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Abstrakt

X-vazana adrenoleukodystrofie (X-ALD) je dédi¢né peroxizomalni onemocnéni,
zptsobené mutacemi v genu ABCD1 koédujicim ATP vézajici kazetovy transportér.
V dusledku téchto mutaci dochdzi u pacienti k akumulaci mastnych kyselin s velmi dlouhym
fetézcem a porucham zejména v nervovém a adrenalnim systému. Muzi postizeni X-ALD
vykazuji znacnou variabilitu fenotypt, pfiCemz projevy onemocnéni jsou nezavislé na typu
mutace v ABCDI1. Na vysledny fenotyp tak pravdépodobné maji vliv i jiné geny C¢i
environmentalni faktory. Prestoze se jednd o chorobu plivodné oznacovanou jako
gonozomalné recesivni, 88 % heterozygotek star§ich 60 let mé neurologické symptomy. Vliv
zeSikmeni X inaktivace na zavaznost projevit X-ALD u zen byl studovan v nékolika pracich,
které pfinesly velmi rozporuplné vysledky. Penetrance a expresivita onemocnéni u Zen je tak
zfejmé ovlivnéna i jinymi faktory. Podle dosavadnich vysledkt ziejmé neni mozné na zakladé

stanoveni zeSikmeni X inaktivace predikovat prub¢h nemoci.

Kli¢ova slova: X-vazana adrenoleukodystrofie, mastné kyseliny s velmi dlouhym

fetézcem, ABCD1, X inaktivace, heterozygotky

Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is an inherited peroxisomal disorder caused
by mutations in the ABCD1 gene which codes for an ATP binding cassette transporter. As a
consequence of these mutations very long chain fatty acids accumulate in cells and patients
develop neuronal and adrenal pathologies. There is a broad phenotypic variability in men
suffering from X-ALD but the severity of symptoms is independent of ABCD1 genotype.
Therefore modifier genes and influence of environmental factors were suggested. Although
X-ALD was originally referred to as gonosomal recesive, 88 % of heterozygote women over
60 have neurological symptoms. The association of skewed X chromosome inactivation and
severity of disease was studied in several publications with conflicting results. Therefore the
penetrance and expressivity of X-ALD in women is probably also influenced by other factors.
Based on current knowledge future development of the disease cannot be predicted by

evaluation of X inactivation patterns.

Key words: X-linked adrenoleukodystrophy, very long chain fatty acids, ABCD1, X

inactivation, heterozygotes
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1. Uvod

X-vazana adrenoleukodystrofie (X-ALD; OMIM 300100) je peroxizomalni porucha
s frekvenci vyskytu pfiblizné 1:21 000 u hemizygoti a 1:14 000 u heterozygotek (Bezman et
al. 2001). Jeji podstatou je defekt metabolismu mastnych kyselin (MK) s velmi dlouhym
fetézcem, které se hromadi v bunkach a zpiisobuji patologie zejména v nervovém a
adrenalnim systému (Singh et al. 1984). Pti¢inou akumulace téchto MK je porucha jejich
transportu do peroxisomi zpusobena mutacemi v genu ABCD1 (Mosser et al. 1993). Tento
gen je lokalizovan na chromozomu X, v oblasti Xq28 (Migeon et al. 1981) a koduje ATP
vazajici kazetovy transportér na peroxizomalni membrané, pies néjz jsou aktivované
thioestery koenzymu A s MK s velmi dlouhym fetézcem pfenaSeny do peroxizomu, kde
dochazi k jejich beta oxidaci (van Roermund et al. 2008).

U pacientd s X-ALD miizeme pozorovat zna¢nou fenotypovou variabilitu, pficemz
jednotlivé formy onemocnéni se mohou kombinovat, ¢i jedna v druhou piechazet. Nejéastéji
jsou zaznamenani pacienti s adrenomyeloneuropatii (AMN), ¢i podstatné fatalnéjsi cerebralni
adrenoleukodystrofii (CALD). Pozorovat mizeme také adrenalni insuficienci (Addisonova
choroba), a to jak v kombinaci s nékterou z vyse uvedenych forem, tak v izolované podobé.
Nektefi jedinci zastavaji asymptomatiéti (Moser et al. 2004). Velmi zajimavym zjisténim byl
fakt, Ze u X-ALD neexistuje zadna znama korelace mezi fenotypem a genotypem (Korenke et
al. 1996).

Vzhledem k lokalizaci genu podminujiciho X-ALD na chromozomu X, se vétSina
praci zaméfuje na studium pacienti muzského pohlavi, u nichz se gen ABCD1 vyskytuje
pouze Vv jedné kopii na genom. U heterozygotnich Zen se nabizi piedpoklad, Ze variabilita
fenotypti bude v souvislosti se zeSikmenim inaktivace chromozomu X. Dostupné studie na
toto téma se vSak ve svych vysledcich rozchéaze;ji.

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o molekularni podstaté X-ALD se
zaméfenim na vliv zeSikmeni X inaktivace na fenotypovou variabilitu u heterozygotnich zen

Mrwe

Zen by mohlo umoznit predikci rozvoje onemocnéni a zefektivnit péci o pacientky.



2. X-ALD

2.1. MK s velmi dlouhym fetézcem a ABCD1 transportér

2.1.1. Biochemie MK s velmi dlouhym fetézcem

Jako mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem oznaCujeme kyseliny s 22 a vice
uhliky Vv fetézci (vyjimeéné mezi né néktefi autofi zafazuji i MK s 20 uhliky ¢i naopak jen
MK s 24 a vice uhliky) (Ohno et al. 2010; Uchida 2011). V bunkach je mlizeme nalézt
Vv saturované podob& nebo s jednou ¢i vice dvojnymi vazbami mezi uhliky, pficemz u
pacient s X-ALD jsou typicky zjistovany zvySené hladiny saturovanych nerozvétvenych
MK C24:0 a C26:0 a poméry C24:0/C22:0 a C26:0/C24:0 (Moser et al. 1998). S mensi
spolehlivosti bylo pozorovano zvysené mnozstvi i dalSich MK s velmi dlouhym fetézcem a
pii analyze pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem byla zjisténa i
signifikantné¢ zvySena koncentrace C26:1 (Valianpour et al. 2003). Velky vyznam pro
fyziologii bunky a ziejmé i pro vznik patologii u pacienti s X-ALD maji tyto MK jako
sou¢ast membranove vazanych lipidu (estery fosfolipidt, gangliosidi a cholesterolu) (lgarashi
et al. 1976).

Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem v lidském téle pochazeji ptimo z ptijaté
potravy nebo vznikaji v buiikach prodluzovanim kratSich fetézct (Kishimoto et al. 1980).
Prestoze hlavni podstatou X-ALD je defekt beta oxidace, bylo prokazano, Ze elongace MK
S kratSim fetézcem je taktéz vyznamnym faktorem, nebot’ u pacientii dochazi k jejimu zesileni
(Kemp et al. 2005). K elongaci dochéazi na membrané endoplasmatického retikula ve ¢tyfech
krocich (kondenzace, redukce, dehydratace a redukce), pfi¢emz limitujici reakci je, diky
substratové specifité enzymu, prvni kondenzace zprostiedkovana ELOVL elongazou (Osei et
al. 1989). U savcu bylo identifikovano celkem 7 riznych ELOVL elongaz, které se lisi svou
afinitou k délce fetézce a poctu nasobnych vazeb v MK. Jako hlavni enzymy zodpovédné za
syntézu C24:0 a C26:0 byly identifikovany proteiny ELOVL 1 a 4. ZvySena exprese téchto
enzyml nebyla u pacientli s X-ALD prokazana, pfi¢inou zesileni elongace je tedy ziejmé
samotna pfitomnost vét§iho mnozstvi MK v burice (Ofman et al. 2010).

Jak jiz bylo zminéno vySe, hlavnim metabolickym pochodem, ktery je u pacientt s X-
ALD defektni, je beta oxidace MK s velmi dlouhym fetézcem, ktera probiha v peroxizomech
(Lazarow 1978). Aby mohly byt MK degradovany, je jako prvni krok nutna jejich aktivace
pfipojenim koenzymu A. Na zaklad¢ ptivodnich vyzkumi by se dalo usuzovat, Ze ptic¢inou X-

ALD je defektni enzym zprostfedkujici pravé tuto reakci, tedy jedna s acyl-CoA syntetaz



(Hashmi et al. 1986). Az prace identifikujici gen pomoci pozi¢niho klonovani poukazala na
homologii aminokyselinové sekvence vysledného proteinu s membranovymi transportéry

(Mosser et al. 1993).

2.1.2. Patofyziologie MK s velmi dlouhym fetézcem

Mechanismus patologického piisobeni MK s velmi dlouhym fetézcem doposud nebyl
zcela presné stanoven. | u kontrol z bézné populace nepostizenych X-ALD se vyznam a
zastoupeni téchto MK v jednotlivych typech tkani znac¢né lisi (Lu et al. 1997). U postizenych
pacienti bylo navic prokazano, ze fenotyp koreluje skoncentraci MK svelmi dlouhym
fetézcem v bilé mozkové hmoté, nikoliv vS8ak napiiklad s hodnotami naméfenymi v Krevni
plazmé (Asheuer et al. 2005; Moser et al. 1999). Lze se tedy domnivat, ze jejich ptisobeni Se
1isi podle typu tkan¢ a mize byt kombinaci né€kolika faktort.

Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem jsou ze své podstaty silné¢ hydrofobni a
uhlikovym fetézcem pronikaji velmi hluboko do lipidové dvojvrstvy, ¢imz mohou vyznamné
alterovat strukturu plazmatické membrany. Pfi studiu na modelovych membranach bylo
prokazano, ze k uvoliiovani hexakosanové kyseliny (C26:0) dochéazi vyrazné pomaleji nez u
MK s krat§im fetézcem (Ho et al. 1995). Pozorovan byl i vliv obsahu MK s velmi dlouhym
fetézcem na mikroviskozitu membrany. Ta u erytrocyti 1 adrenokortikdlnich bunck rostla
spole¢n¢ s délkou zabudovanych fetézcl, coz u pacienti s X-ALD miize mit vliv na
dostupnost receptori pro hormony, a byt tak podstatou adrendlni a testikularni insuficience
(Knazek et al. 1983; Whitcomb 1988).

Neobjasnéno zlistava, zdali zmény ve struktuie membran mohou stat i za axonopatii u
pacientd s AMN a za spusténim zanétlivé demyelinizace axonil v centralni nervové soustave.
K té u ¢lovéka dochazi pii cerebralni formé X-ALD, u mysiho modelu pro X-ALD se vSak
nerozviji, coz vyzkum CALD zna¢né znesnadnuje (Pujol et al. 2002). Nicméné potkani
astrocyty, oligodendrocyty a neurony kultivované s MK svelmi dlouhym fetézcem
nckolikanasobné Castéji podléhaji bunééné smrti nez kontroly. Pozorovano bylo vyrazné
zvySeni koncentrace vapenatych iontll, depolarizace mitochondrii a inhibice F;1Fo-ATPazy.
Moznou pfi¢inou téchto procesit miize byt inkorporace MK s velmi dlouhym fetézcem do
mitochondridlni membrany. Na rozdil od nize zminénych publikaci v tomto ptipadé nebyl
pozorovan zesileny oxidativni stress (Hein et al. 2008). Ten by mohl byt faktorem
zpusobujicim patologie v bunikach pacienta s X-ALD (Vargas et al. 2004). S nejvétSim
uspéchem v této oblasti se setkaly studie provedené na lidskych fibroblastech a vzorcich tkané

patefni michy z mys$iho modelu pro X-ALD. V mysich bunikach bylo pozorovano oxidativni



naruseni proteinti a to jiz pfed ndstupem neurologickych symptomi. U lidskych X-ALD
fibroblasti byla prokazana zvysSend produkce volnych radikali pti kultivaci s menSim
mnozstvim MK s velmi dlouhym fetézcem, nez bylo potieba u fibroblasti pouzitych jako
kontroly (Fourcade et al. 2008). Na stejném typu bunck bylo prokdzano naruseni oxidativni
fosforylace v mitochondriich a produkce volnych radikald v nadbytku C26:0 (Lopez-Erauskin
etal. 2013).

2.1.3. ABCDI transportér

ABCD1 (nazyvany tez ALDP) transportér patii mezi eukaryotické peroxizomalni
exportéry vyuzivajici pro pfenos energie z rozkladu adenosintrifofatu (ATP) (Mosser et al.
1993; Contreras et al. 1994). Do podrodiny D ftadime jes$t¢ dal§i dva transportéry
v peroxizomech a to ABCD2 (ALDRP) a ABCD3 (PMP70) a protein ABCD4 (P70R), ktery
se naléza na membrané endoplasmatického retikula (Kamijo et al. 1990; Kashiwayama et al.
2009; Lombard-Platet et al. 1996). Mezi sebou se tyto transportéry 1liSi svou substratovou
specifitou. ABCD1 pfenasi zejména nasycené a mononenasycené MK s dlouhym a velmi
dlouhym fetézcem (s nejvetsi specifitou pro C24:0 a C26:0). ABCD2 se s ABCD1 substratove
do znaéné miry piekryva, ma vSak také afinitu k polynenasycenym MK s velmi dlouhym
fetézcem (van Roermund et al. 2011). ABCD3 transportuje pravdépodobné zejména vice
hydrofilni MK (van Roermund et al. 2013) (viz obrazek 1). Podle poslednich poznatki je i
ABCD3 schopen ¢aste¢né nahradit funkci ABCD1 nicméné pouze s mnohonasobné nizsi
ucinnosti (Wiesinger et al. 2013). Piekryvajici Se substratovou specifitu ABCD1 a ABCD2
potvrdil také experiment, pii kterém Se u fibroblastii izolovanych od pacientii s X-ALD
podatilo normalizovat hladiny MK s velmi dlouhym fetézcem zvySenou expresi ABCD2
(Netik et al. 1999). Tyto vysledky vedly K navrhu, ze gen kodujici ABCD2 by mohl byt
jednim z kandidatnich genli ovliviiujicich fenotyp. Pfi analyze tohoto genu u rodin s X-ALD
se vSak tato myslenka nepotvrdila (Maier et al. 2008).

Adenosintrifosfat vazajici kazetové transportéry na peroxizomalni membrané funguji
ve form¢ dimerd, ptfi€emZ bylo prokazano, Ze vSechny tfi proteiny jsou schopny tvofit jak
homodimery, tak heterodimery (Liu et al. 1999). Otazkou zistava frekvence tvorby
heterodimert in vivo a jejich substratova specifita.

Monomer ABCD1 mé jednu transmembranovou a jednu nukleotid-vazajici doménu.

Amino konec proteinu je vice hydrofobni a tvofi Sest transmembranovych segmenti, blize



karboxy konci je protein hydrofilni, obsahuje pro ABC transportéry typické motivy Walker A
a Walker B a dochazi zde k vazbé a hydrolyze ATP (Mosser et al. 1993).
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ABCD3 THCA-CoA
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Obr. 1: Substratova specifita peroxizomalnich ABCD transportéra
LCFA — MK s dlouhym fetézcem, THCA — kyselina trihydroxycholestanova,
DHCA — kyselina dihydroxycholestanova, CoA — Koenzym A

Upraveno podle: Morita & Imanaka (2012)

2.2. Genetika X-ALD

Pozice genu ABCD1 byla zmapovana do oblasti Xq28 (Migeon et al. 1981), gen
obsahuje 10 exond a ma délku priblizné 19,9 kb (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/215), piti¢emz
koduje mRNA o délce 4,3 kb a vysledny protein o 745 aminokyselinovych zbytcich (Mosser
et al. 1993).

V roce 1999 byla pii Laboratofi peroxizomalnich onemocnéni v Institutu Kennedyho a
Kriegera v USA a Laboratofi genetickych metabolickych onemocnéni na Akademickém
1ékatském centru v Holandsku zalozena databaze, jejimz primarnim cilem bylo shromazd'ovat
a katalogizovat mutace v ABCD1 genu (www.x-ald.nl). V soucasné dob¢ databaze obsahuje
693 riznych popsanych mutaci. Zastoupenim nejcastéjsi jSou missense mutace, ale setkavame

se I smutacemi zptsobujicimi posun ¢teciho ramce, nonsense mutacemi, insercemi a

delecemi aminokyselin ¢i celych exond. Doposud popsané mutace se vyskytuji napfi¢ celym
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genem, nejsou ovsem rozlozeny zcela rovnomérné. Oproti ostatnim usekiim je vice mutaci
pozorovano v Castech kodujicich transmembranovou a ATP-vazajici doménu (Kemp et al.
2001). V exonech 1 a 2, které obsahuji usek s transmembranovou doménou je nashromazdéno
vice nez 40 % vsech popsanych mutaci, v exonech 6, 7, 8 a 9 obsahujicich ATP-vézajici
doménu bylo zaznamenano vice nez 30 % vSech mutaci (www.x-ald.nl/mutations-
gene/mutation-statistics).

Vliv jednotlivych mutaci na stabilitu proteinu se 1isi. Na obrazku 2 je zndzornén vliv
vice nez dvou set missense mutaci na ABCDL1 ve fibroblastech, pfi¢emz pfitomnost proteinu
byla sledovana pomoci imunofluorescence (Berger et al. 2011, www.x-ald.nl/mutations-
gene/mutations-stability). Nicméné V nékterych piipadech mize byt citlivéjsi metodou
imunoblot, sjehoz pouzitim lze detekovat i velmi malé mnozstvi proteinu, ktery se i pies

pritomnost mutace dokazal sbalit do spravné konformace (Xuebin et al. 2011).
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Upraveno podle: Berger, Theodoulou & Kemp (2011)[online]



Vzhledem k lokalizaci genu na X chromozomu maji synové matky nesouci mutaci
50% pravdépodobnost, ze tuto mutaci zdédi. Zaznamenany byly ale i pfipady de novo
vzniklych mutaci a pacientl, ktefi byli genetickymi mozaikami. Nicméné tyto piipady jsou
pomérné vzacné, Wang a kolegové pii své studii na 489 rodindch s X-ALD stanovili, ze u
4,1 % se vyskytovala de novo mutace a v mén¢ nez 1 % byl zaznamenan mozaicismus (Wang
etal. 2011).

V lidském genomu existuje téZ nékolik paralogi ABCD1. Sekvence homologické
sexony 7 — 10 byly nalezeny na autozomech v oblastech 2p11, 10p1l, 16p1l a 22qll. Ty
jsou ziejmé vysledkem transpozice ptivodniho genu z chromozomu X pied 5 — 10 miliony let,
coz naznacuje velmi vysoka (92 — 96%) identita sekvence nukleotidii. Tyto paralogy vSak
ziejm& nemaji na vysledny fenotyp X-ALD Zadny vliv, protoze se jednd o pseudogeny
neposkytujici funk¢éni produkty (Eichler et al. 1997). Vyznamné jsou ale z hlediska
molekularné genetické diagnostiky X-ALD, nebot vzhledem ke znaéné homologii mohou
poskytovat falesné vysledky pfi pouziti nedostateéné specifickych primert. Problematické
muze byt 1 vyuziti modernich sekvenacnich technik, které¢ gen sekvenuji po velmi kratkych

usecich.
2.3. Variabilita fenotypti

2.3.1. Zakladni rozdéleni fenotypti

Jak jiz bylo zminéno vyse, pacienti s X-ALD vykazuji nékolik rozdilnych fenotypd,
pfi¢emZ doposud nebyl nalezen faktor rozhodujici o tom, jakd forma nemoci se u konkrétni
osoby rozvine. Nejzavazngjsi a nejprogresivngjsi cerebralni forma X-ALD je charakteristicka
demyelinizujicimi 1ézemi S probihajicim zanétem. Typicky se tato forma rozviji jiz
v pfedSkolnim a prepubertdlnim obdobi (détskd CALD), ale sniz§i frekvenci ji
zaznamenavame i u starSich déti a dospélych (adolescentni a adultni CALD). Vzhledem
K rychle se rozsifujicimu poskozeni mozku tato forma vede obvykle v ramci nékolika mésicti
k vegetativnimu stavu a nasledné smrti pacienta (Moser et al. 2004).

Podstatné mirnéj$i a pomalejsi pribéh ma adrenomyeloneuropatie typicky zasahujici
patefni michu a periferni nervstvo, pficemz minimalné¢ u 20 % pacienti dochazi s postupem
véku k zasazeni mozkové tkané. Demyelinizace v mozku muze byt doprovazena zanétem,
¢imz dochéazi k rozvoji CALD, nebo miize probihat bez znadmek zanétlivé reakce jako

takzvana chronicka cerebralni X-ALD (van Geel et al. 2001). AMN je ve vétsiné piipadu

doprovazena adrenalni nebo testikularni insuficienci. Ty se mohou zejména v mladSim véku



vyskytovat izolované, a byt tak velmi vyznamnou indikaci vedouci k diagnoze X-ALD
(Assies et al. 1997; Miyoshi et al 2009).

Heterozygotky obvykle vykazuji fenotyp napodobujici AMN u muzl, pificemz
zavaznost a rozsah myelopatie a neuropatie jsou zna¢né variabilni. (Engelen et al. 2014).
Klinicky stanovitelna adrenalni insuficience a postizeni mozkové tkané jsou velmi vzacné
(El-Deiry et al. 1997; Fatemi et al. 2003). Nicmén¢ byly jiz popsany piipady vyskytu CALD u
zen a to jak v dospélosti, tak v détském veéku (dos Santos Pereira et al. 2012; Finsterer et al.
2013).

V Ceské republice byl podle publikace zroku 2006 nejéastéj$im zaznamenanym
fenotypem u 21 sledovanych muzi s X-ALD z 15 rodin CALD (10 pacientil), nasledovana
AMN (6 pacientil) a adrenalni insuficienci (2 pacienti) (Dvotakova et al. 2006). V soucasné
dobé je na Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch 1. LF UK a VEN v Praze registrovano 18
ceskych a slovenskych rodin, v nichz byla X-ALD potvrzena alespoil u jednoho muze

(L. Dvorakova, osobni komunikace, 29. 4. 2014).

Tab. 1: Fenotypy muzi a zen s X-ALD

Vék Myelopatie Zmény v bilé hmoté
Fenotyp , Frekvence , .
nastupu a neuropatie | mozkové na MR
Détska CALD 2,5-10 (31-35% neni
rozsahlé
Adol tni . U e
olescentnl 10-21 4-7% vzacné progresivni kognitivni
CALD e
a behavioralni deficit
Adultni CALD >21 2-5% mozné

Wallerova degenerace
v mozkovém kmeni,
AMN >18 40-46 % pritomny 20 % po 10 letech léze
v parieto-okcipitalni
nebo frontdlni oblasti

Izolovana

i shizuje se , ,
Addisonova >2 N J neni neni
s vékem
choroba
-y sniZuje se , ,
Asymptomaticti | - N J neni neni
s vékem
. . stoupa s vékem,
Symptomatické | velmi , < cno o C
vice nez 50 % po | pfitomny velmi vzacné

Z X-ALD iabilni
Zeny s variabilni | | =

Podle Kemp et al. (2001) a Engelen et al. (2012)
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2.3.2. Faktory ovliviiujici fenotyp

Z vySe uvedenych poznatkli vyplyva, ze piestoze znacnd vétSina mutaci v genu
ABCDL1 vede k nepiitomnosti, nebo alespon znatelnému sniZeni mnozstvi proteinu v burice,
variabilita fenotypu je prekvapivé velké a také fluidni. Cetné studie prokazaly, Zze u X-ALD
nejspise neexistuje zadna korelace mezi fenotypem a typem mutace v transportérovém genu. |
pii vyskytu stejné mutace u rtiznych ¢lenti jedné rodiny tak mizeme zaznamenat naprosto
rozdilné fenotypy (Soardi et al. 2010). Z toho vyplyva, Ze na vysledném fenotypu se museji
podilet i jiné geny nebo environmentalni faktory. Navrzeno bylo jiz nékolik kandidatnich
gend, mezi néz patii napiiklad nejbliz§i homolog ABCD1 gen ABCDZ2, ovSem jak bylo
zminéno vyse, jeho modifikujici vlastnosti byly jiz zpochybnény (Maier et al. 2008). Podobné
vysledky pfinesla i studie zkoumajici asociace mezi fenotypy a jednonukleotidovymi
polymorfismy v sekvencich geni ABCD2, ABCD3 a ABCD4 (Matsukawa et al. 2011). Ve
studii sledujici expresi vSech ¢ty ABCD transportéri a dvou gent pro synthetazy MK s velmi
dlouhym fetézcem se jako ¢astecné korelujici s vyskytem CALD fenotypu ukazaly transkripty
genu pro ABCD4 transportér a BG1 acyl-CoA syntetazu (Asheuer et al. 2005). Nadé&jné
vysledky pfinesly studie zkoumajici vliv polymorfismu v genu pro transkobaltamin 2, ktery
by mohl mit vliv na myelinizaci Vv centralni nervové soustavé, a také studie genu pro
antioxida¢ni enzym superoxid dismutazu 2 (Semmler et al. 2009; Brose et al. 2012). Zejména
podobnost projevii onemocnéni s roztrousenou skler6zou, u které byl prokazan vliv haplotypu
lidskych leukocytarnich antigend (Olerup et al. 1991), vedla ke zkoumani této korelace i u X-
ALD. Nicméné¢ tyto studie pfinesly rozporuplné vysledky (Berger et al. 1995; Mcguinness et
al 1997). Obecnym problémem pfti hledani gend modifikujicich fenotyp u X-ALD pacientt
jsou velmi malé skupiny, na kterych jsou pokusy provadény, tudiz mize snadno dochézet
K ptecenéni, nebo naopak zanedbani vlivu zkoumanych gent. Dal$im faktorem ovliviiujicim
tyto vyzkumy je fakt, ze rozdilné fenotypy byly pozorovany i u monozygotnich dvojcat s X-
ALD (Korenke et al. 1996; Di Rocco et al. 2001). Toto zjisténi podporuje vyznam vlivu
environmentalnich faktorti na variability fenotypl. Nicméné v této oblasti zatim méme jen
velmi malo poznatku. Jako jediny konkrétni environmentalni faktor zodpovédny za rozvoj
zanétlivé cerebralni formy onemocnéni bylo zatim navrZzeno trauma hlavy (Raymond et al.

2010).



2.4. Diagnostika a lécba

2.4.1. Diagnostika

Variabilita fenotyptt X-ALD komplikuje i diagnostiku nemoci. Kvuli podobnosti
symptomull navic mize Casto dojit k zaméné nemoci napiiklad za roztrouSenou sklerézu ¢i
hereditarni spastickou paraparézu u pacientt s AMN nebo za hyperkinetickou poruchu u
pocinajici CALD (Moser et al. 2004). Na zaklad¢ laboratornich a klinickych vysetieni od sebe
ale lze onemocnéni rozpoznat, podstatnym krokem tak zdstava navrzeni téchto testl u
vhodnych pacienti.

Vzhledem K podstaté onemocnéni je jednou z moznych diagnostik vySetieni hladiny
MK s velmi dlouhym fetézcem. U hemizygotl lze spolehlivé zjistit zvySené hodnoty poméru
C24:0/C22:0 a C26:0/C22:0 v krevni plazm¢ u pacienti s X-ALD, a to stabiln¢ po celou
délku Zzivota i pfed nastupem prvnich symptomut. S pomoci tohoto vySetfeni vSak nelze
vyloucit pfitomnost jiného peroxizomdlniho onemocnéni a také jej nelze povazovat za
signifikantni pro heterozygotky, nebot u nich byl zaznamenan vyznamny piekryv
s hodnotami naméfenymi u kontrol (Moser et al. 1999). V neposledni fadé je nutné zminit
také moznost ovlivnéni hladiny MK s velmi dlouhym fetézcem v plasmé dietou (Theda et al.
1993). Z téchto diivodi je vhodné biochemické testy kombinovat s mutaéni analyzou. Zde je
potieba vzit v potaz piitomnost vySe zminénych paralogh ABCD1 (Eichler et al. 1997).
Pozornost je téZ nutno vénovat odliSeni mutaci od polymorfismii, popsany byly i zmény
v sekvenci ABCD1 vedouci k zaméné¢ aminokyselin, které neovliviiuji funkénost proteinu
(Dvotakova et al. 2001). Pro posuzovani a predikci progrese onemocnéni v centralni nervové
soustaveé je velmi vyznamné pravidelné vysetfovani pacientli pomoci magnetické resonance
(Melhem et al. 2000). Vyvinuta, a doposud i s velmi ptiznivymi vysledky testovana, byla i
metodika pro novorozenecky screening X-ALD (Theda et al. 2014). Nicméné vzhledem

k vzacnosti a variabilité projevi onemocnéni je piinos takového testovani sporny.

2.4.2 Terapie

Do soucasné doby bylo vyzkouseno nékolik moznych terapii X-ALD. Vzhledem
K variabilit¢ zavaznosti projevii onemocnéni a naro¢nosti nekterych léCebnych metod je
vyvazovani rizik nemoci a terapie pomérné slozité, ovSem v kazdém ptipad¢ nezbytné.

Jednou z prvnich a stale velmi diskutovanych terapii je dietetickd 1é¢ba takzvanym
Lorenzovym olejem, coz je smés glycerol trioledtu a glycerol trierukatu. Ta zpocatku

vyvolavala velké nadéje, nebot’ u pacientl, kterym byl Lorenzlv olej podédvan, doslo béhem 4
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tydnt ke snizeni hladiny C26:0 v krevni plasmé na normalni hodnotu (Rizzo et al. 1989).
Nicméné v pozdéjsich studiich tato 1é€ba nedokazala zastavit ¢i pozménit pribéh nemoci, a to
zejména v ptipadech, kdy jiz doslo k zasazeni mozkové tkané. Zaroven doslo u pacienti
k vyskytu nepiiznivych vedlejSich u¢inku (Uziel et al. 1991; Van Geel et al. 1999). V dalsi
studii vSak byl navrzen pozitivni efekt 1écby na priibéh nemoci u asymptomatickych ¢i mirné
postizenych pacienti (Moser et al. 2005). Uginnost Lorenzova oleje tak ziistdva nadale
rozporuplna.

Zejména vcasna diagnostika a pravidelné sledovani rozvoje onemocnéni se ukazaly
jako zasadni pii 1écbé X-ALD transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. V roce
1990 byl publikovan prvni ptipad, kdy po transplantaci kostni diené doslo k zastavé progrese
onemocnéni u pacienta v brzké fazi nastupu neurologickych piiznakd (Aubourg et al. 1990),
pfi¢emz podstata tohoto procesu neni doposud zcela objasnéna. Pravdépodobné by svou tillohu
mohly hrat mozkové mikroglie, které u osob s X-ALD ve velké mife podléhaji apoptoze
(Eichler et al. 2008). Nevyhodou této terapie je pomérné velka rizikovost samotného zakroku,
tudiz neni vhodné pouzivat ji u pacientti bez ptiznakti CALD. Jeji efektivita se rapidné snizuje
se zvetSujicim se zasaZzenim mozkové tkané, nebot’ zde rychlost zanétlivé demyelinizace
ziejmé piedstihne nastup terapeutickych uc¢inku transplantace (Miller et al. 2011).

Pro pacienty bez vhodného donora kostni dfen¢ se nabizi moznost genové terapie,
Ktera jiz byla usp&né provedena u dvou chlapci s CALD. Cartier a kolegové pouzili
autologni CD34" buiiky s funkénim ABCD1 genem transdukovanym ex vivo lentivirovym
faktorem. Demyelinizace mozkovych neuron se zastavila 14, respektive 16 mésicli po
terapii, a to pfestoze pouze piiblizné 15 % bunék pochdzejicich z hematopoetickych
kmenovych bunék exprimovalo funkéni ABCD1 (Cartier et al. 2009).

Odpovidajici hormonalni lécba glukokortikoidy je nezbytnd u pacientl trpicich
adrenalni insuficienci, u nichZ nejen omezuje bézné piiznaky Addisonovy choroby, ale je tak
mozZné 1 pfedchazet Zivot ohrozujici adrendlni krizi (Moser et al. 2004). Pozitivni vliv
hormonalni terapie na neurologicky statut pacienta s X-ALD byl popsan pouze v jednom
pfipadé (Zhang et al. 2003). Muzim se snizenou koncentraci testosteronu by mély byt
podavany androgeny (Moser et al. 2004).

Do budoucna by se mohly moznosti 1é€by X-ALD rozsifit naptiklad o podévani
antioxidantt, které mély pftiznivé G¢inky pfi testovani na mySim X-ALD modelu (Lopez-
Erauskin et al. 2011), nebo nahradu funkce ABCD1 zvysenou expresi ABCD2 (Singh et al.
2013).
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3. Heterozygotni Zeny

3.1. Inaktivace X chromozomu

Clovék patii mezi organismy, u nichZ je pohlavi uréeno skladbou chromozomdl.
Zenské pohlavi se vytvaii pii karyotypu s gonozomy XX, muzské s gonozomy XY. U Zen se
tak X-vazané geny nachazeji v dvojnasobné davce oproti muzim. Tato nerovnovaha je
vyvazovana procesem, kdy je u zen jeden z X chromozomi v buiice ndhodné inaktivovan,
pozorovani zbarveni mysi srsti formulovala tuto hypotézu (Lyon 1961). Prekvapivé, piestoze
se tedy jedna o d¢j pomérné dlouho znamy, vyznamny a intenzivné studovany, znacna Cast
jeho molekularni podstaty je stale nejasna. Aktualné se jako jeden z faktort znesnadiujicich
vyzkum X inaktivace ukédzal byt odliSny pribéh procesu u riznych druhl savcid, coz
komplikuje aplikovatelnost a vyuziti studii, které jsou z velké Césti provadény na mySich

(Okamoto et al. 2011).

3.1.1. Podstata X inaktivace

Pfi lyonizaci je u ¢loveka jeden (nebo v piipadé aneuploidii i vice) z X chromozomu
v kazdé bunce nahodné¢ transkripéné umlcen (inaktivni X chromozom, Xi) a jeden zlstava
aktivni (aktivni X chromozom, Xa). Inaktivni X chromozomy jsou tvofeny
heterochromatinem, obvykle se vyskytuji na okraji jadra a do replikace vstupuji az na konci
S faze (Grumbach et al. 1963). Nacasovani X inaktivace u ¢lovéka neni piesné¢ znamo.
Akumulace Xist RNA, ustfedni molekuly X inaktivace, byla zjisténa u lidského embrya jiz ve
stadiu moruly a blastocysty (Van den Berg et al. 2009), nicméné je mozné, Ze toto pozorovani
bylo ovlivnéno in vitro kultiva¢nimi podminkami, jak popsal Lengner a Kolegové (Lengner et
al. 2010), coz podporuji i vysledky jinych praci (Okamoto et al. 2011). Jak bylo zjisténo,
inaktivace X chromozomu neni uplna a ne vSechny geny na Xi jsou umléeny. U ¢lovéka
priblizné 15 % gend na Xi inaktivaci alespon castecné unikd, pfiCemz se jednd zejména o
geny v takzvaném pseudoautozomalnim regionu kratkého raménka (Carrel a Willard 2005),
tedy oblasti ktera je homologicka a mize se parovat s ¢asti chromozomu Y (Cooke et al.
1985). Dalsich 10 % gent pak vykazuje expresi z vyznamného poctu Xi. Vzhledem
k problematice X-ALD je velmi pozoruhodnym faktem zmapovani jedné z oblasti unikajici
inaktivaci do regionu Xg28 (Carrel a Willard 2005). Ptimo gen ABCD1 byl v této studii

exprimovan z Xi V jedné tietiné hybridnich bunék a méné nez 20 kb vzdaleny gen pro Plexin

12



B3 unikal inaktivace ve vSech buitkach (Carrel a Willard 2005). Dalsi studie na toto téma
bohuzel nejsou dostupné.

Iniciace inaktivace X chromozomu je pravdépodobné z velké vétSiny fizena cis
interakcemi z lokusu XIC (X inaktiva¢ni centrum) lokalizovaného v oblasti Xq13 (Brown et
al. 1991). Nejvice prozkoumanou c¢asti XIC je gen XIST exprimovany z Xi, ktery koduje 17
kb dlouhou nekodujici RNA, ktera zustava v jadie a velmi uzce asociuje s X chromozomem,
jenz je inaktivovan (Brown et al. 1992; Clemson et al. 1996). Tento gen je v procesu
lyonizace naprosto zasadni a pii jeho deleci inaktivace Vv cis neprobiha (Penny et al. 1996). V
embryonalnich bunkach je prepisovan transkript TSIX, ktery je k sekvenci XIST c&astecné
komplementarni (Migeon et al. 2001). U mysi je Tsix na pocatku inaktivace transkribovan
z Xa, prokazatelné¢ funguje jako represor exprese Xist ze stejného chromozomu a brani tak
jeho inaktivaci, nicméné u lidského TSIX nebyla tato funkce pozorovana (Lee et al. 1999;
Migeon et al. 2002). Pti studiu X inaktivace v mysich bunikach byla popsana cela fada dalSich
genu, které lezi v oblasti XIC a jsou piepisovany do nekddujicich RNA, nezbytnych pro
spravny prubéh lyonizace. Gen Jpx transkribovany z Xa funguje jako aktivator Xist na Xi
(Tian et al. 2010), funkci Tsix pak jako enhancery ovliviiyji transkripty gent Xite, Linx a
repetice DXPas34, jejiz RNA ma na expresi TSiX jak pozitivni, tak negativni efekt. (Ogawa a
Lee 2003; Nora et al. 2012; Cohen et al. 2007). Tyto a mozna i nékteré¢ dalsi nekodujici RNA
exprimované z XIC jsou tak nezastupitelnymi Ciniteli pfi vybéru a iniciaci inaktivace X
chromozomu v mysich burikach, nakolik jsou vsak tyto poznatky zobecnitelné a aplikovatelné
na prab¢h lyonizace u ¢lovéka je otazkou.

Jeste pred zahdjenim vlastni inaktivace v bunkach dochdzi k procesu pocitani
ptitomnych X chromozomu, aby bylo zaruceno, ze pravé jeden zistane aktivni. To je ziejmé
zajiStovano stanovovanim poméru poctu X chromozomi k poc¢tu autozomii (Monkhorst et al.
2009). Aktivatorem X inaktivace, ktery je zaroven dependentni na poctu kopii svého genu na
X chromozomech, je E3 ubiquitin ligaza RNF12 (Jonkers et al. 2009), ta by tak mohla byt
jednou z molekul podilejicich se na tomto procesu.

Podstatou umlceni transkripce genli z Xi jsou epigenetické zmény chromatinu. Pfimo
na urovni DNA lze pozorovat rozdily v methylaci Xa a Xi, a to jak v oblasti CpG ostrovu, tak
mimo né (Kelkar a Deobagkar 2012). Svou roli hraji i modifikace histonii a histonové
varianty. Xist RNA zifejmé indukuje methylaci lysinu 9 a 27 na histonu H3 a ubiquitinilaci
lysinu 119 na histonu H2A na Xi (Fang et al. 2004; Mermoud et al. 2002; Zhao et al. 2008).
Naopak acetylace histon typické pro transkripéné aktivni chromatin je u histoni H3 a H4 na

Xi potlacena (Belyaev et al. 1996; Jeppesen a Turner 1993). Inaktivni X chromozom je taktéz
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obohacen o histony typu macroH2Al a macroH2Az2, jejich vyznam pro X inaktivaci vSak
zatim nebyl objasnén (Costanzi a Pehrson 1998; Chadwick a Willard 2001).

3.1.2. ZeSikmeni X inaktivace

Vzhledem k nahodnosti vybéru inaktivovaného chromozomu by méla vétSina Zen
vykazovat pomér buné€k s inaktivovanym paterndlnim (Xp) a materndlnim (Xm) X
chromozomem pfiblizné 50:50. Ve studii provedené Amos-Landgrafem a kolegy na vice nez
1000 zenach s béznym fenotypem odpovidala distribuce pomérd ndhodnému rozlozeni (viz
obrazek 3) s primérem 49:51 a medidnem 50:50. Méné nez 10 % zen vykazovalo zeSikmeni
ve prospéch jednoho z chromozomu s pomérem vyS$im nez 80:20 (Amos-Landgraf et al.

2006).
140

Pocet Zen

<2:98 50:50 >98:2
Pomeér bunék s inaktivovanym Xp a Xm

Obr. 3: Distribuce poméru inaktivace Xp a Xm u 1005 Zen
Upraveno podle: Amos-Landgraf et al. (2006)

Vyrazné zeSikmeni X inaktivace U zdravé Zeny muze byt disledkem nahody, nebo k nému
muze dochazet pod vlivem genetickych faktori. Plenge a kolegové popsali mutaci
v promotoru XIST genu, ktera vedla k pfednostni inaktivaci mutovaného chromozomu a
zeSikmeni inaktivace u Zen ve dvou nepiibuznych rodinach (Plenge et al. 1997). Nicméné
dédicné zeSikmeni bylo pozorovano i nezavisle na typu alely XIST genu, coz nasvédCuje
pritomnosti dalSich genli ovliviiujicich pravdépodobnost inaktivace daného X chromozomu
(Drstavit et al. 1999). K posunu mize také dochazet nejen pii iniciaci inaktivace, ale i
sekundarné, pokud bunky nesou X-vazanou mutaci ovlivitujici jejich proliferaci ¢i schopnost

preziti (Pegoraro et al. 1997).
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Riizné schopnost proliferace u bunék s inaktivovanym Xp ¢i Xm by taktéz mohla byt
zodpovédna za zvySeny vyskyt zeSikmeni v krevnich buiikach u starSich zen (Abkowitz et al.
1998). Cetnost vyrazného zesikmeni ve prospéch jednoho z chromozomi je nékolikanasobné
vy$8i u dospélych Zen oproti novorozencim (Amos-Landgraf et al. 2006). Nicméné
Vv longitudinalni studii zjistujici pomér inaktivovanych Xp a Xm u vzorku zen s odstupem
v rozmezi 13 az 21 let nebyly zaznamendny vyznamné rozdily v ramci celé skupiny, pouze u
zen starSich 60 let v dobé prvniho testovani (Sandovici et al. 2004).

Staii Zzeny ma taktéz vliv na konkordanci poméru inaktivace Xp/Xm v riiznych
tkanich. Ve studii publikované Bittelem a kolegy vétSina hodnot odebranych z riznych tkani
pochazejicich ze vSech 3 zarodeénych vrstev korelovala, vyznamna variabilita se vsak
vyskytla pravé u Zen nad 60 let (Bittel et al. 2008). Podobné vysledky popisuji i Sharp a
kolegové, soucasné ovSem upozoriuji na individudlni ptipady s velmi variabilnimi hodnotami
(Sharp et al. 2000). Tento fenomén je velmi vyznamny, nebot’ bez ohledu na divod testovani
inaktivace X chromozomu jsou v naprosté vétsiné piipadu vysledky stanovovany ze snadno

dostupnych krevnich bunék.

3.2. Metody stanoveni inaktivace chromozomu X

Pro stanoveni zeSikmeni X inaktivace jsou v soucasnosti vyuzivany dva zakladni
metodické pristupy. Jednim je analyza methylace, nebot se predpokladd, ze geny na
inktivovaném X chromozomu jsou uml¢eny téz diky methylaci na jejich 5 koncich (Pfeifer et
al. 1990). Druhou moznosti je stanoveni alelové specifické exprese, tedy poméru transkriptii
konkrétniho genu z X chromozomu ptitomnych v bunkéch.

Pii vybéru genu pro methylaéni studie je potieba, aby methylace v lokusu spolehlivé
korelovala s inaktivaci daného chromozomu a zarovei, aby bylo mozné od sebe rozlisit alely
zXm a Xp. Za velmi robustni a v souCasnosti i zfejm¢ nejpouzivanéj$i je povazovano
stanoveni methylace v prvnim exonu lidského androgenniho receptoru (HUMARA)
lokalizovaného v oblasti Xql11-12 (Brown et al. 1989). Chromozom pochazejici od matky a
od otce lze odlisit diky kratké tandemové repetici (CAG)n lezici méné nez 100 part bazi od
restrikénich mist methylaéné specifickych restriktaz Hpall a Hhal. Tato repetice je v populaci
vysoce polymorfni s 20 alelami a 90% heterozygozitou, pomér inaktivace Xm a Xp pak Ize
stanovit pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), pii které je amplifikovana pouze
nenastépend, a tudiZ methylovand, alela, zastoupeni Xp a Xm je pak moZno vyhodnotit

elektroforézou (Allen et al. 1992). Na obdobném principu je zaloZeny i nize zminéné metody
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analyzy methylace v lokusu DXS6673E (Beever et al. 2003) a lokusu DXS225 (Boyd &
Fraser 1990).

Spolehlivost analyzy methylace androgenniho receporu byla zpochybnéna, kdyz ve
skupiné 29 zZen v nckterych piipadech vysledky ziskané touto metodou neodpovidaly
hodnotam zjisténym pomoci pyrosekvenovani a analyzy transkrip¢ni klonality, pfi¢emz tyto
dvé metody spolu dobfe korelovaly. Pfi¢inou této diskonkordance muze byt fakt, ze
methylace v oblasti promotoru zabrafujici transkripci genu se nemusi rozsifit az do oblasti
prvniho exonu. Takova alela je pak pii vyuziti metody HUMARA nastépena restriktdzami,
neposkytuje PCR produkt a je faleSné vyhodnocena jako aktivni, tudiz je u Zeny zjiSténo
zeSikmeni vyS$$i, nez je jeho realna hodnota (Swierczek et al. 2012). V podobné studii
Mossnera a kolegii vSak data ziskand pomoci metody HUMARA a pyrosekvenovani
korelovala (Mossner et al. 2013). Dalsim faktorem, ktery muze ovliviiovat vysledky
nepiimych analyz vyuzivajicich restrikénich enzymt, je moznost nedokonalého Stépeni
vzorkd (Van Dijk et al. 2002). Pii studiu korelace onemocnéni a zeSikmeni X inaktivace je
znacnou nevyhodou studii zaloZenych na analyze methylace konkrétniho lokusu slozitost
asociace vysledki s konkrétni mutovanou ¢i nemutovanou alelou jiného genu, nez na kterém
byla methylace zjistovana.

Pro vyzkum vztahu genetickych chorob a inaktivace je tak velkou vyhodou studii
zalozenych na kvantifikaci RNA v buiikdch moznost vyuzit ptfimo transkripty genu, ve kterém
se nachazi mutace zplsobujici onemocnéni, ¢imz je také zaruéeno, Ze i v ptipadé, kdy by
dany gen unikal inaktivaci, nebude jeho exprese zanedbana. RNA izolovand z bunék je
pfepsana do komplementarni DNA, nasledné amplifikovana a kvantifikovdna casto
sekvena¢nimi technikami jako je pyrosekvenovani (Engelen et al. 2014; Salsano et al. 2012),
které vyuziva sekvenace pomoci syntézy (www.giagen.com/products/catalog/automated-
solutions/pyrosequencing/pyromark-q96-id#productdetails), vyuzit 1ze ale i napiiklad alelové
specifickou PCR (Swierczek et al. 2012).

3.3. Zesikmeni X inaktivace u heterozygotek

3.3.1 Zesikmeni X inaktivace a onemocnéni

X-vazana onemocnéni byla diive stejné jako choroby autozomalni rozdé€lovana na
recesivni a dominantni. Zeny nesouci mutaci oznadovanou jako recesivni na jednom
z chromozomd tak byly povazovany za pouhé pfenasecky bez projevi onemocnéni. Nicméné

penetrance X-vazanych onemocnéni u zen piedstavuje kontinudlni §kalu a oznaceni recesivni
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a dominantni se tedy ukazuje byt nepfesnym a nehodicim se. Zaroven i v ramci jednoho
onemocnéni je penetrance u zen obvykle zna¢né variabilni (Dobyns et al. 2004). Pti¢inou,
pro¢ se X-vazané onemocnéni projevi U jedné heterozygotni zeny a u jiné ne, muze byt
zeSikmeni X inaktivace ve prospéch mutované ¢i nemutované alely. U nékterych onemocnéni,
jako jsou naptiklad nékteré X-vazané mentalni retardace, dochazi k proliferativnimu
zvyhodnéni bun€k exprimujicich nemutovanou alelu, a tudiz zeSikmeni X inaktivace u
heterozygotek (Plenge et al. 2002). U fady chorob je vSak vztah zeSikmeni X inaktivace a
projevii nemoci doposud nejasny, piikladem muze byt Fabryho choroba (Dobrovolny et al.
2005; Maier et al. 2006) nebo tieba pravé X-ALD. Ziejma asociace zeSikmeni X inaktivace a
projevii nemoci byla popsana naptiklad u mukopolysacharidozy typu II (Tuschl et al. 2005),
coz podnécuje dalsi vyzkumy v oblasti pficin variability fenotypi X-vdzanych onemocnéni u

heterozygotnich Zen.

3.3.2. ZeSikmeni X inaktivace u Zen s X-ALD

V minulosti bylo publikovano né€kolik studii zkoumajicich X inaktivaci u Zen
nesoucich mutaci v genu ABCD1 na jednom z chromozomi. Heterozygotky mohou byt
identifikovany jednak na zaklad¢ ptibuznosti s muzskym pacientem trpicim X-ALD, nebo se
muze jednat o symptomatické Zeny diagnostikované s X-ALD kviili jejich vlastnim potizim.
Vzacnost onemocnéni v kombinaci s moznosti zamény X-ALD za jinou chorobu, u Zen Casto
napiiklad roztrouSena skleréza (Dooley & Wright 1985), ma za nasledek pomérné malé
skupiny, na kterych jsou né&které ze studii provadény, coZ zvétSuje vliv ndhody na vysledky a
ztézuje jejich reprodukovatelnost.

Pfi zkoumani X-ALD v souvislosti s X inaktivaci se naskytnou zejména dvé otazky. A
to zdali mutace vgenu ABCD1 muze zplsobovat zeSikmeni X inaktivace ve prospéch
jednoho z chromozoml a jestli se zeSikmeni projevi na fenotypu zeny. Korelace zeSikmeni a
zavaznosti onemocnéni by byla velmi cennou informaci pro klinickou praxi, nebot’ by tak
bylo mozné piedvidat vyvoj nemoci. Existujici studie na toto téma vSak poskytuji velmi
rozporuplné vysledky.

V prvnim vyzkumu, ktery byl na toto téma proveden, byla pozorovéana proliferativni
vyhoda in vitro péstovanych koznich fibroblasti vykazujicich X-ALD fenotyp, a to u 3
nepiibuznych rodin, coz by mohlo svédcit o vlivu ABCD1 na zeSikmeni X inaktivace. Dtivod,
pro¢ by mély buniky akumulujici MK s velmi dlouhym fetézcem G¢innéji proliferovat, vsak
nebyl objasnén. Soucasné se téZ shodny efekt nepotvrdil in vivo na krevnich bunikach stejnych

zen. U nékterych heterozygotek nebyly pozorovany asymetrie v rozloZeni normalnich bunék a
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bunck s mutantnim fenotypem, ptestoze jejich X-ALD fibroblasty vykazovaly proliferativni
vyhodu. U jedné zeny byly dokonce zvyhodnény leukocyty a erytrocyty s nemutovanou
alelou. Jako vysvétleni byla navrzena pfitomnost dalSiho X-vazaného genu ovliviiyjiciho
prolifera¢ni schopnost v krevnich buiikach. Nicméné vysledky této prace vedly jeji autory
k navrzeni moznosti vlivu zeSikmeni X inaktivace na manifestaci onemocnéni (Migeon et al.
1981).

Nasledné prace vsak pfinesly k tomuto tématu velmi rozporuplné vysledky. V pracich
autorti Maier a kol. a Salsano a kol., obou provedenych na krevnich buiikach, byl pozorovan
signifikantné Castéjs$i vyskyt zeSikmeni X inaktivace u X-ALD heterozygotek oproti vékove
odpovidajicim zdravym kontrolam (Maier et al. 2002; Salsano et al. 2012). V obou ptipadech
byl pomér inaktivovaného Xm a Xp stanoven pomoci analyzy methylace lidského
androgenniho receptoru, v novéjsi z praci byla navic taktéz provedena analyza alelové
specifické exprese. Salsano a kolegové uvadéji, ze obé metody ptinesly srovnatelné vysledky,
presto u nékolika zen se hodnoty zjisténé pomoci kvantitativni analyzy transkriptti od hodnot
ziskanych metodou HUMARA liSily. Tyto rozdily na celkové vysledky prace pravdépodobné
nemaji vliv, nicméné dozajista stoji za povSimnuti v kontextu nejisté spolehlivosti metody
HUMARA. Maier a kolegové popsali zeSikmeni X inaktivace u vSech zen oznacenych jako
symptomatické na zaklad¢ neurologického vysetieni a signifikantni korelaci mezi zeSikmenim
a zavaznosti projevii onemocnéni. V této studii vSak nebylo zjisStovéano, ve prospéch které
alely je inaktivace zeSikmena. Analyza transkriptl byla provedena ve fibroblastech tii
heterozygotnich Zen s vyraznym zeSikmenim. Pouze jedna z nich exprimovala pfednostné
mutantni alelu, ostatni dvé transkribovaly funk¢ni verzi genu (Maier et al. 2002). ZeSikmeni u
X-ALD heterozygotek tedy mlZze probihat ve prospéch obou z alel, coz znaéné komplikuje
interpretaci vysledkd prace. Naproti tomu Salsano a kolegové asociaci mezi zeSikmenim X
inaktivace a fenotypem u zen nepozorovali. Kupfikladu 63leta zena nevykazovala symptomy
X-ALD, ptestoze z 93 % exprimovala mutantni alelu ABCD1, naproti tomu 73leta pacientka
byla symptomaticka, ackoli pfednostné (z 63 %) exprimovala alelu nemutovanou (Salsano et
al. 2012).

Vyrazné zeSikmeni X inaktivace bylo téz pozorovano u Zen z jedné ¢inské rodiny s X-
ALD. Zde se vSak zeSikmeni vyskytovalo i u ¢lenky rodiny, ktera mutaci v genu ABCD1
nenesla, a dédicné zesikmeni tak zifejmé nemélo s X-ALD spojitost. V promotoru XIST genu
nebyly nalezeny z4dné abnormality, pfi¢ina dédi¢ného zeSikmeni v rodin€ tedy neni znama.
Castgjsi vyskyt zeSikmeni u zen s X-ALD mutaci nebyl prokazan ani v kontrolni studii s 20

asymptomatickymi heterozygotkami a celkem 51 pfibuznymi i nepifibuznymi kontrolami.
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V ramci vySe zminéné rodiny zeSikmeni ve prospéch mutované, potazmo nemutované, alely
ABCDL1 asociovalo se symptomatickym statutem Zeny. Vzhledem Kk extrémné malé velikosti
skupiny (pouze 5 heterozygotek, z toho 2 symptomatické) nelze fici, zdali se jedna o
nenahodny jev (Wang et al. 2013).

Vysledky nejvice recentnich publikaci vSak svéd¢éi spiSe o ndhodném rozlozeni X
inaktivace a nezavislosti fenotypu na zeSikmeni u X-ALD heterozygotek. V doposud
nejrozsahlejsi studii provedené Engelenem a kolegy byl median poméru exprese mutantni a
nemutantni alely ve skupin¢ 38 heterozygotnich zen 49:51, coz odpovida rozlozeni u
zdravych zen. | zde se vSak vyskytly Zeny s vyraznym zeSikmenim exprimujici témet
vyhradn¢ jen jednu =z alel. Taktéz v této praci nebyla pozorovana korelace mezi
symptomatickym statutem Zeny a mirou zeSikmeni, a to ani po rozdéleni Zen do vékovych
skupin (vliv véku na penetranci X-ALD u zen viz niZe). X inaktivace v této praci byla
stanovena na zaklad¢ alelové specifické exprese ABCD1 ve fibroblastech (Engelen et al.
2014), pticemz v ostatnich studiich byl pomér inaktivace Xm a Xp obvykle zjistovan
Vv krevnich buiikdch. Nicméné podobné vysledky pfinesla i prace autori Habekost a kol., ktera
byla provedena na leukocytech metodou HUMARA. Ani v této studii zeSikmeni X inaktivace
nekorelovalo se symptomatickym statutem zen a zavaznosti projevil (Habekost et al. 2014).
Tyto dvé prace se tak priklanéji k vysledkiim piivodni publikace autortt Watkiss a kol., v niz
bylo pozorovano ndhodné rozlozeni X inaktivace ve skupiné dvanacti heterozygotnich Zen.
Signifikantni asociace zeSikmeni a fenotypu taktéZ nebyla popsana, nicméné v této studii byly
pouze tfi Zeny oznaCeny jako symptomatické na zakladé projevli spastické paraplegie,
pficemz detailnéjsi neurologické vySetfeni by byvalo mohlo odhalit pfiznaky onemocnéni 1 u
zen popsanych jako asymptomatické. X inaktivace byla stanovena na zikladé¢ methylace
lokusu DXS255 (Watkiss et al. 1993).

Casto nalézanou asociaci ve vy$e zminénych publikacich byla korelace zeSikmeni X
inaktivace a koncentrace MK s velmi dlouhym fetézcem v krevni plazmé heterozygotek
(Salsano et al. 2012; Engelen et al. 2014; Habekost et al. 2014). Podobné jako u muzi (Moser
et al. 1999) vsak mnozstvi MK s velmi dlouhym fetézcem v plazmé nemélo vliv na fenotyp
zen. Signifikantni korelace mezi X inaktivaci a koncentraci MK v plazmé nebyla nalezena ve
studii autori Watkiss a kol., v této praci vSak nebylo rozliSovano mezi zeSikmenim ve
prospéch mutované a nemutované alely (Watkiss et al. 2002).

Velmi vyznamnym faktorem ovlivilujicim fenotyp heterozygotek by mohl byt vek.
Engelen a kolegové popsali, Ze frekvence vyskytu neurologickych symptomt se zvedla

z 18 % u zen mladsich 40 let na 88 % u zen starSich 60 let (Engelen et al. 2014). Také
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v dalSich studiich byly pozorovany vyznamné rozdily v primérném véku symptomatickych a
asymptomatickych zen (Maier et al. 2002; Salsano et al. 2012; Habekost et al. 2014). Tento
trend je nutné vzit v ivahu pii hodnoceni asociace zeSikmeni X inaktivace s fenotypem, nebot’
u starSich Zen se taktéz Castéji nachazi zeSikmeni X inaktivace v krevnich bunkach (Abkowitz
et al. 1998).

Jak jiz bylo zminéno vySe fenotyp pfipominajici CALD je u Zen velmi vzéacny
V jihoamerické studii, zaméfujici se zejména na projevy X-ALD u muzii, byla popsana 15leta
divka se zasazenim mozkové tkané a zcela zeSikmenou X inaktivaci (dos Santos Pereira et al.
2012). Podobn¢ 8leta divka s terminalni deleci zahrnujici oblast Xq28 na Xp a mutaci v genu
ABCD1 na Xm vykazovala abnormality pfi vySetfeni magnetickou rezonanci (Hershkovitz et
al. 2002). Zadné dalsi podobné piipady propojeni zesikmeni X inaktivace a symptomatického
fenotypu v takto nizkém véku vSak nebyly publikovany. MozZnou asociaci mezi zeSikmenim
X inaktivace a manifestace v nizkém véku, jak popisuje Jangouk a kolegové (Jangouk et al.
2012), tedy nelze potvrdit.

Tab. 2: Vysledky a metodiky praci vénujicich se zeSikmeni X inaktivace u heterozygotek
s X-ALD

korelace

Xinaktivace |korelace zeSikmeni korelace metoda

u X-ALD zeSikmeni s |s koncetraci MK | fenotypu testované |stanoveni

heterozygotek | fenotypem |v plasmé s vékem burky Xinaktivace
Watkiss et al. krevni methylace
(1993) ndhodna ne - - buriky DXS225
Maier et al. krevni
(2002) zeSikmena ano ne ano bunky HUMARA

methylace

Salsano et al. krevni DXS6673E,
(2012) zeSikmena ne ano ano bunky HUMARA, ASE
Wang et al. krevni
(2013) nahodna ano - - bunky HUMARA, ASE
Engelen et al.
(2014) nahodna ne ano ano fibroblasty | ASE
Habekost et krevni
al. (2014) - ne ano ano bunky HUMARA

ASE - alelové specificka exprese, HUMARA — analyza methylace v lidském androgennim

receptoru
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4. Zavér

Pfi¢inou rozvoje X-ALD jsou mutace v genu ABCD1 (Mosser et al. 1993). V soucasné
dobé je znamo témér 700 mutaci asociovanych s onemocnénim, ptesto vSak fenotypovou
variabilitu u pacientli nelze na jejich zaklad¢ vysvétlit, coz svéd¢i o pravdépodobném vlivu
dalich gent ¢i environmentalnich faktorti (Soardi et al. 2010). Velkou otazkou je zejména
pfi¢ina rozvoje fatalni cerebralni formy. Studie kandidatnich gent, které by mohly ovliviiovat
vysledny fenotyp, prozatim nepfinesly zcela uspokojivé vysledky. Interpretaci dosavadnich
praci zna¢né komplikuji malé skupiny pacientt, ze kterych vétSina publikaci vychazi. Vyskyt
rozdilnych fenotypli u monozygotnich dvojcat navic svéd¢i o vyznamném vlivu prostiedi
(Korenke et al. 1996; Di Rocco et al. 2001). Fenotyp pacientti s X-ALD je tak pravdépodobné
velmi komplexni zalezitosti, jejiz studium je potfeba nadale prohloubit. Moznym benefitnim
ptistupem v této oblasti by do budoucna mohlo byt celogenomové sekvenovani.

Podobné¢ jako u muzl i u Zen nesoucich mutaci v ABCD1 genu pozorujeme variabilitu
V penetranci a expresivité onemocnéni. V souvislosti s touto problematikou byl zkouman vliv
zeSikmeni X inaktivace na projevy choroby. Tato asociace byla popsana naptiklad u zen s
mukopolysacharidozou typu Il (Tuschl et al. 2005). V piipadé X-ALD se vsak jednotlivé
prace ve svych vysledcich rozchéazeji. Nicméné nejvice recentni a nejrozséhlejsi prace se i
ptes pouziti rozdilnych metodik ptiklangji k nezavislosti projevii X-ALD na zeSikmeni X
inaktivace (Engelen et al. 2014; Habekost et al. 2014). Podobné v dalsi studii byly zjistény
obdobné vysledky jak nepfimou metodou HUMARA, tak pfimou analyzou transkriptu
(Salsano et al. 2012).

Vsechny dosavadni prace byly provedeny na snadno dostupnych krevnich bunkach, ¢i
fibroblastech. X inaktivace v téchto bunkach vSak nutné nemusi odpovidat inaktivaci v jinych
tkanich, v ptipadé¢ X-ALD naptiklad nervové tkani, ktera je u zen nejCastéji zasazena. Bittel a
kolegové sice stanovili, Ze u vétSiny Zen je pomér inaktivace Xp a Xm podobny V riznych
typech tkan¢ (Bittel et al. 2008), ale kuptikladu u zen s deficitem ornitin transkarbamylazy,
ktery je téZ X-vazanym onemocnénim, pomér aktivnitho Xp a Xm v leukocytech odpovidal
nahodné inaktivaci, zatimco Vv jatrech byl vyrazné zeSikmen a koreloval s aktivitou enzymu
(Yorifuji et al. 1998). Nutno ovSem podotknout, Ze v této praci se mira zeSikmeni liSila i ve
vzorcich odebranych z rliznych ¢asti jater.

Dalsi vyzkumy na vétSich skupinach pacientii by byly velmi pfinosné pro vysvétleni
variability fenotypii jak u muzi, tak u Zen. V problematice vztahu X inaktivace a onemocnéni

by byla velmi zajimavé studie porovnévajici inaktivaci Xm a Xp v nervové tkani s inaktivaci
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ve snadngji dostupnych krevnich bunkéach, ¢i fibroblastech a korelace téchto hodnot
s fenotypem heterozygotek.

Pozornost by téZ méla byt vénovana metodickym pfistupim ke stanoveni X
inaktivace. Ve vétsin€ praci pouzita analyza methylace androgenniho receptoru nemusi vzdy
spolehlivé odrazet inaktivaci (Swierczek et al. 2012). Analyza transkriptu nutné nereflektuje
pfimo pomér inaktivace Xm a Xp, ale pro asociaci s onemocnénim se zda byt vhodné;jsi.
Presnéjsi vysledky nez nepiima analyza by téz pfinesla i v ptipad¢, kdy by gen ABCD1
¢astecné unikal inaktivaci.

Pti vyhodnocovani vysledki praci zabyvajicich se asociaci zeSikmeni X inaktivace a
fenotypu heterozygotek je nutné ptihlédnou k véku Zen, nebot pravdépodobnost vyskytu
symptoml X-ALD vyrazn¢ stoupa se zvySujicim se vékem (Engelen et al. 2014).

Na zéklad¢ dosavadnich vysledku tak X inaktivace zfejmé neni dostacujicim faktorem
pro vysvétleni variability projevii X-ALD u Zen a stejn¢ jako u muzl je pro vysvétleni této
variability potieba hlubsiho porozuméni molekularni podstaté nemoci. V soucasné dobé¢ tedy
nelze stanoveni zeSikmeni X inaktivace u heterozygotek v klinické praxi pouzit pro predikci

rozvoje onemocneni.
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5. Seznam pouzitych zkratek

AMN
ASE

ATP
CALD
CoA

DNA
DHCA
HUMARA

LCFA
MK
PCR
RNA
THCA
X-ALD
Xa

Xi
XIC
Xm
Xp

adrenomyeloneuropatie

alelové specificka exprese
adenosintrifosfat

cerebralni adrenoleukodystrofie
koenzym A

deoxyribonukleova kyselina
kyselina dihydroxycholestanova
analyza methylace v lidském androgennim
receptoru

mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

mastné kyseliny

polymerazova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

kyselina trihydroxycholestanova

X-vézana adrenoleukodystrofie

aktivni X chromozom

inaktivni X chromozom

X inaktivacni centrum

X chromozom pochazejici od matky

X chromozom pochazejici od otce
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