 C26:0 C24:0/
Vék Zena | muz [pmol/l] | C24:0 [pmol/l] | [pmol/1] C22:0
Piipady s X-ALD | 45,8+£21,0 56,45£13,71 | 80,99+20,82 | 2,44+1,11 | 1,46+0,25
(n=34) (2-77) 11 23 | (37,3-93,3) | (48,24-121,91) | (0,25-4,10) | (0,95-2,04)
43,6233 52,75€11,46 | 83,29+20,68 | 2,79+0,91 | 1,55+0,21
muZzi 2-77) 23 | (37,3-83,1) | (48,24-121,91) | (0,95-4,10) | (1,09-2,04)
50,5+15,3 63,86+£15,34 | 76,38+21,29 | 1,75+1,18 | 1,254+0,20
Zeny (24-66) 11 (43,4-93,3) | (49,70-113,88) | (0,25-3,75) | (0,95-1,61)
ZvySené VLCFA
bez ABCD1 56,1+10,8 99,30+£2729 | 90,42+15,48 | 0,99+0,58 | 0,96+0,21
mutace (n=15) (37-79) 8 7 1(33,4-109,5) | (48,23-116,93) | (0,33-2,65) | (0,66-1,42)
celkovy celkovy
pomér C26:0 | cholesterol triglyc. LDL
/ C22:0 [mg/dl] [mg/dl] HDL [mg/dl] [mg/dl]
Piipady s X-ALD | 0,044+0,020 | 2044453 | 112,2+50,4 54,8+13,8 142,2+39,5
(n=34) (0,005-0,082) | (129-281) (43-255) (28-90) (67-207)
0,052+0,017 | 196+39,4 | 113,9+54,2 50,0£10,7 144,3+36,1
muZzi (0,019-0,082) | (129-253) (43-201) (28-21) (81-207)
0,025+0,013 | 2194+54,7 | 109,0+46,4 63,1154 138,7+47,6
Zeny (0,005-0,044) | (135-281) (69-200) (46-90) (67-187)
Zvysené VLCFA
bez ABCD1 0,011+0,006 | 286+91,6 |322,7+433.4 58,7+15,9 152,2+34,2
mutace (n=15) |(0,003-0,024) | (198-514) | (60-1501) (31-86) (102-215)

Tabulka zobrazuje hladiny VLCFA a plazmatického cholesterolu u pacienti s X-ALD a zvySené pfipady VLCFA bez mutace

ABCDI1 genu. Data jsou uvedena jako primeér + standardni odchylka, coz se jedna o rozsah maximalni — minimalni hodnota.

Prevzato z [5]

3.8. Terapie

U onemocnéni X-vazanou adrenoleukodystrofii neni dostupnd zadna kauzalni 1écba.
Doposud jsou aplikované jen terapeutické moznosti jako je dietni, farmakoterapeuticka,
imunosupresivni 1écba, transplantace krevni dfené a genova terapie. Urceni formy 1écby u

pacienti s X-ALD neni jednoduché urcit, pouze u nadledvinové nedostateCnosti je vzdy
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indikovéna substitu¢ni terapie kortikoidy. Prvni lécba X-ALD spocivala v omezovani poziti
VLCFA. Tato strava vSak dostate¢n¢ neuspéla, protoze VLCFA se také produkuji endogenné.
Byla navrZena dieta kombinujici omezeni VLCFA a poziti mononenasycené kyseliny olejové
(GTO), kterda méla snizit koncentraci C26:0 o 50 % do 4 mésicti u pacienti s X-ALD. Pot¢ se
prokézalo, ze smés kyseliny mononenasycené kyseliny erukové (GTE) s glyceroltrioleatem
(GTO) v poméru 4:1, nazyvany Lorenzo’sOil, kombinovany s omezenou stravou VLCFA,
normalizuje hladiny plazmy C26:0 do jednoho mésice. Lorenziiv olej je pojmenovan po
pacientovi Lorenza Odone, jehoz rodi¢e zahdjili vyvoj tohoto terapeutického pfistupu.
Terapeutické studie s olejem GTO-GTE byly provedeny po celém svété a zahrnovaly vice nez
500 pacientti. Po nékolika letech studie byla zpochybnéna u¢innost 1écby Lorenzovym olejem,
protoZe jeho 1é¢ba nezabranila progresi jiz existujicich neurologickych p¥iznaki. Uginnost této
terapie u pacientii s X-ALD je stale spornd, ale i tak je stale vyuzivana ke snizeni VLCFA hladin

v plazmé¢ pacientii s X-ALD. [17, 20, 23, 53]

3.8.1. Lorenzuv olej

U asymptomatickych pacientti s X-ALD se doporucuje nejéastéji 1é¢ba Lorenzovym
olejem, coz je smé&s gylcerolu-trioleatu s glycerolem-trierukatli v poméru 4:1, soucasné s dietou
s nizkym obsahem lipidii. Dochazi ke sniZeni ke sniZeni hladin koncentrace VLCFA v plazmé,
ale neovliviiuje postihnuté tkédné, tedy nezabraiiuje neurologickym pfiznakim.
Trombocytopenie je nezadoucim u¢inkem u 1é€by s Lorenzovym olejem a je pozorovana u 50
% pacientii s X-ALD. U asymptomatickych jedincii dochézi béhem 1é€by s Lorenzovym olejem
ke klinické stabilité. Bylo sledovéano, Ze u asymptomatickych jedinct dietni 1écba udrzela
mirnou neurologickou abnormalitu dlouho dobu stabilni. V¢asné podani Lorenzova oleje
snizuje frekvenci a zdvaznost naslednych neurologickych nedostatkti. Jakmile jiz proces zacal,
Lorenziiv olej bohuZel nezastavi demyelinizaci mozku. U terapie s Lorenzovym olejem
poskytuje smés GTO-GTE zhruba 20 % celkového kalorického ptijmu, coz je zhruba 2-3 ml /
kg. Dalsi zdroje tuku poskytuje 10-15 % celkového kalorického piijmu. Jako dopliiky stravy
jsou poskytnuty esencidlni mastné kyseliny, vitaminy a mineraly. Pocet krevnich desticek,
funkce jater a elektrokardiogram jsou monitorovany. U vice jak 80 % asymptomatickych
pacientli s X-ALD, ktefi dodrzuji dietu se vyznamné sniZily nebo normalizovaly hladiny
plazmatické koncentrace VLCFA. Lorenzlv olej vyZaduje ptisné dodrzovani nizkotu¢né stravy
s jeho implementace je pro pacienty Casto obtiznd. Lorenziv olej se mu smichat s dzusem,
nizkotuénym jogurtem, pudinkem nebo mlécnym koktejlem pro lepsi chut’ a jednodussi podani
détem. Pii zahajeni 1€cby Lorenzovym olejem jsou davky postupné zvySovany, doporucuje se
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denni davku si rozd€lit po ¢astech, ale samoziejmé¢ mize byt pfijata najednou. Pro obecné
omezeni VLCFA je doporuceny konzumace netu¢nych mléénych vyrobk, libové hovézi maso
a vepiové, kufe bez kiize a nizkotu¢né ryby a k tomu samoziejmé ovoce a zeleniny. Mezi
omezujici faktory pfi 1écbé Lorenzovym olejem u mnoha pacientl patii nevolnost a zvraceni.

V priibéhu celé 1€cby je potieba peclive sledovat pocet krevnich desticek. [20, 23, 53, 54]

3.8.2. Imunosupresivni lé¢ba

Imunosuprese se poddva za ucelem zni¢eni nebo snizeni mozkové zanétlivé reakce,
ktera je spojena w rychle progresivnimi mozkovymi formami onemocnéni. Rozsah zédvaznosti
bilych zmén v cerebrdlni formé onemocnéni koreluje s mozkovou zanétlivou odpovédi
zprostiedkovanou dosud nezndmymi cytokiny nebo imunitnimi mechanismy. VSechny dosud
provedené terapeutické studie k upravé zanétlivé odpovédi neodhalily relevantni klinicky
pfinos P-interferonu, cyklofosfamidu, cyklosporinu, imunoglobulint, pentoxifyllinu a
thalidomidu. Lécba cerebralni formy imunosupresivy s tvahou ovlivnit zdpalovou slozku
procesu, a to vysokymi davky cyklofasfamidu, thalomidem a dal$imi nepfinesli o¢ekavané

zlepseni u pacientd s X-ALD. [17, 20, 23, 25]

3.8.3. Transplantace kostni diené

Mezi terapeutické postupy, které vedou k nejlepSimu efektu je transplantace kostni
diené€ a hematopoetickych kmenovych bunék. Prvni transplantace kostni diené u pacienta s X-
ALD byla popsana v roce 1984. Mozkové makrofagy pacienti s X-ALD nejsou schopny
odstranit a degradovat VLCFA, a proto pokracuje zanétliva reakce. Mozkové makrofagy
odvozené zkostni diené od darce snormalni funkci peroxizoml jsou schopné zastavit
mozkovou ¢innost demyelinizace. Bylo prokazano, Ze transplantace kostni dfené zvratila nebo
stabilizovala abnormality na mozkové MRI a mize vest ke stabilit¢ duSevnich schopnosti.
Hematopoetické bunky odvozené z kostni difené¢ mohou vstoupit do centralni nervového
systétmu. Mohou tedy tvofit perivaskularni makrofagy a mohou podstoupit transformaci na
mikroglidlni bunky. Darcovské bunky tedy slouZi jako exogenni zdroj korekénich faktord.
Dércovské buniky mohou mit schopnost odbouravat VLCFA, nebo mohou poskytovat piiznivou
modifikujici latku k prevenci forem mozkovych chorob a mozna i AMN. Trvalé §tépeni bun€k
kostni dfené poskytuje trvale obnovitelny zdroj napravnych faktori, které mohou zastavit
patologii mozku u pacientii s X-ALD. Protoze mozkova X-ALD je progresivni poruchu, proto
1ze u vSech pacientt s demyelinizaci o¢ekavat dalsi poSkozeni myelinu, nez dojde ke stabilizaci

po transplantaci kostni dfené. VéEtSina pacientd, u kterych byla provedena transplantace kostni
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drené, se zlepsili nebo stabilizovali, tedy pokud piezili. Pro nejvhodnéjsi indikaci kostni dfené
je optimalni, kdyz ma pacient s X-ALD 1Q nejlépe vyssi 80, protoze se zda obtizné
normalizovat hladinu IQ po transplantaci kostni dien¢. U mladSich pacientti je vyssi riziko
vzniku rychle progresivni formy onemocnéni. Piestoze transplantace kostni dien¢ ma stale
relativné vysoké riziko imrtnosti v souc¢asné dob¢ patii mezi jednu z trvalych 1éceb. Pokud je
uspésna a zda se byt vhodnou 1écbou pro pacienta, u nichz je prokazano velmi rané postizeni
mozku a pro které je k dispozici vhodny darce, jednd se tedy o trvalou lécbu. Identifikace
presymptomatickych pacientdi, sériové a peclivé sledovani neuropsychologické a
neuroradiologické studie jsou nezbytné pro zlepsSeni vysledkt transplantace kostni diené pro

pacienty s X-ALD. [20, 23,25,43, 57]

3.8.4. Genova terapie

Genova terapie je slibnym kandidatem u pacientd s X-ALD, protoze stav pacienta lze
diagnostikovat roky pfed nastupem neurologického poskozeni. Gel byl izolovan a bylo
prokazéano, ze lze opravit defekt v metabolismu VLCFA v bunikdch X-ALD. Terapeuticky
uspéch transplantace kostni dfen¢ u pacient s X-ALD ukézal, Ze onemocnéni lze vylécit
nahrazenim vadnych hematopoetickych kmenovych bunék pacienta geneticky normalnimi
kmenovymi buitkami jiného jedince. Hlavnim impulsem pro rozvoj somatické genové terapie
je ¢asto marné hledani vhodné sladéného darce. Jednou z moznych strategii je ablace kostni
dfené¢ nasledovana autologni transplantaci s geneticky korigovanymi hematopoetickymi
buiikami vlastni kostni dfen¢ pacienta. Experiment ukazal, Ze zprostiedkovany pienos
retrovirusovym transferem cDNA koédujici ALDP  obnovil peroxizomalni B-oxidaéni
metabolismus ve fibroblastech pacientli s X-ALD a hematopoetickych kmenovych butikach, a
praveé tim zacalo klinické hodnoceni, ale stale neni dostatek udaji o genové terapii. Dale je
vyuZzivana u pacientli s X-ALD farmakologicka genova terapie, kdy ABCD2 koédujici ALDRP
je nejblize ptibuzny peroxizomalni transportér ABC, ktery sdili 66 % aminokyselinovou
identitu s ALDP. Po nadmérné expresi miize ALDPR funkéné kompenzovat nedostatek ALDP
u X-ALD fibroblasti. Endogenni hladina ALDPR vsak neni dostatecna k prevenci X-ALD.
Proto farmakologicka stimulace ABCD2 exprese byla zamétena jako alternativni terapeuticka
strategie pro X-ALD, vyzadujici podrobné znalosti o tom, jak ABCD2 gen je transkripcné
regulovan. [20, 23, 25]
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3.8.5. Pioglitazon a leriglitazon

Pioglitazon je 1écivy piipravek, ktery se jiz nékolik let pouziva pii lécbé diabetu.
Predpoklada se, ze bude vhodny k terapii u pacienti s ALD, funguje pfipojenim a aktivaci
receptord nazyvanych ,,PPAR gama receptory®, které¢ se nachézeji uvnitt nervovych bunék.
Pioglitazon by mél chranit nervové buiky pfed poskozenim, zlepSuje funkce mitochondrii

v nervovych bunkach. Ocekava se, ze 1écba pioglitazonem zpomali progresi onemocnéni. [34,

35]

Leriglitazon je novy oralné biologicky dostupny selektivni agonista PPAR gama
s potencialnim profilem indikovanym pro onemocnéni CNS. Je to metabolit pioglitazonu a ma
prokazanou dostatecnou penetraci mozku a ptiznivy bezpecnostni profil u lidi. Leriglitazon
aktivaci PPAR gama moduluje expresi genti zapojenych do mitochondridlni biogeneze, a proto
obnovuje ztracenou energetickou rovnovahu, snizuje oxidac¢ni stres a obnovuje mitochondridlni
funkci zplsobenou akumulaci VLCFA. ZvySuje expresi genl zapojenych do diferenciace
oligodendrocytli podporujici remyelinaci piezivanim a moduluje hladiny neurotropinu, coz
vede ke zlepseni pteziti neurontl. Leriglitazon také interaguje se zanétlivou cestou aktivni v X-
ALD, snizenim aktivace makrofagli a nasledné neurozanétem. Také snizuje adhezi monocyti
k endotelovym bunikdm hematoencefalické bariéry. Leriglitazon je velkou nadé&ji pfi terapii u

pacientli s X-ALD. [72, 73]

3.8.6. Hormonalni substituéni lé¢ba

Hormonalni substitu¢ni 1é€ba nadledvin u pacienti s X-ALD by méla byt povinna,
protoZze mize byt zivot zachrafiujici. Primarni adrenokortikalni nedostatecnost je pfitomna u
vice nez 70 % pacientl s X-ALD. Hormonalni substituce prospivd endokrinnimu stavu a
obecné zlepsuje silu a pohodu, ale neurologicky stav se vyznamné neméni. U hormondlni
substituéni 1é¢by dostavaji dospéli pacienti s X-ALD davku 25 mg kortizonacetatu nebo 20 mg
hydrokortizonu rano a druhou davku 12,5 mg ¢i 10 mg v pozdnich odpolednich hodinach. U
détskych pacientii je podano 5 az 10 mg za 24 hodin. V ptipadé psychického stresu a béhem
fyzické zatéze by méli pacienti davku glukokortikoidu zvysit. [17, 23, 58]

3.8.7. Lovastatin

Ubytek bun&ného cholesterolu je bud’to vy&erpanim nebo 1é¢bou snizujici cholesterol,
kterou umoziiuje 1€k lovastatin a ten také normalizuje akumulaci VLCFA v lidskych
fibroblastech u pacienti s X-ALD. To poukazuje na ziejmy vztah mezi degradaci VLCFA a
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hladinami cholesterolu. Experimentaln¢ bylo zjisténo, ze lovastatin zvySuje oxidaci C24:0 v
kultivovanych fibroblastech u pacientii s X-ALD. Lovastatin se zdal prospéSnym v terapii X-
ALD, protoze snizoval plazmatické hodnoty VLCFA u pacienti s X-ALD. Ve srovnatelné
klinické studii s pouzitim simvastatimu, ale neprob¢hla normalizace VLCFA u pacientii s X-
ALD. Za odlisny vysledek jsou povazovany rozdily v designu studie nebo v pouziti jiného
statinu. Inhibitory HMG-CoA reduktdzy (statiny) byly studovany jako alternativni strategie
vlastnosti. Ackoli se pivodné myslelo, ze lovastatin snizuje VLCFA v priibéhu ¢tyitydenniho
obdobi u pacienti s X-ALD, tyto vysledky nebyly aplikovany a byly dale zpochybnovany
studiemi vyuzivajici jiné statiny bez u¢inku. Byla provedena randomizovana studie, dvojité
zaslepend placebem, zkiizend s poddnim Lovastatinu v davce 40 mg jednou denné. Byly
méfeny hladiny kyseliny hexakosanové (C26:0) v plazmé, castice lipoproteini s nizkou
hustotou (LDL), lymfocyty, erytrocyty a plazmaticky LDL cholesterol po dobu 22 tydnt 1éCby.
Bylo zjisténo, ze lovastatin vede k malému poklesu hladin C26:0 a C24:0 v plazmé, jedna se
tedy o nespecificky vysledek. Tato studie tedy poukazala na to, Ze by lovastatin nemél byt
pfedepisovan jako 1écba ke sniZeni hladiny mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem u
pacientd s X-ALD. Nadale probihaji dalsi studie a vySetfeni, aby bylo objasnéno, zdali je
lovastatin pfinosnou terapii u pacientil s X-ALD. [23, 54, 58, 59,]

I kdyz se v soucasné dobé terapie zlepSuje, nese stdle sva rizika, jeji dlouhodoba
ucinnost neni prokazana. Prevence zlistavd nejvyS$$i prioritou a toho lze dosdhnout
prostfednictvim genetického poradenstvi. Analyza mutaci spolehlivé identifikuje heterozygotni
zeny s X-ALD a analyza by méla byt nabizena v§em zenam, které jsou v ohroZeni. Prenatalni

diagnoza kombinuje biochemickou, imunologickou a DNA analyzu, ktera je spolehliva. [58]

3.9. Dietni terapie

Dietni terapie je uréend k omezeni pfijmu mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem u
pacientll s X-ALD. Dietni terapie vyzaduje peclivy dohled multidisciplinarniho tymu vcetné
odbornika na vyzivu, ktery zajisti, ze hladiny VLCFA budou snizeny a tato nutri¢ni rovnovaha
musi byt zachovana. Dietni terapie byla zahdjena v roce 1980, po zjisténi, Ze ordln€¢ podana
znacena kyselina cerotova (C26:0), se hromadi v mozku u nevylécitelné nemocného pacienta
s adrenoleukodystrofie. Bylo tedy prokazano, ze akumulace VLCFA je alespoii ¢astecné ve
strave. Dieta snizujici ptijem potravin bohatych na VLCFA vSak nedokézala snizit plazmatické

koncentrace nasycenych mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem. Na koZnich fibroblastech
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ziskanych od pacienti s X-ALD byla prokazana biosyntéza VLCFA. Kyselina olejova,
mononasycend mastna kyselina inhibuje systém prodluzovani mastnych kyselin, ¢imz se
narusuje biosyntéza VLCFA. Normalizace plazmatické koncentrace VLCFA je dosazeno, kdyz

dietni omezeni je kombinovano s peroralnim doplnénim Lorenzova oleje. [20, 33, 43, 53, 55]

Omezeni piijmu kyseliny cerotové (C26:0) je az 3 mg denné, ve srovndnim s obsahem
12-40 mg C26:0 v obvyklé straveé. Pfi dietni terapii je doporuceno aby 30-35 % kalorii
pochazelo z tuku, z toho je 20 % z Lorenzova oleje, 5 % ofechového oleje a 10 % z ostatnich
dietnich tukti. Dosazeni nizkého pfijmu je pozadovano omezeni tu¢nych potravin, smazenych
potravin a plnotu¢nych mléénych vyrobki. Potraviny, které jsou bohaté na VLCFA a jsou
nevhodné u pacientl s X-ALD jsou napfiiklad rostlinné oleje z arasidi, kukufice, sezamu, poté
mastné ryby a maso, vnéjsi obal ovoce a zeleniny, zrna a ofechy. Potraviny, které jsou bohaté
na nasycené tuky, které jsou taktéz nevhodné jsou naptiklad mléko a mlééné vyrobky, maslo,
mastné maso, zloutek, rostlinné oleje a primyslové pecivo. Je doporuc¢eno konzumovat
potraviny s nizkym obsahem VLCFA jako je naptiklad libové dribezi, hovézi, teleci, maso,
dale nizkotu¢né mléko a mlééné vyrobky (nizkotuéné i polotucné jogurty, tvaroh, tvarohové
syry se snizenym obsahem tuku, tvrdy syr (20 % tuku), zakysané¢ mlé¢né népoje), syrové ovoce
a zelenina bez slupky, bilek od vejce, vhodna je zitna, jena, pSeni¢na a jahelna mouka. Strava
je doplnéna také multivitaminy, mineraly a dal§im zdrojem esencidlnich mastnych kyselin, a to
kyselinou linolovou a linolenovou, které se nachazeji naptiklad v Safranovém, vlaSském oleji a

rybim oleji. [53, 55, 56, 58]

Tabulka 3. — Obsah mastnych Kyselin v olejich a tucich v % z celkovych mastnych kyselin

Tuk nebo olej SFA MUFA PUFA
MIécny tuk 53-72 26-42 2-6
Sadlo 25-70 37-68 4-18
Kokosovy tuk 88-94 5-9 1-2
Kakaové maslo 58-65 33-36 2-4
Hovézi tuk 47-86 40-60 1-5
Olivovy olej 8-26 54-87 4-22
Sojovy olej 14-20 18-26 55-68
Slunecnicovy olej 9-17 13-41 42-74
Repkovy olej 5-10 52-76 22-40

MV vy

Slozeni mastnych kyselin v nejbéznéjsich olejich a tucich v % z celkovych mastnych kyselin. SFA (nasycené
mastné kyseliny), MUFA (mononenasycené mastné kyseliny), PUFA (polynenasycené mastné kyseliny). Prevzato

z[6]
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Tabulka 4. — Obsah C26:0 v béZnych potravinach mg na 100 g.

Obsah €26:0 v potravindch [mg/100 g)
Namérené hodnoty
Skupina potravin Potravina €26:0 (mg/100 g)
Masla a oleje Aragidové maslo 63,46
Maslo 34,87
Kukufiény olej 24,63
Slunecnicovy olej 8,14
Majonéza 6,26
Oiechy a seminka Arasidy 115,329
Sezamove seminka 18,504
Miéko a mlécné produkty | Zrajici syr 16,42
Zmrzlina 5,987
Jogurt 1,61
Mléko 0,381
Piilohy Bili chléb 4,064
Bila ryie 2,385
Maso Kufeci kiize 2,458
Hovézi s tukem 1,06
Veprove s tukem 0,638
Ryby Makrela 0,95
Turiak 0,227
Ovoce a zelenina Banan 1,79
Rajée 0,038
Pochutiny Bramborové chipsy 9,64
MIééna cokolada 6,19

V tabulce jsou znazornény naméiené hodnoty C26:0 v béznych potravinach v mg na 100 g. Pievzato z [7]

4. CHROMATOGRAFIE

Chromatografie patii mezi separacni techniky a je povaZzovdna za jednu
z nejvyznamnéjSich technik. Jednotlivé sloZky jsou stanoveny kvalitativné a kvantitativné.
Chromatografické metody déli slozky smési na zaklad¢ jejich rozdilnych vlastnosti. Vyuziva
se déleni slozek mezi 2 fazemi, staciondrni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi.
Chromatografickym systémem se pohybuje mobilni faze a vzorek prevadi do stacionarni faze,
tim nastdvd separace analytu, kdy se jednotlivé casti analytu uchyti ve stacionarni fazi.
Stacionarni faze mize byt tvofena pevnou latkou nebo kapalinou, ktera je zachycena na nosici.

Mobilni faze mlze byt tvotena kapalinou ¢i plynem. [60, 61]

Je nékolik druhy chromatografie, mezi nejjednodussi metody spada papirova a
tenkovrstva chromatografie, dale jsou metody, které vyuzivaji ndkladné;si zatizeni, zde spada
plynova nebo vysokoucinnd kapalinova chromatografie. VSechny typy chromatografickych
metod vyuZzivaji stejné zékladni principy. Dnes jsou pouzivany specialni metody, jako je
chromatografie afinitni, ionexova a gelova permeacni, ale také klasické, kam spada adsorpcni

a rozd€lovaci chromatografie. K diagnostice koncentracnich hodnot VLCFA v plazmé,
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zejména kyseliny hexakosanové (C26:0) je vyuzivana plynova chromatografie a také
chromatografie na tenké vrstvé. Lipidy jsou také chromatograficky identifikovany. Kdy
dochazi k separaci slozek lipidii a nejcastéji pro diagnostiku lipidi je vyuzita tenkovrstva

chromatografie. Derivatizace je velmi diilezita pii plynové chromatografii. [60, 61]

4.1. Derivatizace

Derivatizace zvySuje citlivost, rozliSeni, umoziuje detekci a separaci latek. U plynové
chromatografie je deprivatizace nezbytna. Nejen ze umozni detekci a separaci, ale také zamezi
nezadouci sorpci latek na koloné. Derivatizace je pokolonova, kdy nejsou provedeny zmény
v chromatografickém procesu a také pfedkolonova deprivatizace, ktera umoziluje zmény
v chromatografickém procesu. Cilem deprivatizace je dosazeni kvalitnich novych vlastnosti u
separovanych latek, které umoziuji separaci. U chromatografickych technik jsou vzdy jiné
pozadavky na pfipravené derivaty. V kapalinové chromatografii s ploSnym uspofaddnim je
pozadovano, aby plvodni latky byly té€kavéjsi, nez vznikajici derivaty u plynové

chromatografie je tomu naopak a vzniklé derivaty jsou t¢kavéjsi néz pocatecni latky. [63, 64]

U plynové chromatografie umoZznuje derivatizace pfipravit methylestery mastnych
kyselin (FAME). FAME jsou pfipraveny bazicky ¢i kysele katalizujici esterifikaci. U
derivatizace jsou pouzita derivatiza¢ni ¢inidla. U methanolyzy, ktera je bazicky katalizovana je
nejcastéji pouzito KOH nebo NaOH. Kysele katalyzovana esterifikace ¢asto vyuziva HCI, dalé
pak H2SO4 a BFs. [62]

4.2. Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je velmi i€innd chromatografickd metoda. Hlavni vyhodu
této separacni metody je jeji jednoduchost, nizk4 cena a flexibilita. Princip této metody je
zaloZen na rozdéleni smési na jednotlivé slozky, a to v dusledku jejich odliSnych interakci se
sorbetem. Na pevné podlozce je v tenké vrstvé nanesen sorbet (stacionarni faze). Mobilni fazi
je organické rozpoustédlo o idealni polarité, naptiklad hexan, aceton nebo metanol. Tenka
vrstva staciondrni faze je bud’to fixovana nebo volné€ vysypana sorbetem. Jako stacionarni faze
je vyuzivan predevsim silikagel (sulfol), alufol (Al>O3), celulosa, také nékteré polyamidy a
kiemeliny. Vrstvy jsou vytvofeny rozmisténim suspenze sorbetu ve vodé a pfipraveny na
vhodnou podlozku, nejéastéji je vyuzito mikroskopické podlozni sklicko, hlinikové folie ¢i
plastova folie. Tenkd vrstva je fixovana za pouziti vhodného pojiva, nejcastéji je pouzivan skrob

a sadra. [60, 65]
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Chromatografie za¢ind az po Uplném vysusSeni nalité vrstvy. Zkoumany vzorek je
pomoci kapilary ¢i automatického aplikatoru nanese v tenké vrstvé na oznacenou startovaci
¢aru na podlozni sklicko ¢i hlinikovou folii. Je mozné soucasné stanovit i nékolik vzorka, ty
jsou naneseny v dostate¢né vzdalenosti vedle sebe na startovaci ¢are. Po nasledném zaschnuti
nanesenych vzorki se desticka vlozi do vyvijeci komory, kde je rozpoustédlo. Naneseny vzorek
nesmi byt ponofen v kapaling, ale aby vzlindnim postoupilo rozpoustédlo do urovné startovaci
¢ary. Rozpoustédlo vzlina silikagelem vzhlru, mobilni faze pii vzlinani pfichazi do kontaktu
s latkami ve skvrné a dochdzi k separaci na povrchu desticky. Po dobu vzlinani rozpoustédla,
musi byt chromatografickd komora tésné uzaviena, aby nedoslo k uniku par, které jsou schopné
nepiizniveé ovlivnit pribéh separace. Separace je ukoncena zhruba kdyz mobilni faze je 1-2 cm

od okraje desticky. [60, 61, 66]

Po ukonceni separace se desti¢ka s tenkou vrstvou vytahne z vyvijeci komory a nastava
vyhodnoceni chromatogramu. U vyhodnoceni barevnych latek je poloha ziskané stopy pfimo
vidét, ptipadné vice stop, kdyz se jedna o smés vice barevnych latek. Pokud jsou latky bezbarvé,
musi se jejich stopy zviditelnit detekci. V ptipadé pouziti silikagelu nebo oxidu hlinitého, ktery
je volné sypany nebo fixovany na vrstvé se sadrou, tak se da vyuzit vypalené vrstvy na
elektrickém vafici. Dochédzi ke zhnédnuti v mistech s organickou netékavou latkou. Pred
vypalenim se také vyuZiva postiik vrstvy 10 % HzSOs, ktery urychli a zvyrazni proces.
V ptipadé, Ze je pouzit Skrob jako pojivo, tato metoda se nedd vyuZit, jelikoz pfi vypalovani
ztmavne celd plocha desticky. Detekce se provadi 1 ozafenim UV svétlem po pouziti
adsorbentti, které obsahuji fluorescen¢ni indikator. Tmavé skvrny na svétlém pozadi se objevi
v pfipadé€, Ze skvrny obsahuji latky absorbujici ultrafialové zareni. V pfipadé€, Ze analyzované
latky neabsorbuji ultrafialové zafeni lze vyvinutou desti¢ku postiikat roztokem morinu a po
nasledném usuSeni se skvrny identifikuji pod UV lampou a na fluoreskujicim pozadi se

zobrazuji odlisné barvy. [60, 65, 66]

U analyzy na tenké vrstvé, urCuje vzdalenost skvrny polarita latky a také polarita
rozpoustédla. Latky, které jsou polarné;si se vice zadrzuji polarnimi skupinami stacionarni faze.
V¢étsi vzdalenost urazi latky o dané polarité, jestlize se pouzije rozpoustédlo o vyssi polarite.
Tvar a vzdalenost skvrny je také ovlivnéna rozpustnosti latek v mobilni fazi. Latka urazi na
vyvijeci destiCce za pouziti vhodného rozpoustédla vzdalenost, kterd je nepifimo Umérna

polarité latky a je udana pomoci retardac¢niho faktoru Ry (retencniho). Jedna se o bezrozmérnou

46



veli¢inu, kterd je také ddna rovnici, kdy retardacni faktor je ddn pomérem vzdélenosti stiedu

skvrny od startu a vzdalenosti od startu po konev vzlinani. [60, 65]
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Obrazek 5. — Tenkovrstva chromatografie. Vyhodnoceni chromatogramu a rovnice retarda¢niho faktoru Rr.

Ptevzato z [8]

4.3. Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda, ktera déli smeési latek s rozdilnym bodem
varu a rozdélovacim koeficientu. Dochdzi k rozdélené koncentraci analytu mezi mobilni fazi
(nosny plyn, eluent ¢i inertni plyn) a stacionarni fazi (sorbent) pfi soucasné adsorpci a
rozpousténi. Mobilni fazi tvofi plyn a jako zdroj jeho pohybu je vyuZit tlakovy spad, pficemz
stacionarni faze je clen€na v kolon&. Plynovd chromatografie vyuZziva kvalitativni a
kvantitativni vyhodnoceni analytu, pficemz cely prubéh je sledovan méficim zafizenim.
Plynovy chromatograf je slozen ze zdroje nosného plynu, regula¢niho systému, davkovace,

pece, kolony, detektoru a také vyhodnocovaciho zatizeni. [66, 67]

Vzorek je davkovan do proudu plynu, kde je dale unasen kolonou. V ptipad¢ tuhého
vzorku je provedeno rozpusténi v t€kavé kapaliné a latky, které maji vysoky bod varu jsou
pfevedeny na derivaty. Vzorek je umistén do uzaviené sklenéné lahvicky a je vyhiivan na
zvolenou teplotu. T¢kavé latky prechazeji do plynné faze a oddé€luji se od biologického
materidlu. Plyn je unaSen do kolony kde se slozky separuji podle vazat se na stacionarni fazi.
Slozky, které opusti kolonu jsou indikovany detektorem a jeho signal se vyhodnocuje. Casovy

pribéh signélu urcuje druh a kvantitativni zastoupeni latek ve vzorku. [66, 67]

4.3.1. Nosny plyn

V plynové chromatografii je pohyblivou fazi nosny plyn. Hlavni tlohou nosného plynu
je transport slozek kolonou, pfi¢emz se nosna plyn sam netcastni separa¢niho procesu. Vzorek

je nastiiknut do nastfikové komory, kde je proud nosné¢ho plynu. Nosny plyn pak déale unasi
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pary vzorku do kolony. Nejcastéji je jako nosny plyn pouzivan vodik, dusik, argon a helium.
Pro kapilarni kolony je nejvhodnéjsi helium, jelikoz ma nejvétsi celkovou tcinnost. Pro
vysokorychlostni plynovou chromatografii je nejcastéji vyuzivan vodik. Volba nosného plynu
je velmi diilezita a vyuziva se vhodnych faktora, jako je viskozita, Cistota, reaktivita, a¢innost,
cena plynu a typ pouzitého detektoru. Cistici zafizeni zachycuje vlhkost a neéistoty v nosném

plynu a také z né&j odstrafiuje nezddouci stopy ostatnich plynti. [67, 69]

vyhodnocovaci
zafizeni

davkovac
regulacni
system datektar

g L=

zdroj nosného
plynu

Obrazek 7. - Schéma plynového chromatografu. Pfevzato z [9]

4.3.2. Regulaéni systém

Elektricka regulacni zatizeni reguluji tlak a pritok nosného plynu. Priitok nosného plynu Ize
pomoci regula¢niho systému vhodné nastavit spolecné také s tlakem na koloné€ a splinovacim
pomérem. Bez ohledu na typ nosného plynu, rozmér kolony a teplotu nam regulator prutoku
umoziuje konstantni pritok plynu kolonou a detektorem. Priitok plynu kolonou muze byt
konstantni a z toho divodu je tlak automaticky nastaveny nebo priitok miize byt programove se
ménici. Je nékolik druhl reguldtor, napiiklad regulatory konstantniho vstupniho tlaku,
regulatory konstantniho hmotnostniho priatoku, mechanické regulétory a elektrické regulatory.

[68, 69, 70]

4.3.3. Davkovaci zarizeni

Davkova¢ neboli injektor je vyuzivan k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu.
Provedeni davkovani musi byt rychlé a vzorek musi byt po nastiiku okamzité odpaten. Z tohoto

divodu je nastiikova komoro zahfivana. Davkova¢ musi spliiovat vSechny pozadavky, jako
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napiiklad, Ze vzorek vstupujici na kolonu musi mit co nejmensi objem, nesmi dochazet
k diskriminaci komponent vzorku, nesmi dojit k rozkladu vzorku v ddvkovaci béhem odpateni.
Vzorek je davkovan v objemu 0,1 - 20 pl, pomoci injekéni mikrostiikacky, a to ptes silikonovou
pryz (septum). Pro kapilarni kolony je i takto nepatrnd davka velka, proto se je moci déli¢e toku
jeji urcitd ¢ast spoleéné s nosnym plynem odpousténa a pouze minimalni ¢ast mnozstvi se
dostava do kolony. Je provadéno nékolik metod nastfikovani, napiiklad néstfik do kolony,
nastfik pomoci délice toku a dale nastiik bez délice toku. Dulezity vybér davkovaci metod je
predevsim u kapilarnich kolon, jelikoz se jedna o rozhodujici faktor pro provedeni kvalitni
separace. Pro tenci kapilarni kolony je vyuzivan predevsim nésttik pomoci délic¢e toku, jelikoz

maji malou kapacitu. [67, 70, 71]

4.3.4. Termostat

Pomoci termostatu je dosazeno vysoké teploty, ktera je potfebna pro davkovac, detektor
a kolonu. Vzorek musi byt udrZzovan v plynném stavu, proto je nutna vysoka teplota. Analyza
vzorku je provéadéna pii teplotach mezi 50-300 °C. Kolona je uloZena v termostatu a piedstavuje

také nejveétsi objem celého chromatografu. [71]

4.3.5. Kolony

Kolona tvoii €ast chromatografu, kde je uloZena stacionarni faze. V termostatu je
uloZena kolona a je temperovana na poZadovanou teplotu. Podle vytvofené¢ho teplotniho
programu se teplota béhem analyzy mutze ménit. V koloné dochézi k separaci slozek. Vyssi
ucinnost separace je poskytnuta kolonami s menSim vnitfnim primérem a kolony s vétSim
primérem maji niz§i Gcinnost, ale vyssi kapacitu. V plynové chromatografii je vyuzivano
né¢kolika typt kolen, naptiklad napliové kolony, kapilarni kolony a mikrondpliové kolony. [67,

71]

Napliiové kolony jsou 1-3 m dlouhé trubice s vnitinim priimérem kolony 2 az 3 mm,
jsou naplnéné sorbety (silikagel, alumina) ¢i nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi (oxid kiemicity).
Vyrobené jsou z oceli nebo skla a oproti kapilarnim kolonou maji vyssi kapacitu. Kapilarni
kolony byly dfive vyrabény ze skla a oceli, v soucasné dobé se ptipravuji z taveného kiemene,
ktery je potaZen polyimidem. Jako nosice stacionarni faze vyuzivaji své vnitini stény. Kapilarni
kolony maji vnitini pramér kolon 0,1 az 0,6 mm, délka je v rozmezi 15 az 60 m a kapacita 50

ng az 15ug. Idealni délka kolon je vétSinou 30 m. Vyssi uinnosti je dosazeno pii pouziti
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mensich praimérii kolony, ale naopak je dosazeno nizsi kapacity. U¢innost separace se snizuje

v ptipadé roste-li tloust'ka stacionarni faze a vnitini pramér. [67, 70, 71]

4.3.6. Detektory

vvvvvv

odezva na slozeni a také velka citlivost. Nejmensi postfehnutelny obsah slozky Ize detekovat
citlivéjsim detektorem. Vysoka selektivita pro stanovené analyty je dilezitym pozadavkem u
detektoru. Separované slozky opoustéji kolonu a déale prochazi detektorem. Latky v nosném
plynu jsou detekovany v detektoru, ktery je napojen na zapisovaé. Detektor vysle signal po
pfitomnosti slozky v nosném plynu. V pfitomné slozce je indikovéna urcita vlastnost plynu,
meétend vlastnost mé vztah ke druhu a koncentraci slozek ve vzorku. Pfi plynové chromatografie
se vyuzivd néckolik typt detektoru, napiiklad detektor tepelné vodivostni, detektor

elektronového zachytu a plamenovy ioniza¢ni detektor. [67, 70, 71]

Tepelné vodivostni detektor (TCD) pracuje na principu rtiznych tepelnych
vodivosti plynd. Pies vlakno, které je zhavené konstantnim elektrickym proudem, proudi nosny
plyn. Zména tepelné vodivosti kolem Zzhavého vldkna potvrzuje pfitomnost stanovené latky
v nosném plynu a tim vlakno zméni svou teplotu. Zmeéna elektrického odporu je zpisobena
zménou teploty. Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) je v plynové chromatografii povazovan
za nejrozSitendj$i detektor. Pred vstupem do hotdku se nosny plyn misi s vodikem.
V kyslikovodikovém plamenu se ionizuji molekuly plynu. Elektricky proud vedou ionty plynu
mezi elektrodami. Elektricky proud se zvétSuje po pfitomnosti slozky a také se zvySuje
ionizace. U FID je nejcastéji vyuzivan dusik jako nosny plyn. Detekuje se skoro vse, aZ na
anorganické plyny a pary u organickych latek nedochdzi k reakci na formaldehyd a kyselinu
mravenci. U detektoru elektronového zadchytu (ECD) je zdrojem ionizujici energie radioaktivni
zaii¢ *H ¢i ©Ni. K ionizaci dochdzi kolizi molekul dusiku s p zafenim, mezitim dochazi
k uvoliovani pomalych elektronti. Ioniza¢ni proud je sniZen potom co elektronegativni atomy
zachyti slozky. Detektor je pfedevsim citlivy na halogeny a slouceniny které obsahuji kyslik,

olovo, fosfor a siru. [67, 70, 71]

4.3.7. Chromatogram

Vyhodnoceni proudového signalu, ktery je pfeveden na napétovou odezvu se oznacuje

jako chromatogram. Kdy je ziskan graficky zdznam, na kterém je zobrazena zavislost napétové
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odezvy na case. Vyhodnoceni se provadi z chromatografické kiivky, ktera je zakreslena

z vyhodnocovaciho zatizeni po zpracovani signalu z detektoru. [67, 71]
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Obrazek 8. - Zaznam chromatogramu. Pfevzato z [9]

51



5. ZAVER

Adrenoleukodystrofie je nejbéznéjsi peroxizomalni porucha, jez se projevuje predevsim
neurologickym poskozenim a dysfunkci kiiry nadledvin. ALD je zpiisobend mutaci ABCD1
genu, jez je lokalizovan v tiseku Xq28. Mutace ABCD1 genu naruSuje funkci ALD proteinu a
kvali jeho nedostatku dochazi k poruseni peroxizomalni B-oxidaci. Porucha peroxizomalni -
oxidace zpusobuje akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem v plazmé a

nékterych tkéanich, jedna se zejména o kyselinu cerotovou (C26:0) a lignocerovou (C24:0).

U adrenoleukodystrofie je velmi dilezit¢ vcas diagnostikovat onemocnéni a zahdjit
naslednou terapii. Diagnostika adrenoleukodystrofie je provadéna pomoci biochemickych,
imunologickych a molekularné genetickych analyz. V bakaldiské praci byla popsana
molekularné-genetickd  diagnostika, prenatdlni  diagnostika, zobrazovaci technika,
novorozenecky screening a biochemicka diagnostika. Pficemz podrobné byla popsana

tenkovrstva a plynova chromatografie.

V soucasné dobé neni pfi 1é€bé adrenoleukodystrofie Zadna kauzélni 1écba. Dfiive byl
nejvice uzivan pii 1é€bé adrenoleukodystrofie Lorenzlv olej, ktery snizuje hladiny VLCFA
v plazmé pacienti s ALD, ale po n€kolika letech studii je tato 1é¢ba zpochybiiovana a jeho lécba
neni jiz tolik aplikovéna. Nejvétsi efekt v terapie ALD ma transplantace kostni diené a
hematopoetickych bun€k a patii mezi jednu z trvalych 1éceb. Dal§im slibnym kandidatem u
lécby adrenoleukodystrofie genova terapie a také 1€Civé piipravky, které se vyuzivaji k 1é€bé

diabetu, jako je konkrétné pioglitazon a leriglitazon.

Dietni terapie pfi lécbé adrenoleukodystrofie je ur€ena k omezeni pfijmu mastnych kyselin
s velmi dlouhym fetézcem. 1 kdyZ VLCFA, které se hromadi u pacientl s adrenoleukodystrofii
jsou prevazné endogenniho ptivodu a ze stravy jsou odvozeny v mensi mife, je dietni terapie
pfesto doporuCovana. Pacienti s adrenoleukodystrofie by méli vymezit pfijem potravin
s vysokym obsahem VLCFA, mezi tyto potraviny patii naptiklad rostlinné oleje z arasidu,
sezamu, mastné maso, ofechy, tu¢né mléko, maslo a dalsi. Ackoliv akumulace VLCFA neni
primarné odvozena ze stravy, je vhodné dietni terapii dodrzovat, aby se alesponi minimalné

zamezilo ptijmu VLCFA.
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