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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Klara Bechna

Skolitel: PharmDr. Pfemysl Mladénka, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Méd’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu

MeEd’ je nepostradatelnym stopovym prvkem naseho organismu. Tato diplomova
prace shrnuje soucasné poznatky o médi, jeji roli v lidském organismu a zaroven o

nemocech, které s médi souvisi.

Prvni ¢ast prace se vénuje fyziologickym souvislostem. Podrobn¢ jsou zde popsany
funkce médi v organismu, zejména struktura a vlastnosti enzyma obsahujicich méd’ —
tzv. kuproenzymil. V dalSi Casti jsou shrnuty soucasné znalosti kinetiky médi
V organismu na bunééné i celotélové urovni, véetné interakci s ostatnimi stopovymi
prvky. Detailné jsou také predstaveny jednotlivé faktory podilejici se na homeostaze

médi v lidském organismu.

Druha ¢ast prace se zabyva patofyziologii médi. Je zaméfena na nejvyznamnéjsi
onemocnéni, které piimo souvisi S poruchami homeostazy médi v organismu. Nejvétsi
diraz je kladen hlavné na dvé znich — Wilsonovu a Menkesovu chorobu. Prvni
jmenovana souvisi s nadbytkem meédi v organismu, naopak Menkesova se poji s
nedostatkem médi. U obou nemoci jsou komplexné objasnény pticiny, klinické projevy,
diagnostické a terapeutické metody. V zavéru prace jsou dale popsany nckteré dalsi
neurodegenerativni onemocnéni, které s poruchou homeostazy médi v organismu také

souvisi.
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ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Klara Bechna

Supervisor: Piemysl Mladénka, PharmD., Ph.D.

Title of diploma thesis: Copper and its pato/physiological importance in human

organism

Copper is an indispensable trace element of our organism. This thesis summarizes
the current knowledge about copper, its role in the human body and diseases connected

with copper dysbalance.

The first part of the thesis deals with the physiological aspects. Functions of copper
in the body are described here in detail, in particular the structure and properties of
copper-containing enzymes — so-called cuproenzymes. The next section summarizes the
current knowledge of the kinetics of copper in the body at the cellular and whole-body
levels, including interactions with other trace elements. Details are also presented for

each of the factors involved in the homeostasis of copper in the human organism.

The second part of the thesis deals with patophysiology of copper. It is focused on the
most important diseases that are directly linked to disorders of copper homeostasis in
the organism. The greatest emphasis is given mainly on two of them — Wilson's disease
and Menkes disease. The former is associated with an excess of copper in the body
while the latter leads to a deficiency of copper. Both diseases are thoroughly
characterized including causes, clinical manifestations, diagnostic and therapeutic
methods. The last part of the thesis further describes additional neurodegenerative

diseases, also related to a disorder of copper homeostasis in the body.
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1. Seznam zkratek

AK Aminokyselina

ATOX1 Cu - chaperon, antioxida¢ni protein vazajici méd’
CCS Cu - chaperon pro SOD

CP Ceruloplasmin

CTR1 Selektivni transportér pro méd’

DBH Dopamin - B - monooxygenasa/hydroxylasa
DDD Doporucena denni davka

DEDTC Diethyldithiokarbaméat

EC Enzymova komise pro mezinarodni klasifikaci enzymi
GSH Glutanthion

IUBMB International Union of Biochemistry and Molecular Biology
K-F Keyser - Fleischer

MAO Monoaminooxidasa

MD Menkesova choroba z angl. Menkes disease

NU Nezadouci uginky

OHS Syndrom okcipitalniho rohu z angl. Occipital Horn Syndrom
PAM Peptidyl - o - aminova monooxygenasa

SOD Superoxid dismutasa

SOX Sulfhydryl oxidasa

™ Tetrathiomolybdenan amonny

WD Wilsonova choroba z angl. Wilson’s disease
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2. Uvod a cil prace

Me¢d je zakladni stopovy prvek lidského organismu, ktery se, diky své schopnosti
reverzibilné pfijimat a odevzdavat elektrony, uc¢astni mnoha dalezitych oxidoredukénich
procest. Piestoze lidstvo znd méd uz nekolik tisic let, stile existuje mnoho
nezodpovézenych a nejasnych otazek kolem. Védci stale objevuji nové poznatky
z obora fyziologie, biochemie, toxikologie a mnohych dalSich, které ndm pomadhaji
komplexné pochopit ulohu médi v nasem téle. Piestoze je vyzkum zamétfeny na méd’
v mnoha ohledech velmi naro¢ny, podafilo se mu v soucasné¢ dob¢ rozkryt podstatnou
¢ast mozaiky a nové poznatky nam stale odhaluje. Efektivni pfistup v 1é¢bé
onemocnéni, vzniklych porusenim Cu-homeostazy, vyzaduje znalost a pochopeni
zakladnich principtt v metabolismu médi, regulacnich mechanismii i vzajemnych

interakci stopovych prvkii mezi sebou.

Tato prace si klade za cil podrobné, piehledné a strukturované shrnout soucasné
poznatky 0 médi na urovni lidského organismu, ve snaze ziskat celkovy a komplexni

pohled na danou problematiku.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Fyziologie médi v lidském organismu

M¢e&d’ je biogennim prvkem a je nezbytnou soucasti lidského téla. Pro organismus je
stopovym prvkem, ktery je, a¢ ve velmi malé mife, esencidlni pro mnohé fyziologické

procesy.

3.1.1. Méd’ jako chemicky prvek

Me¢éd, latinsky zvana Cuprum, je kovovym prvkem cervenohnédého vzhledu
s chemickou znackou Cu a protonovym ¢islem 29. Patii tedy do piechodnych prvki 4.
periody a I. B skupiny, s elektronovou konfiguraci [Ar] 3d™ 4s. V piirods se vyskytuje

v podobé¢ dvou izotopu %cua®cu.

Teplota tdni médi je 1 085 °C a teplota varu jest¢ 0 1 500°C vyssi. Méd’ je dobrym
elektrickym i tepelnym vodicem, ale neprojevuje se magnetickym chovanim. Podle
Mohsovy stupnice odpovida tvrdosti 3. Pozoruhodna je jeji odolnost viic¢i korozi, kdy se
za pusobeni vzdusné vlhkosti a CO; pokryje nazelenalou vrstvickou médénky,

chemicky CuCOj - Cu(OH),, ktera zabrani naslednym procestim koroze.

Ryzi méd’ je opravdu vzacnd, avSak jeji soli se nachédzi v celé fadé sloucenin.
Z hlediska cCetnosti vyskytu hlavné v sulfidech (pf. chalkosin, chalkopyrit), oxidech
(pt. kuprit) a v neposledni fad¢ v uhli¢itanech (pf. malachit, azurit). Najdeme ji i

v organismech zivoc¢ichl véetné ¢loveka, proto ji fadime k biogennim prvkim.

Med’ se vyskytuje ve slouceninach v Siroké paleté moznych oxidaénich stavi, od
Cu* az do Cu*. Nejstabilngj§im oxidatnim stavem je viak jen Cu?*. Diky své
vazebnosti ochotné a cCasto tvoii barevné komplexni slouceniny, ve kterych opét
nejcastéji nabyva oxidacniho stavu Ccu®. Anorganické slouc¢eniny médi jsou toxické a

jedovaté.
Analytické ditkazy Cu®* jsou zaloZeny na n&kolika principech:

a) barevnost hydratovanych slouc¢enin a barveni plamene do zelena;
b) vznik barevnych komplexnich sloucenin (pf. Hatthetova hnéd’);

€) jodometrické ¢i chelatometrické stanoveni.



Med’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu 4

3.1.2. Mé&d’ jako stopovy prvek

Stopové prvky neboli mikroelementy, nejsou stejné jako vitaminy a mineraly
nositeli energie, ale jsou absolutné nezbytnou slozkou nasi potravy. Stopové prvky tvoii
v organismu piiblizn¢ 0,01 % vSech atomii. Nerovnovaha v mnozstvi stopovych prvkd,
at’ uz v podob€ nadbytku nebo nedostatku, ma vliv na normalni funkci téla a tsti v fadu

biochemickych a fyziologickych zmén (Trojan et al. 2003).

Obsah médi v organismu

Med’ je po zelezu (4 — 7 g) a zinku (2 — 4 @) tfetim nejCastéji se vyskytujicim
esencialnim prvkem v naSem téle. Stémito kovy je také uzce metabolicky spjata.
V organismu je zastoupena v mnozstvi 0,10 — 0,15 g, z toho 10 % v plasmé a krevnich
elementech a zbylych 90 % ve tkanich (Trojan et al. 2003).

Hodnoty namétené v krvi se u jednotlivych pohlavi mirné 1isi. U muzi dosahuji
hodnoty intervalu od 0,614 do 0,970 mg/l, u Zen jsou tyto data obecné o 10 — 20 % vyssi
a to v rozmezi od 0,694 do 1,030 mg/l. Zajimava Cinské studie na zdravych jedincich
poukézala na fakt, Ze koncentrace médi u muza s vékem roste, u Zen se zvySeni
neprokazalo. U muzt kutéakd paradoxné mnozstvi médi v krvi znaéné klesa (Wang et al.

2011, Angelova et al. 2011).

Koncentrace médi v organismu vsak neni homogenni a jsou organy, kde se méd’
vyskytuje ve vétSim nebo naopak v menS$im mnoZstvi. Organy S nejvyS$im obsahem

cvwr

naopak zaludek. Tyto rozdily plynou z funkce médi v organismu (Lech a Sadlik 2007).

Denni limity pFijmu médi

Vyvazeny piijem médi je velmi dulezity pro udrZeni potfebné hladiny kovu
V organismu, nebot’ ustavicné dochdzi k jeho vyluCovani. Vztah mezi pfijmem médi a
zdravim (Obr. 1) je navic ovliviiovan celou fadou 1) fyziologickych faktort spojenych
s homeostazou médi, 2) vnéjsich faktord, ovliviiujicich dostupnost médi v potravé a 3)
individudlnim genetickym potencidlem. Pro organismus ptedstavuji stavy nedostatku ¢i

nadbytku médi velkou zatéz.
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Doporuceni denni davky meédi Vv jednotlivych statech svéta velmi kolisaji. Podle
Ceské vyhlasky €. 450/2004 Sb., 0 oznacovani vyzivové hodnoty potravin a jeji ptilohy
tykajici se doporu¢enych dennich davek (DDD) vitamind a mineralnich latek, je DDD
médi pro dospélého c¢lovéka 1 mg. A podle WHO by denni piijem dospélého
jednotlivee nemél ptekrocit 0,5 mg/kg hmotnosti. V détstvi jsou tyto hodnoty DDD
niz8i a pohybuji se U novorozencu v intervalu od 0,4 — 0,6 mg a u déti ve véku 1 — 4

roky v intervalu od 0,7 — 1,0 mg (Moore et al. 1996).

Zvysena potieba piijmu médi (1,15 — 1,25 mg) je zejména v téhotenstvi a pii
laktaci. Tento zvySeny pozadavek neni ve vSech ptipadech pokryt obsahem médi v
potrave, ale Ize jej vyiesit podavanim nutri¢nich doplnka, které méd’ obsahuji (Collins
et al. 2010).

Cu homeostasis

Death -pemeg--=====mm =t

/

Essential
nutrient

{

I Non-essential \ Region
toxicant (_’r .
toxicity
Effects
Noadverse | N
effects
No
adverse
effect

area

Deficiency Toxic
threshold threshold
Dose

OBRAZEK 1. VZTAH MEZI DAVKOU MEDI 4 JEJI HOMEOSTAZOU V ORGANISMU.

Krivka zavislosti koncentrace médi v organismu na prijimané ddavce ma tvar pismene U.
Fyziologicka koncentrace médi lezi v intervalu mezi hranici nedostatku a toxicity. Zaroven dlouhodoby

nedostatek i toxicky nadbytek médi vede ke smrti organismu.

Prevzato z: Moore (1996)
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Méd’ v potravé

Obsah médi v potravinach je vétSinou nizky a pohybuje se v fadech nékolik pg/g
suché vahy dané pochutiny. V potravinach je méd’ vazana v organickych komplexech,

nejcastéji na aminokyseliny v peptidech a proteinech.

Mezi potraviny s nejvys§im obsahem médi patii moiské ryby, nejvice makrela a
treska. Dale jatra, dribezi a vepifové maso, brambory a lusténiny, jako fazole, hrach a
¢ofka. Z ovoce jsou dobrym zdrojem pomerance, jahody, maliny, boravky, jablka,
hrozny a broskve; ze zeleniny raj¢ata, mrkev, kapusta ¢i bilé zeli. Mezi ostatni pfirozené
zdroje médi patii hiiby, ovesné vlocky, zitnd mouka, celozrnné pecivo, Spenét, ofechy ¢i

¢ervené vino, kava, ¢aj a ¢okolada (Tab. 1).

Obsah médi v potravindch muize byt zvySen kontaminaci, a to zejména oSetienim
plodi pesticidy a pouzivanim meédéného zafizeni, vCetné potrubi, pii zpracovéani
potravin. Nejde o teoretickou variantu, jak dokazuje piipad z Indie, kde nadojené
kravské mléko bylo skladovéano v tradi¢nich mosaznych nddobach. Vysoké davky médi,
denn¢ ptekracujici 900 mg/kg, zpusobovaly u déti jaterni onemocnéni tzv. indickou
détskou cirhdzu. Na tyto problémy zacaly v 80. letech minulého stoleti upozoriiovat
vychovné kampang, které nasledné prakticky docilily eradikace posSkozeni jater po celé

Indii (Harvey 2005, Moore 1996).

Vyhlaska ¢. 305/2004 Sb., o kontaminantech stanovuje nejvyssi pfipustné mnozstvi
0,1 ng/g. U loupanych brambor a vyrobku z nich je limit 0,2 pug/g. Naproti tomu nejnizsi
omezeni maji potraviny v plechovych obalech (s vyjimkou napoji a kojenecké vyzivy),
a to 1 pg/g. Vyhlaska €. 252/2004 Sb., stanovujici pozadavky na pitnou vodu dle
smérnice EU 2003/40, uklada limit pro pitnou vodu na 1 mg/l, stejna hodnota plati i pro

minerdlni vody pro kojence.
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TABULKA 1. VYBRANE POTRAVINY S ORIENTACNIM OBSAHEM MEDI (ug/g).

Ryby - moiské
Ryby - sladkovodni
Dribez

Jatra

Oftisky

Otruby

Sladka voda

2,0-3,0
0,3-3,0
0,5-3,0
4,6 -6,7
6,0-37,0
15,0
0,001 -0,0001

Zelenina

Ovoce
Lusténiny

Bila mouka
Obilky a semena
Klicky

Brambory

0,3-3,0
04-15
30-70
0,6
3,0-8,0
6,0
2,1

Prevzato z: Dusa (2008)

3.1.3. Funkce médi v organismu

Meéd’ je nezbytna pro aktivity fyziologické pochody kazdé bunky v nasem
organismu. Méd’ je kofaktorem mnoha metaloenzymi, K nimz je vazana rtizné silnou
koordinacné kovalentni
enzymatickych procesi — bunétného dychani,
peptidovych hormonti, ochrany ptfed volnymi radikaly, sitovani elastinu, kolagenu a

keratinu. Mé&d’ je nepostradatelna pro homeostazu zeleza, a tudiz se nepiimo podili na

vazbou. Podili

se na katalyze zivotné¢ nezbytnych

biosyntézy neurotransmiteri a

krvetvorbé. Dale se Gcastni krevni koagulace a angiogeneze (Tiimer a Mgller 2010).

Hlavni kuproenzymy a transportni proteiny médi, o kterych se v mé praci zminuji,

véetné jejich biologické aktivity, jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 2).



Med’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu 8

TABULKA 2. PREHLED KUPROENZYMU A Cu - TRANSPORTNICH PROTEINU.

Kuproenzym/transportni protein

Biologicka aktivita

Antihemofilicky faktor (faktor VIII)
Ceruloplasmin

Cytochrom c oxidasa
Diaminooxidasa

Dopamin - B - hydroxylasa
Hephaestin

Lysyl oxidasa

Metallothionein
Monoaminooxidasa

Peptidyl - o - aminova monooxygenasa
Primarni aminooxidasa
Proakcelerin (faktor V)

Superoxid dismutasa

Sulfhydryl oxidasa

Transkuprein

Tyrosinasa

Hemokoagulace

Transport médi, metabolismus Zeleza
Bunééné dychani

Metabolismus aminii

Syntéza katecholamint
Metabolismus Zeleza

Tvorba kolagenové a elastinové sité
Transport médi a dalsich kovt
Syntéza neurotransmitert

Syntéza neuropeptidl a peptidovych hormonti
Metabolismus amini
Hemokoagulace

Odstranovani volnych radikala
Tvorba kreatinu

Transport médi

Tvorba melaninu
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Med mize byt za urcitych podminek pro organismus Skodliva. Jedna se predevsim
o0 jeji toxicitu, kterd v lidském téle nastdva pii vysokych koncentracich volné médi.
V téchto situacich nachézime volné ionty médi pfimo v krevni plasmé. Tyto ionty
nejsou vazany na zadnou transportni molekulu a jsou schopny redoxni reakce.
Dvoustupiiova Haber - Weisova reakce popisuje katalyticky vliv médi na vznik volnych
hydroxylovych radikali (Reakce 1 a 2). Ty nasledné zpisobuji poskozeni bunéénych
slozek — proteind, lipidi i nukleovych kyselin a vedou Kk vyznamnému poruseni

homeostazy (Muller et al. 2007).

0, +Cu®”* - 0,+Cu* (Reakce 1)

Cu* + H,0, » OH + OH + Cu** (Reakce 2)

Jak bylo jiz zminéno, méd’ vykonava roli kofaktoru. Podle biochemické definice
zahrnuje pojem kofaktor jak integrovanou ne-bilkovinnou sou¢ast enzymu neboli
prostetickou skupinu, tak pfechodnou ne-bilkovinnou soucast enzymu neboli koenzym.

Samotny apoenzym bez navazaného kofaktoru je enzymaticky neaktivni.

U Cu - dependentnich enzymi jde 0 kofaktor typu prostetické skupiny. Méd’ je
navdzana na enzym, konkrétné¢ na aminokyselinové zbytky, v pevnych kovalentnich
koordinacnich vazbach v pribéhu celého vazebného a katalytického procesu. V pribehu
reakce se reversibilné méni oxidacni stupen tak, aby byl prvek schopen vstoupit do nové
reakce s dal$imi molekulovymi substraty (Ledvina et al. 2009).

SN T ’ v w . v 7 + + . 7 ’ . .
Pravé reversibilni pfeména z oxida¢niho stavu Cu™ na Cu? je zékladnim principem
enzymatické pfemény. AvSak tento mechanismus zaroveil miize vést k tvorbé volnych
radikalf, proto je pro organismus zivotné dileZitd opravdu presna a citliva regulace

homeostazy médi (Tiimer a Mgller 2010).

Nasledujici ptehled zahrnuje charakteristiku abecedné uvedenych vybranych

kuproenzymd.
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Cytochrom c oxidasa (EC 1.9.3.1)

Cytochrom ¢ oxidasa je dulezitym transmembranovym metaloproteinem
mitochondrie. Svou dilezitou funkci plni v zavéru dychaciho fetézce, kde zajistuje
oxidoreduk¢ni reakce. Strukturné se sklada ze tfinacti podjednotek a kofaktorem
enzymu jsou dva atomy médi (Cua g). Uzce spolupracuje s cytochromy a a as, se

kterymi je soucasti komplexu IV v dychacim fetézci.

Piedpoklada se, Ze cytochrom a s prvnim atomem médi (tzv. Cup) slouzi k pfenosu
elektronti, uvolnénych pfi oxidaci zeleza z cytochromu c z oxidacniho stavu Fe’* na
Fe**. Cytochrom a a Cua jsou mimo jiné i soucasti vazebného mista cytochrom c
oxidasy pro cytochrom c. Naproti tomu ukolem druhého atomu meédi (tzv. Cug) a
cytochromu az je mezi sebe ptipoutat molekulu kysliku a pfenést na ni postupné Ctyfti
uvolnéné elektrony. Vznikne nestaly kyslikaty anion 0%, ktery okamzité s protony
okoli vytvaii stabilni molekulu vody. Kromé ptenosu elektroni na kyslik pfispiva
k vytvofeni elektrochemického potencidlu, ktery je potiebny pro syntézu ATP
(IUBMB 2011, Ledvina et al. 2009, Duska 2006).

Dopamin - g - monooxygenasa (DBH, EC 1.14.17.1)

Tento kliCovy enzym je nepostradatelny pii syntéze noradrenalinu a tedy i
adrenalinu z jejich prekurzoru dopaminu. Nutnymi podminkami ¢innosti dopamin - 3 -
monooxygenasy je ptitomnost médi a molekulového kysliku s askorbatem. Enzym je
uskladnén v zasobnich vezikulech spolupracujicimi jak s monokinovymi transportéry
zajist'ujicimi transport, tak s protonovymi pumpami, které udrzuji nizké intravezikularni

pH (Goldstein 2010).

Nedostatek enzymu ma velice rychlou klinickou manifestaci zahrnujici
ortostatickou hypotenzi, hypotermii a epizodickou hypoglykémii, dechové a srde¢ni
kolapsy. V podstaté se v téchto situacich neda detekovat Zadna hladina noradrenalinu a
adrenalinu v krvi (Cheshire et al. 2006).

V mozku, predevS§im v mozkové kiie, mozeCku a hypofyze, mizeme najit Cu-
dependentni monooxygenasu MOXD 1, ktera je velmi blizka jiz zminéné dopamin-
hydroxylase. Otazkou vSak stale zlstava jeji fyziologicka role, kterd je dosud nejasna

(Lutsenko et al. 2010).
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Ferroxidasa (EC 1.16.3.1)

Z obecného hlediska katalyzuji ferroxidasy oxidaci zeleznatych kationt na zelezité
(Reakce 3), ¢imz se ucastni vyplaveni Zeleza z cytosolu a umoziuji vazbu na apo-
transferin za vzniku cirkulujici formy Zzeleza na transferinu. Feroxidasovou aktivitu ma

hned nékolik enzymi (IUBMB 2011).

4Fe* +4H + 0, > 4 Fe** + 2H,0 (Reakce 3)

e Ferroxidasa | — ceruloplasmin (CP)

Ceruloplasmin je 132 kDa monomericky sérovy oy - globulinovy protein modré
barvy, majici dvé samostatné isoformy. Prvni, membranové vazana, je glykosylovana
fosfatidyl inositolem. Tento typ je dulezity zejména pro ferroxidasovou aktivitu v
metabolismu Zeleza pifi jeho vazb& na transferin. Je tedy nezbytny pro homeostazu
zeleza a pro udrzeni krvetvorby. Druhd, volna isoforma CP, ktera je v krevnim séru
transportnim proteinem médi V krevni plasmé u zdravého Cloveka, pienasi az 90 %
cirkulujici médi. CP zajistuje zdsobovani tkdni médi z jater, zatimco jaterni zasobeni je
zprostfedkovano hlavné ostatnimi transportnimi proteiny. CP tak tvoii dileZitou
ktizovatku, protinajici metabolismu médi a zeleza (Mladenka et al. 2005, Trojan et al.
2003, Mukhopadhyay et al. 1998, Luza et al. 1996).

Historii CP zadiname psat rokem 1948, kdy byl védci Holmbergem a Laurellem
objeven. Pozdg¢ji byl zatazen do skupiny tzv. ,,multicopper oxidas. Lidsky CP ¢ita 1046
aminokyselin. Sklada se ze tfi homolognich jednotek, dale délitelnych do subdomén.
Kazdd funkéni molekula CP obsahuje Sest atomli médi, vdzanych v celkem tfech
vazebnych mistech. Vazebné mista jsou charakterizovany dvéma histidiny, cysteinem a

metioninem (Hellman a Gitlin 2002).

Zabudovavani médi do apoceruloplasminu se déje prozatim ne pfili§ jasnym
mechanismem v jatrech. Kromé jater, se pfitomnost genu pro CP potvrdila i ve slezing,
plicich a v mozku. U zdravého dospé€lého ¢loveka je jen 10% z celkového cirkulujiciho
CP ve formé enzymaticky neaktivniho apoproteinu, ktery je rychle metabolizovan

s polo¢asem kolem péti hodin (Cabrera et al. 2007).
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Studie sradioaktivni médi upozornily na nékolik zajimavych faktd. Nejen Zze
prokazaly malou az nulovou vyménu Cu - atomt v CP po dobu jeho zivotnosti, ale

odhalily i jeho sérovy polocas, ktery je skoro Sest dni (Hellman a Gitlin 2002).

Rizeni syntézy CP je komplexniho charakteru, pfi némZ dochazi k regulaci
transkripce genu pro ceruloplasmin na nékolika Urovnich. Jaterni produkce je
stimulovana mediatory zanétu, jako jsou interleukiny 1, 6 a také tkanovym nekrotickym
faktorem. Vyzkumy potvrzuji rychly vzestup plasmatickych hodnot CP v obdobi
infekci, zanéth, traumat veetné akutni faze infarktu myokardu. V téchto situacich patrné
dochazi k vyssi produkci volnych radikald. Mechanismem regulace u mediatord zanétu
je aktivace transkripce. Rizeni pomoci estrogenti je pravddpodobné zalozeno na
zvySovani stability mRNA transkriptu. V souvislosti s tim muZzeme zminit rostouci
hodnoty CP pii hyperfunkci vajeénikli, u Zen uzivajicich peroralni kontracepci a
zaroven u zen ve tretim trimestru téhotenstvi. ZvySend produkce proteinu byla
pozorovana i u lidi se zvySenou fyzickou namahou. Pii zhoubnych néadorovych
onemocnéni lze zvySenou hladinu CP interpretovat vyS$imi potfebami esencialnich

kovl v dusledku progresivniho ristu. Mechanismus této modulace vSak neni zndm

(Hellman a Gitlin 2002).

Ackoliv méd’ nehraje zadnou roli v rychlosti syntézy ¢i pti sekreci CP, je na ni
¢innost CP velmi zavisla. Nedostate€na dostupnost médi, at’ uz geneticky podminéna
nebo nutri¢ni, ¢i neschopnost zaélenit atomy médi do apoceruloplasminu jsou pii¢inou
patologickych projevil, podobnych aceruloplasminémii. Dochézi pfi tom mimo jiné ke
kumulaci Zeleznatych iontl v jatrech a na dalSich mistech organismu. Nedostatek
volného zeleza sniZzuje ZluCovou exkreci atomii médi a nepifimo tak stimuluje jejich
inkorporaci do apoceruloplasminu (Lutsenko et al. 2010, Collins et al. 2010, Hellman a
Gitlin 2002).

e Ferroxidasa Il

Ferroxidasa II je dimérnim kuproenzymem Zzluté barvy. Ve srovnani s CP vykazuje
stejnou enzymatickou aktivitu, v plasme je vSak obsazena v mnohem mensim mnozstvi
(Harris 1994).
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e Hephaestin

| tento Cu-protein s ferroxidasovou aktivitou je velmi nezbytny pro metabolismus
zeleza. Strukturné se od CP pfrili§ nelisi a nékteré odborné prameny hovoti az o 50%
sekvencni shod¢. Totozné obsahuji Sest atomti médi a molekulova hmotnost CP je jen o
2 kDa nizsi. Hephaestin se nachazi piedevS§im v oblasti tenkého stfeva, kde oxiduje
zeleznaté ionty. Hraje zasadni roli v transferu Zeleza pifes bazolateralni membranu
enterocyttl, a tedy v prenosu zeleza ze sliznice do krve. Vyzkum mysi bez genu pro
hephaestin zaznamenal pfimou souvislost mezi mutaci a mikrocytarni hypochromni

anémii, refrakterni na peroralni 1é¢bu zelezem (Griffiths et al. 2005, Chen et al. 2004).

Méd’ dependentni aminooxidasy

Tyto enzymy piedstavuji heterogenni tfidu, kterd podle mezinarodni klasifikace
enzymu patii do skupiny EC 1.4.3. Tato kategorie enzymu je Siroce rozsifena mezi

vSemi organismy, at’ uz prokaryontnimi, tak eukaryontnimi.

Strukturné se jedna o glykosylované homodimery. Kazda podjednotka se sklada
z atomu médi a chinonového kofaktoru, konkrétné 2, 4, 5 - trihydroxygenylalanin
chinonu. Velikost podjednotky se pohybuje v rozmezi 70 — 95 kDa (Cardillo et al.
2009).

e Monoaminooxidasa (MAO, EC 1.4.3.4)

Tento esencidlni enzym je vazany na vnéjS§i mitochondridlni membrané.
Kofaktorem je krom¢ meédi i pevné vazana prosteticka skupina flavinu. Flavinova
struktura obsahuje 3 kondenzované cykly. Flavohydrochinonovy cyklus lze snadno

reverzibilné oxidovat, za vzniku flavochinonu (IUBMB 2011).

V naSem organismu jsou dvé geneticky podminéné formy tohoto enzymu, a to
MAO A a MAO B. Tyto formy se liSi svymi substraty a specifickymi inhibitory
(Bachurin et al. 2001).

Ucastni se oxidace primarnich, ale i sekundarnich a terciarnich amind. Je dulezita
predevsim v oxidativni deaminaci neurotransmiterd a biogennich amini (Reakce 4).
Timto zpisobem zasahuje do metabolismu katecholamini a mnoha dalSich latek

(Angelova et al. 2011).
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R—CHy;—NHR’"+ O, + H;0 - R—CHO + R’ — NH, + H,0, (Reakce 4)

e Lysyl-monoaminooxidasa (EC 1.4.3.13)

Lysyl monoaminooxidasa, zndma i pod kratSim ndzvem lysyl oxidasa, je nezbytny
enzym pro tvorbu a fetézeni kolagenu a elastinu. Obsahuje 2 kofaktory, které jsou
nezbytné pro jeji ¢innost. Prvnim z nich je pevné vazany atom médi a druhym je
specificky, kovalentné vazany organicky kofaktor lysin-tyrosylchinon (IUBM 2011,
Lucero et al. 2006).

Lysyl oxidasa se vyskytuje ve dvou forméach — intra a extracelularni. Extracelularni
typ katalyzuje oxidativni deaminaci hydroxylysylovych a lysylovych zbytkii kolagenu a
elastinu a je prvnim krokem v sérii reakci, jejichz vysledkem je tvorba kovalentniho
fetézeni kolagenu a elastinu. Intracelularni forma ma funkci antionkogenu. Enzym je
velmi potfebny pro vznik a remodelaci extracelularni matrix béhem vyvoje a také pro
strukturni organizaci tkani. Hraje nepostradatelnou roli Vv pevnosti, pruznosti a

ohebnosti vlaknitych bilkovin pojivové tkan¢ (Lutsenko et al. 2010, Rucker et al. 1999).

Nedostatecna ¢innost tohoto enzymu usti v mnohé patologické symptomy, jako jsou
arterialni aneurysmata, emfyzémy, hernie, osteoporotické stavy, degenerace CNS nebo
divertikly mocového méchyie. Pacient je mize nejprve vnimat jako Spatné hojeni ran,

petechidlni krvaceni, volnou kiiZi a €asté kloubni dislokace (Ttiimer a Meller, 2010).

e Primdrni aminooxidasy (EC 1.4.3.21)

Skupina enzymu, mezi jejichz funkci je oxidace primarnich aromatickych i
alifatickych amini na pfislusné produkty (Reakce b5). Afinita téchto enzymu

k sekundarnim aminiim a k diamintim je mala (IUBMB, 2011).

R —-CH;—NH; + O; + H,O — R — CHO + NH3 + H;0; (Reakce 5)
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e Diaminoxidasa (EC 1.4.3.22)

Enzym, jehoZ hlavni funkci je oxidace diamint, jako napt. histaminu (Reakce 6).
Podili se ¢aste¢né i na oxidaci monoamint, ale oxidaci sekundarnich a terciarnich

aminu nekatalyzuje (IUBMB 2011).

His + O, + H,O — (imidazol - 4 yl) acetaldehyd + NH3 + H,O, (Reakce 6)

Peptidyl - @ - aminovda monooxygenasa (PAM, EC 1.14.17.3)

PAM je enzymem, ktery amiduje a - konce neuropeptidi. Tato amidace je
nezbytnou reakci pro aktivitu mnoha peptidovych hormonii a neuropeptidd, napft.

oxytocinu, vasopresinu, gastrinu, tyreoliberinu nebo kortikoliberinu (Eipper et al. 1992).

PAM je bifunkéni protein, skladajici se z peptidyl - o - hydroxyglycin - a -

amidujici lyazy a peptidylglycin - o - hydroxylujici monooxygenasy.

Katalytické reakce ma dva kroky. Do prvni faze se zapojuje monooxygenasova ¢ast
enzymu, ktera reaguje za vzniku C-terminalniho hydroxyglycinového meziproduktu.
K prvni reakci je nezbytny molekulovy kyslik, méd’ a askorbat. Meziprodukt je pak

druhou reakcei za pomoci lyazy preménén na C-terminalni amid (Dockray et al. 2001).

Sulfhydryl oxidasa (EC 1.8.3.2)

Sulfhydryl oxidasa je flavin-dependentni enzym, ktery katalyzuje vznik
disulfidickych vazeb z volnych thiolovych skupin, za soucasné redukce kysliku.
(Reakce 7) Tento enzym ma jako kofaktor vzdy atom kovu a podle n&j rozlisujeme dvé
formy, jejichz kofaktorem je zelezo nebo méd. Cu-dependentni typ byl popsan
Vv ledvinach, v tenkém stfevu a v kizi (Hoober et al. 1996). Podili se na procesech
zesitovani stavebni bilkoviny keratinu. NedostateCnou cinnost enzymu doprovazeji

symptomy suché ktize a vlasovych abnormalit (Tiimer a Moller 2010).

2R-SH+0, > R-S-S-R +H;0; (Reakce 7)
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Superoxid dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)

SOD je cytosolicky metaloprotein, zndmy i pod terminy erythrocuprein,
hemocuprein nebo cytocuprein. Je dilezitym enzymem, ktery se podili na antioxida¢ni
ochrané organismu. Zhasi totiz superoxidové radikaly za vzniku peroxidu vodiku. Tyto
volné radikaly jsou viibec nejcastéji vyskytujici se volné radikaly v organismu. Vznikaji
autooxidaci mnoha fyziologickych latek, jako napf. katecholaminti, flavind,
hydrochinonii, thioli nebo hemoproteini. Vytvaii se také pti mnohych enzymovych
reakcich, napi. katalyzovanych xantinoxidasou a jinymi oxidasami, lipoxygenasou,
cyklooxygenasou, dale rovnéz pii pienosu elektronti v dychacim fetézci (Keele et al.
1971).

Samotny superoxidovy radikal neni sam pfili§ toxicky, ale jeho nebezpeci tkvi
V tom, Ze z n& mohou vznikat dal$i, mnohem toxic¢téjsi reaktivni formy kysliku (pft.
hydroxylovy radikal, peroxynitrit nebo kyselina chlorna). Proto je preventivné

odstranovan dismutaci na jiz zminény peroxid (Racek a Holecek 1999).

Podle kofaktoru, tim je vzdy atom kovu podilejici se na katalytickém ucinku,
rozeznavame tii isoformy enzymu SOD: Mn?* SOD, Fe?* SOD a Cu?*/Zn** SOD. Cu/zn
dependentni enzym, s celkovou molekulovou hmotnosti 32 kDa, se vyskytuje
Vv cytoplasmé mnoha somatickych bun¢k, predevsim vsak v hepatocytech. Piedstavuje
1 % vsech bilkovin v buice. Strukturu ma sloZzenou ze dvou podjednotek. Kazda z nich
obsahuje po jednom atomu z obou kovi, pficemz atom zinku ma strukturni funkci a
atom meédi katalytickou a slouzi jako redoxni centrum v molekule enzymu (Shim a
Harris 2003, Harris 1992).

Vlastni reakéni mechanismus je podle nasledujiciho schématu (Reakce 8 a 9).
Atom Cu®* je redukovan prvni molekulou superoxidu na Cu®. Dalsi molekula
superoxidu je pak v protonizované form¢ (proton ziska z argininu v blizkosti aktivniho
centra), schopna znovu oxidovat Cu* na Cu®*, &mz dojde k regeneraci enzymu. Ve

druhé reakci dojde mimo jiné k vytvoreni peroxidu vodiku.

Kromé cytosolové Cu - dependentni formy enzymu existuje i varianta vdzana na
membrany, zhaSejici superoxidové radikaly na bunééném povrchu. Podle nékterych
vyzkumi se tento enzym dokonce podili na udrzeni mozkového cévniho tonu a na
neurogenezi. Poruchy enzymu vedou k amyotrofické lateralni skleroze (Lutsenko et al.
2010, Shim a Harris 2003).
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E—Cu®*+20,* > E—Cu" + 0, (Reakce 8)

(Arg ) E—Cu" + HOp* + 2H" — (Arg -) E - Cu*" + H,0, (Reakce 9)

Tyrosinasa (EC 1.14.18.1)

Tyrosinasa je transmembranovy kuproenzym, obsahujici dva atomy médi. Ty se

pfimym zptsobem podili na pienosu atomt kysliku a tvorby reaktivnich meziprodukti.

Tyrosinasa je kliCovym, rychlost limitujicim enzymem, katalyzujicim oxidacni
pfeménu aminokyseliny tyrosinu na 3, 4 - dihydroxyfenolalanin, neboli L - dopa.
Stejnou reakci muze katalyzovat i enzym tyrosin-hydroxylasa, ktery vSak ve své
struktufe namisto médi obsahuje atom zeleza. L - dopa je pak dale oxidovan na
dopachinon, ktery je pozdéji jesté¢ dale konvertovan. Cilem této metabolické cesty je

vznik tmavého pigmentu melaninu, ktery ve velké mirfe ovliviiuje barvu lidské kize

(Julien et al. 2007).

Melanin je produkovan melanocyty, jez jsou Siroce rozsiteny V lidském téle, tedy
nejen ve svrchni casti kidze. Jednou ze specifickych organel melanocytll jsou
melanosomy, které plni roli zdsobnich vezikul. Melanocyty jsou potom kanalky

propojeny s pokozkovymi bunikami keratinocyty.

Ptitomnost melanocytli byla dokonce potvrzena 1 v mozkové kire, hippokampu,
epithalamiu ¢i v substantia nigra. Role tyrosinasy v CNS neni dostate¢né pochopena.
Jednou z moznosti je preventivni oxidace nadbyte¢ného mnozstvi dopaminu. Zabranilo
by se tak destrukci katecholaminergnich neurond, zptsobenou dopaminovou auto-
oxidaci (Lutsenko et al. 2010).

Regulaci vzniku melaninu ovliviiuje mnoho faktorii, mezi néZ patii i opalovani nebo
ultrafialové zéafeni. Oba tyto jevy indukuji melanogenezi a tvofi tak fotoprotektivni
odpovéd’ kize. Hladina melaninu stoupa v pribéhu nékolika dnti po expozici na slunci a
tvofi v kizi tmavou clonu, ktera tak zvySuje odolnost pokozky vié¢i moznému

poskozeni UV zafenim (Khlgatian et al. 2002).

Poruchy tyrosinasové aktivity vedou k hypopigmentacnim zméndm. Vrozena
absence se projevuje albinismem, coz je vyrazné sniZzeni az Uplny nedostatek melaninu
v organismu. Projevuje se bledou pokozkou, bilymi vlasy a ostatnim ochlupenim,

slabozrakosti a svétloplachosti. Absence tyrosinasové aktivity je i v oblastech ktize, kde
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dochazi k nadmémému odumirani melanocytti. Tuto kozni vadu zname pod nazvem

vitiligo a projevuje se spojitymi okrsky kiize bez pigmentu.

Krevni sraZeci faktory - V, VIII

Krevni srazeci faktory V a VII jsou glykoproteiny produkované jatry a
fyziologicky se vyskytujici v plasmé. Koagula¢ni faktor V, proakcelerin, je kofaktorem
v komplexu aktivatoru protrombinu. Koagula¢ni faktor VIII, antihemofilicky faktor, ma
stejné jako faktor V roli kofaktoru pii aktivaci faktoru X. Oba srazeci faktory jsou
nezbytné pro kaskadovity proces hemokoagulace. Jejich dysfunkce usti ve vazné
nemoci. Pti absenci faktoru VIII se jedna o krvacivy stav — hemofilii A, nebo naopak pti
nedostatku faktoru V (Leidenska mutace) nastava zvySena koagulace (Trojan et al.

2003, Silbernagl a Lang 2001).

Oba tyto proteiny vazi ve své struktuie méd’. Ta podporuje stabilitu proteinovych
fetézci. Faktor VIII ma podle mnoha vyzkumu fylogenetickou spojitost s CP, coz
potvrzuje jejich podobna struktura, ne vsak jejich funkce (Lutsenko et al. 2010, Cabrera
et al. 2008).
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3.2. Kinetika médi v organismu

3.2.1. Homeostaza médi v organismu

Piijjem médi do organismu je zajistén vyhradné dietou. Pestrd strava je zarukou
piijmu dostatecné velkého mnozstvi médi denné¢ (2 — 5 mg), které nékolikandsobné
piekracuje DDD. Méd’ je absorbovana zejména horni ¢asti tenkého stieva, tj. duodenem
a ileem. Nové vyzkumy zminuji i moznou roli zaludku. Enterocyty jsou tedy v podstaté
vstupni branou médi do organismu, na jejichz apikalni stran¢ dochézi k prostupu médi
ze stievni lumen do enterocytu a na bazolaterdlni strané¢ dochazi k efluxu médi do
portalni Zily. V situacich, kdy je mé&di nedostatek, se mira absorpce zvySuje, v opaénych
situacich se méd’ neabsorbuje. Vstiebavani médi souvisi i s celou fadou faktori —
zelezo, zinek ¢i kyselina askorbova jej potlacuji, zatimco zivocisné bilkoviny a fruktéza
naopak zvysuji. Rizikovymi skupinami s dietn¢ nedostatecnym piijmem meédi jsou
podvyzivené déti, nedonoSeni novorozenci a nemocni s malabsorpénimi syndromy,
véetné Crohnovy choroby, ulcerdzni kolitidy a chronickych prijmt (Angelova et al.
2011, Collins et al. 2010, Harvey 2005, Moore 1996).

Volné ionty médi se v krvi takika nevyskytuji, koncentrace téchto ionti byla
naméfena v desetinach pikomoll na litr krevniho séra. Méd’ je v krevnim obchu
navazana na krevni pfenaSece — albumin, transkuprein a CP. Albumin je hlavnim
transportnim proteinem meédi V oblasti portalni zily, coZ potvrdily testy s radioaktivné
znaCenymi ionty médi. Albumin vaze ionty médi na histidinovy zbytek na N-konci
molekuly. Dalsim proteinem je transkuprein, ktery se cca z 12 % podili na transportu
médi v krevnim séru. Jedna se o makroglobulin o molekulové hmotnosti 270 kDa. A jak
z nazvu vyplyva, jde o vysoko-afinitni pfenase¢, ktery opét vaze meéd’ do komplexu
s histidinem. T kdyz je jeho koncentrace v krevni plasmé nizsi, vaze piiblizné stejné
mnozstvi médi jako albumin. Mezialbuminem a transkupreinem dochazi navic
K volnému pfenaseni iontd médi. Za normalnich okolnosti se koncentrace navazané
médi na transkupreinu v plazmé pohybuje kolem hodnot 2 pM. CP vaze nejvyssi
zabudovana do CP neni lehce uvolnitelna! Navic se méd’ nevaze se na molekulu CP
v krvi, ale je do struktury CP zabudovana pii jeho syntéze v jatrech. V ptipadé

aceruloplasminémie, stavu kdy je hladina CP sniZzend az nulova, zastava transportni
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funkci CP albumin spolu s dalsimi proteiny plazmy (Collins et al. 2010, Cabrera et al.
2008, Dusa 2008, Hanson et al. 2001).

Somatické bunky, kromé hepatocytu, ptijimaji méd’ transportovanou piedevsim CP.
Dodanou méd’ vyuzivaji dle svych potieb pro tvorbu kuproenzymii. Ve vétsiné bunék
probiha kinetika médi analogicky, avsak nékteré specifické skupiny bunék nakladaji
smeédi surcitymi rozdily. Piikladem jsou erythroidni bunky, které maji specifickou

schopnost vyuzivat méd’ pro syntézu hemoglobinu.

Hepatocyty klicovym zplisobem reguluji homeostazu médi a to dvéma zptisoby.
Zaprvé, vétsinu médi v jatrech zabuduji do specifickych proteinti (CP, krevni faktory),
zaroven funguji jako ulozist€. Zadruhé, nadbyte¢nou meéd’ (30 — 60 ug/den) nevratné
vylouéi hepatobiliarni cestou z organismu stolici. Za normalnich okolnosti se jedna o
nejvyznamnéjsi zpusob exkrece médi (98 %), K minoritnim cestam exkrece patii
odloucené epitelidlni bunky (nehty, vlasy), sliny nebo moc¢. K exkreci médi dochazi na
apikalni, neboli kanalikularni, strané hepatocytu. A pravé tato membrana buiky je
vybavena mnozstvim transportnich proteini zodpovédnych za eliminaci médi.
V situacich, kdy je médi opravdu nadbytek, se v jatrech popisuji utvary typu
lysozomalnich vezikul, naplnénych médi, které sviij obsah vyprazdnuji piimo do Zluce

(Collins et al. 2010, Wijmenga a Klomp 2004).

3.2.2. Homeostaza médi v buiice

Koncentrace médi v lidské bunce je velmi striktné udrzovana. Dlouhou dobu byly
poznatky o intracelularnim hospodafeni s médi mlhavé a teprve nedavné studie odhalily
detailni principy té€chto procest (Obr. 2). Stejné tak i moderni vyzkumy na ,.knockout*
mySich identifikovaly mnoZstvi zGfastnénych molekul proteini a chaperond.
Homeostaza médi v bunice bude charakterizovana tfemi procesy — ptijmem meédi do

buriky, subcelularni distribuci a effluxem (Wang a Guo 2006, Harris 2001).



Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta 21

/ \‘\\‘*\“\\ f [ ) Copper carriers
//// \\\\\\7-\ ® .
/ CTR1 \“'—:“ CTR1
/4 ? QO o o+ —— ;’;/
ya gco / J @ [\ [f
{t / /} \ ¥
\ : //b ‘
\ / = ‘[\ \ Cuproenzymes
\ © “ccs
\ sob1 cr1 | @
l \
‘ \ Atoxl \

2\
\ @ X
N\
% - ATP7A \ . -
T awm o
- ”\'7\»:‘\'::’:' \

OBRAZEK 2. OSUD MEDI V BUNCE.

Schéma distribuce médi (zelené kulicky) v buiice. Extraceluldrni méd je Kmembrané buriky
prinasena extracelularni tekutinou, navazanda na konkrétnim prenaseci. Skrz regulovatelny Cu-
transportér (CTR1) vnika do bunécného prostredi, kde se o ni déli jednotlivé chaperony (napr. ATOXI a
CCS). Ty méd’ prerozdéluji bunécnym organelam, které ji ddile vyuziji (pr. tvorba cytochrom c oxidasy,
SOD). ATPasové prenasece (74, 7B) zajistuji vstup médi do lumen Golgiho komplexu, kde dochdzi
Kk zabudovani do kuproenzymit (at’ uz volnych nebo membrdanové vizanych). V situacich, kdy je mnoZstvi
Cu zvysené nebo pri jinych signalech (aktivace NMDA) se ATP7A ve vezikulach pohybuje k membrané a
usnadriuje Cu - exkreci.

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)

Prijem médi

Podminkou transportu dietou piijatého Cu?* jontu pies membranu bunék, je jeho
redukce na Cu’. Tento ptedpoklad byl potvrzen mnohymi studiemi, které prokéazaly
kompetitivni inhibici transportu médi po piidani iontd Ag’. Naopak vice vazné ionty
(Cd*, zn®*, Fe**, Fe*") zadnou prekéazku v transportu netvofily. Redoxni reakce pred
vstupem do buriky zajistuje na bunééném povrchu cytochrom b reduktasa (Collins et al.
2010, Maryon et al. 2007, Wang a Guo 2006).

Redukované méd’né ionty jsou pak transmembranovymi transportéry pieneseny do
cytosolu. Prvni systematické studie vstupu médi do eukaryontni buniky byly provadény
v Klausnerové laboratoii kolem roku 1990 na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae.

Tehdy byl poprvé yCTR odhalen a pozd¢ji definovan i u ¢lovéka jako hCTR. Selektivni
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transportér pro méd’ (CTRI1), ktery je nejCastéji exprimovany v jatrech, ve stfevech,
V ledvinach a v srdci. Studie ovéfily, ze vstup médi do buiiky je proces energeticky
nezavisly na hydrolyze ATP (Collins et al. 2010, Eisses a Kaplan 2005).

CTRI se skladd z cca 190 aminokyselinovych (AK) zbytkl, pficemz pievazuje
vyrazné zastoupeni metioninu, cysteinu a histidinu schopnych koordina¢né¢ vazat med’.
Strukturné je CTR1 popisovan ¢tyimi doménami (Obr. 3). Prvni extracelularni N-konec
je nejdelsi casti proteinu (66 AK zbytktll). Patnacta aminokyselina asparagin nese N-
glykosylovany zbytek, pravdépodobné zodpovédny za vysSi stabilitu proteinu.
Sekvence extracelularni ¢asti je bohata na histidinové a metioninové sekvence. Druhou
doménu tvofi tfi samostatné transmembranové segmenty, vytvarejici v membrané pory.
Proteinovy fetézec uzavird mezi prvnim a druhym transmembrdnovym segmentem
intracelularni smycku. Ta je tvofena 45 AK zbytky a v porovnani s ostatnimi ¢astmi
fetézce neni jeji sekvence tak konzervativni. Posledni doménou je kratky (15 AK
zbytkl) intracelularni C - konec, zakonéeny typickou His - Cys - His sekvenci. Vysoce
konzervativni sekvence je pro transportni funkci nezbytna, coz bylo mimo jiné
dokazano studiemi s mutovanymi strukturami proteinu (Maryon et al. 2007, Wang a

Guo 2006, Eisses a Kaplan 2005).

Vlastni mechanismus transportu pies membranu buiiky funguje na principu poéru.
Méd’ je k N - konci transportéru piivadéna navazana na transportni molekule (CP,
albumin a dals8i). Vazba médi na extracelularni ¢ast CTR1, kterd je bohata na sekvence
schopné koordina¢né atom médi pfipoutat, je impulzem pro konformac¢ni zménu
transportéru, a to pfedev§im v oblasti intraceluldrni smycky. Vyznam této konformacni
zmény tkvi pravdépodobné v otevieni transmembranového poru. Vlastni prinik médi
membranou neni pfili§ objasnén, ale v zavérecné fazi se Cu’ opét navaze na C - konec
transportéru a je pfipraven pro akceptory, zajiStujici subcelularni distribuci. Né&které
studie pfinaseji zajimavé zjisténi o prokazané stimulaci transportni Cinnosti CTR1
zvysenou hladinou drasliku. Pfesto p¥ipadny Cu*/K® Kkotransport stale ziistava jen
v rovin¢ uvah (Maryon et al. 2007, De Feo et al. 2007, Petris 2004).

Mnozstvi transportéru v bunééné membrané i jeho aktivita jsou pifimo regulovany
hladinou mé&di v bufice. Pfedpoklada se, ze pii nedostatku médi dochazi ke stimulaci
endocytozy prozatim nefungujici intracelularni formy transportéru. Nedavna studie
S oznacenymi protilatkami proti mysi transmembranové CTRI1 tento fakt potvrdila.

ZvySené zbarveni se oproti kontrolni skupiné projevilo u mysich mlad’at, krmenych



Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta 23

mlékem bez médi. Naopak zvySend koncentrace médi prepravni aktivitu snizuje. Princip

regulaci je vSak stale neznamy (Collins et al. 2010, Maryon et al. 2007).

vvvvvv

oy e

Z toho vyplyva nepostradatelnost transportéru pro embryogenezi. AvSak piekvapivym
zjisténim je fakt, ze 1 u nékterych zdravych embryi je pfijem meédi kompetitivné
inhibovan dvojmocnymi ionty zeleza, manganu, nejvice vSak zinku. Tento zpisob
pfepravy médi neni jesté plné objasnén a moznosti, které se nabizi je hned nékolik.
Funkci minoritniho transportéru pro méd” miizou zastdvat méné specifické prenaSece
kovi, jako transportér DMT nebo Zn - afinitni ptenaSe¢ ZIP (Collins et al. 2010,
Maryon et al. 2007, Shim a Harris 2003).
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OBRAZEK 3. STRUKTURA hCTRL.

Schéma struktury lidského Cu - selektivniho transportéru a jeho ctyi domén — eXtracelularniho
N - konce, ti samostatnych transmembrdanovych pori, intraceluldrni smycky a intraceluldarniho

C - konce.

Prevzato z: Maryon et al. (2007)



Med’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu 24

Subcelularni transport

Volné Cu® ionty se v buiice vyskytuji, pokud vibec, jen Vextrémné nizkych
koncentracich. V bunééném prostoru se o atomy meédi a jejich pohyb staraji specialni
proteiny — chaperony. Ty piebiraji méd’ navazanou na C - terminalni ¢ast CTRI,
transportuji ji po bufice a zasobi médi potiebné organely a umoznuji tak na Cu - zavislé

enzymatické reakce.

V roce 1995 byl jako prvni identifikovan antioxida¢ni protein ATOXI1. Strukturné
se jedna o maly, kompaktni protein, slozeny z 68 AK zbytkil uzavirajici povrchové
vystavenou smycku. Ta obsahuje vysoce konzervativni sekvenci Met-x-Cys-x-x-Cys, ve
které cysteiny koordina¢né vazi méd’ a metionin celou strukturu stabilizuje. Protein
snavazanou médi ma stejnou strukturu, avsak vice rigidngjsi. Funkci proteinu je
detoxikace bunécného prostiedi, ¢emuz odpovida i zvySeni hladiny ATOX1 u bun&k
s nedostatkem SOD. ATOX1 spolupracuje se sekre¢nimi drahami Golgiho aparatu, a to
piedevsim s N - terminalnim koncem Cu - ATPas (Obr. 4). Nové hypotézy ukazuji i na
moznou stimulaci katalytického mista ATPas. Kromé& toho byl ATOX1 ve velké mife
detekovan v neuronech, kde se piedpoklada moznost protekce pied oxidacnim stresem
(Collins et al. 2010, Wang a Guo 2006, Wijmenga a Klomp 2004, Prohaska a Gybina
2004).

Jako druhy byl popsan CCS (human copper chaperon for SOD). Tento rozpustny,
predevsim cytosolicky protein, je tvofen z 274 AK zbytkl. Strukturné je rozdélen do tii
odliSnych domén — prvni je zodpovédnd za vazbu médi a opét obsahuje zminénou
sekvenci Met-x-Cys-x-x-Cys, druha je strukturni obdobou SOD a nejmensi tieti doména
je nezbytna pro funkénost celého chaperonu (Obr. 5). Funkce CCS je pro ¢innost SOD
nepostradatelna. Pfind8i atomy médi ke katalytickému mistu oxidasy, zaroven
usnadiiuje tvorbu disulfidické vazby apoenzymu a tim jeho pfeménu na holoenzym.
Studie na mutovanych mys$ich bez CCS potvrdily pfimy vztah mezi hladinou CCS
VvV cytosolu mnoZzstvim SOD, ktery byl u téchto mySi vyrazn€ snizen. Nedostatek
chaperonu neovliviiuje jiné bunécné procesy, jako je tvorba CP a dalsi. Koncentrace
CCS je vpfimé souvislosti s mnozstvim meédi v buiice — nedostatek médi vede
k velkému zvySeni hladiny tohoto proteinu (Collins et al. 2010, Prohaska a Gybina
2004).
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OBRAZEK 4. CHAPERON ATOXI.

Chaperon ATOX1 v membrané Golgiho apardtu preddava atom médi (zelend kulicka) na N - konec
Cu - transportéru ATPasy, jejichz aktivita je podminéna hydrolyzou ATP. Struktura Cu - vdzajici
sekvence ATOX1 (zdiiraznénou cervenou barvou) se podobad struktuie jednotlivych ATPasovych domén,

ve kterych dochazi k vazbé médi.

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)

OBRAZEK 5. CHAPERON CCS A JEHO VZTAH K SOD.

Cytosolicky chaperon CCS prejima méd’ (zelené kulicky) z transportéru CTRI a dodava ji SOD.
Strukturné je slozen ze tii domén (D I — \Il), z nichz D II je strukturni obdobou samotné SOD. Cervend

oblast v D I znaci Cu - vazebné misto.

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)
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Tretim znamym chaperonem je maly cytosolicky protein (68 AK zbytkli) — COX17.
Ma vlasenkovou strukturu, ktera uvniti mezi atomy Cys uzavird vazebné misto pro
méd’. Jako jediny znamy chaperon neni COX17 strukturné podobny s cilovym
enzymem. Jeho poslanim je transportovat méd’ do mitochondrii, kde je S pomoci dalSich
membranovych proteini (COX11 a SCO; ;) zabudovana do cytochrom c oxidasy
(Obr. 6). Studie na mysich s geneticky inaktivovanym COX17 podaly dikaz o snizené
aktivité cytochrom c oxidasy (Banci et al. 2010, Collins et al. 2010).
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OBRAZEK 6. CHAPERON COX17.

Chaperon COX17 s navizanou médi, prendsi méd 7 cytosolu do intermembranozniho prostoru
mitochondrie. V tomto prostoru je méd’ prenesena na transmembranovy protein COX11, ktery je nezbytny
pro vznik cytochrom c oxidasy. Stejné tak je nezbytnd i oxidoredukcni cinnost proteinii SCOq, 5. Kromé

Cu - vazebnych proteinii maji mitochondrie i depo volné médi v matrixovém prostoru

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)

Eliminace médi 7 buriky
Intracelularni meéd’ pfinasi své buiice kromé benefitl i urcité riziko, jako jiz zminéné
nebezpedi tvorby volnych radikalti. Kazda bunka ma proto vyvinut vysoce citlivy a

efektivni systém ochrany.

Eliminace je spojena s cinnosti antioxida¢niho chaperonu ATOXI, ktery méd
ptimo po vniknuti do buiky pfenasi k ATPasovému systému. ATP7A a ATP7B jsou
proteiny zodpovédné za regulaci mnoZstvi médi v téle. Patii do stejné P1-ATPasové

rodiny. Oba jsou transmembranovymi proteiny s blizkou molekulovou hmotnosti (A
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175 kDa, B 160 kDa), strukturni piibuznosti (65 %) i s identickymi sekvencemi a
doménami. U obou proteintl je transport iontti médi pfes membranu podminén energii,
kterou generuji defosforylaci ATP a naslednou fosforylaci Asp - zbytku své malé
intracelularni smycky (Obr. 7). Pfes mnohé podobnosti se vSak nejedna o ,,dvojéata“.
Prvni ndznak odliSnosti pozorujeme v transportni rychlosti, kterd je vys$si u ATP7A.
Tento dikaz podnitil piesvédéeni, ze ATP7B je na rozdil od ATP7A vice
specializovany (Lutsenko et al. 2010, Linz a Lutsenko 2007).

ATP7A
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OBRAZEK 7. STRUKTURA ATP7A.

ATP7A4 je membrdanovy protein s 0SMi trans - membranovymi doménami. Zleva N - termindlni konec
se Sesti sekvencemi pro vazbu médi. Mala smycka je katalytickym mistem pro fosforylaci. Velka smycka

reguluje katalyticky cyklus a konformacni zmény proteinu. Posledni ¢asti je C - termindlni konec.

Prevzato z: Harris (2001)

ATP7A je transportnim proteinem, regulujicim hladinu médi v organismu jiz na
urovni enterocytd, kde dochazi k jeji absorpci z potravy. ATP7A na bazolateralni strané
enterocytu reguluje efflux Cu® ven z buiiky smérem do portalni krve, respektive piijem
médi do organismu. Diky tomu nefunkénost ATP7A (napt. pti Menkesové onemocnéni)
vede ke zvySené koncentraci médi ve stievé a prohlubujicimu se deficitu médi ve
vnitinim prostiedi. ATP7A se v lidském téle exprimuje ve vSech organech, kromé jater.
Vysledky studii dokazuji ptitomnost ATP7A v takika celém embryu béhem gestace, coz
zduraznuje jeho nepostradatelnou funkci pro homeostazu médi (Southon et al. 2010,
Linz a Lutsenko 2007).

ATP7B je transportérem zaméfenym na exkreci médi z organismu a jatra jsou

klicovym mistem, kde k tomuto procesu dochazi. ATP7B se podili na dvou typech
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transportu Cu®. Zaprvé cestou do Golgiho aparatu, v jehoz sekre¢nich drahach dochazi
k zabudovavani mé&di do proteint (pi. CP, krevni srazeci faktory). Vedle toho zajistuje
ATP7B exkreéni cestu z hepatocyti do zluce. Krom¢ jater je ATP7B dale exprimovan
Vv ledvinach, mozku, bronchialni sliznici i v placenté a prsni zlaze. Inaktivace ATP7B
(napf. pti Wilsonové chorobg€) je spojena s masivnim az toxickym ndrtstem koncentrace
meédi v jatrech a zaroven se snizenim hladin kuproenzyma (Southon et al. 2010, Linz a
Lutsenko 2007, Wijmenga a Klomp 2004, Prohaska a Gybina 2004).

Hladina obou ATPas uzce koreluje s mnozstvim médi v bunice. V rizikovych
situacich, kdy intracelularni hladina médi roste, dochazi k rychlym reverzibilnim avsak
rozdilnym reakcim u ATPas. Vzestup Cu” hladiny zptisobi zvysenou distribuci malych
vezikul s ATP7A od Golgiho aparatu smérem k bazolateralni membrané a naopak
distribuci vétSich vezikul s ATP7B na apikalni, tedy kanalikularni stranu hepatocytu.
V obréacenych situacich, pfi nedostatku médi, funguji oba procesy opa¢nym smérem.
Z toho vyplyva, ze v buiitkach musi existovat polariza¢ni signaly usnadiiujici orientaci
ATPas v bunce, ve skute¢nosti o nich vSak moc informaci nemame (Lutsenko et al.

2010, Linz a Lutsenko 2007).

Mal4 ¢ast Cu” neni po vstupu do buiiky vazana chaperony, ale vytvaii komplex
s tripeptidem glutationem (GSH). Méd’ vazana v tomto komplexu je pak piedavana
metallothioneinu. Metallothioneiny jsou nizkomolekularni cytoplasmatické polypeptidy
s vysokym obsahem kovi a siry. O jejich objev se zaslouzili vroce 1957 védci
Margoshes a Vallee. Identifikovali je jako prvni vkife ledvin koni, kde

metallothioneiny vazaly velké mnoZstvi kadmia.

Ptedpoklada se, Ze jejich vyznamna role tkvi v intracelularni fixaci dvoumocnych
iontlh kovli — predev§im zine¢natych, médnatych a az v mensi mife kademnatych a
rtutnatych. Vazba atomli médi je oproti jinym koviim podstatné silnéj$i a pro jeji
poruseni jsou potieba extrémni podminky (pH < 0,5 nebo tetrathiomolybdenan amonny
jako chelata¢ni ¢inidlo). Methallothioneiny organismu zajistuji regulaci a kontrolu nad
volnymi ionty kovli a ve svém dlsledku poskytuji buitkdm ochranu pied skodlivymi
ucinky toxickych kovi. Jsou schopné ionty transportovat na misto potieby nebo je
Z buiiky eliminovat. S funkci metallothioneinli souvisi 1 regulace jejich syntézy.
V testech in vivo 1 in vitro bylo pozorovano vyrazné zesileni biosyntézy MT
Vv pfipadech, kdy nahle doSlo ke zvySeni kovovych iontl. Sav¢i metallothioneiny se

skladaji z 60 az 68 aminokyselin s vyraznym podilem dvaceti cysteind (30%). Pravé
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cysteiny s thiolovou skupinou jsou zodpovédné za vazbu az sedmi atomi jiz
dvoumocnych kovi, avSak az 11 — 12 atomi médi. Molekulova hmotnost proteinu se
pohybuje v rozmezi 6 — 7 kDa. V organismu jsou rozsifeny v parenchymatéznich
tkanich, jako jsou jatra, slinivka a stfeva. Rozdilné koncentrace MT v organismu jsou
ovlivnény mnoha faktory, napf. fazi vyvoje, vékem, dietnim rezimem a pravdépodobné

dal$imi, dosud nepoznanymi (Wang a Guo 2006, Luza et al. 1996).

3.2.3. Regulace homeostazy médi

Nadbytek médi predstavuje pro organismus velké riziko. Toxicky vliv médi na jatra
zprostiedkovany volnymi radikaly, a tedyk oxida¢nim stresem piimo poskozuje
buné&¢né komponenty — proteiny, lipidy a nukleové kyseliny. Nadmérné davky médi
vyvolaji ve zdravém organismu kaskady reakci, které brani vykyvim intraceluldrni
meédi. Reakce organismu byly sledovany na mnoha testech in vitro na modelové burce
Saccharomyces cerevisiae a pozd¢ji i na kultivovanych koloniich mySich hepatoct.
Podobnost vysledkli méfeni na obou modelech svédéi o silné konzervativnim piistupu

ochrany pro mnohé rozdilné organismy.

V jedné studii byly mysi hepatocyty inkubovany v prostfedi se 100 uM CuCl,
(Obr. 8). Pfi inkubaci se postupné zvySovala intracelularni koncentrace médi
v buiikdch. Za 24 hodin inkubace byla patrna faze platd, resp. nasyceni. Celkovée se
mnozstvi médi v bunice zvysilo 275 krat, a to z hodnoty 0,043 ng/ug proteinu v ¢ase 0

hodin az na hodnoty 12 ng/ug proteinu v ¢ase 24 hodin (Muller et al. 2007).

V podobné studii, ale jiz in vivo pily mysi po dobu jednoho mésice vodu s 6 mM
CuCl,. Intracelularni méd’ se zvysila dvojnasobné, ale ve vysledku trpély jen mirnym
pfedavkovanim. Nebyly na nich patrné zadné viditelné potize plynouci ze stravy
s vysokym obsahem meédi, navic makroskopické ani histopatologické vySetfeni

neukézalo na poSkozeni organismu, zvIaste jater (Muller et al. 2007).

Obecné by se tyto adaptabilni reakce daly rozdélit na dvé faze. Casna, rychla
reakce, je charakterizovana vzestupem metallothioneinti v navaznosti na zvyseni
intracelularni koncentraci médi. Tento vzestup Ize pozorovat velmi brzy s maximem po
dvou az ¢tytech hodinach po zvyseni intracelularni koncentrace médi. Pti druhé, pomalé
reakci, (18 — 24 hodin po zvyseni) se indukuje exprese gent, zapojenych bud’ piimo,

nebo nepfimo v odpovédi na oxidacni stres, napf. exprese genl pro tvorbu glutathionu
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se az Ctyfnasobn¢ zvysi. Dale dochazi k expresi geni pro tvorbu antioxida¢nich
proteintl, proteini tepelného Soku, které renaturuji poskozené bilkoviny nebo latek
zapojenych v ubiquitinaci nevratné poskozenych protein. ZvySena aktivace se mimo

jiné tyka i rodiny cytochromu P 450, konkrétn¢ isoforem 2D a 2C (Muller et al. 2007).

Intracellular copper (ng copper/ug protein) J»

10 20 30 40 S0 B8O 7O
time (hrs)

OBRAZEK 8. ZMENY INTRACELULARNI KONCENTRACE MEDIV CASE.
Mysi hepatocyty byly kultivovany v médiu se 100 uM CuCly,. Vzestup intracelularni koncentrace
médi byl méren plamenovou atomovou absorpcni spektrometrii. Méreni probihalo v casech 0, 0.5, 1, 2, 4,

6, 8, 18, 24, 48 a 72 hodin a vysledky byly vztazeny na mnozstvi médi vng na 1 ug intracelularnich

proteinit. Chybové usecky znaci smerodatené odchylky tri mérent.

Prevzato z: Muller et al. (2007)

V jinych experimentech byly mysi hepatocyty inkubovany s chelatory médi
(pt. bathocuproin - disulfonova kyselina), které snizily intracelularni koncentraci médi
az na hranici detekovatelné Grovné a zplsobily nedostatek médi v bunice. Vyzkumy
V této oblasti nepiinasi jednotné vysledky a zavéry. AvSak obecné lze shrnout, Ze
aktivita mnoha kuproenzymii v disledku nedostatku médi klesa. Nizké mnozstvi médi
Vv buiice zvySuje konkurenci chaperonti, a tedy vyrazné stimuluje zvySeni jejich hladin.
Zvysuje se citlivost bunék mechanismem stimulace mnozstvi i prepravni aktivity
hCTR1. Somaticka bunka reguluje obsah pfijmu Cu - iontd v rozmezi od 5 — 20 uM.
20 uM je zaroven maximalni mnozstvi, které je bunka schopna pfijmout. Mezi ptiznaky

spojené s nedostatkem meédi patfilo snizeni télesné hmotnosti, indukovana anémie,
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hypercholesterolemie, kardiomyopatie, osteomalacie az osteopordza i poruchy imunity
(Maryon et al. 2007, Muller et al. 2007, Bertinato et al. 2003).

Jedna z nejnovéjSich studii, vyuzivala znacené protilatky proti mCTR v testech na
mysich samcich 1 samicich trpicich nedostatkem médi, ale i na jejich mlad’atech
krmenych mlékem bez médi. Oproti kontrolnim skupinam byly pozorovany vyssi
hladiny CTR v oblasti ledvin, mozku, srdce, stfeva, prsni tkan¢ béhem gestace a laktace.
Interpretace namétenych vysledku je vSak velmi obtizna diky $patné mite kvantifikace a

reakcim protilatek nejen s mMCTR1 (Kuo et al. 2006).
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3.3. Patofyziologie médi v lidském organismu

3.3.1. Wilsonova choroba

Wilsonova choroba nebo také hepatolentikularni degenerace nese pojmenovani po
americkém neurologovi Samueli Alexandr Kinnier Wilsonovi, ktery ji v roce 1912 jako

prvni charakterizoval.

Jedna se o vzacnou dédi¢nou autozomalné recesivni poruchu metabolismu médi.
Pfi¢ina nemoci byla odhalena az v roce 1993, kdy byl u nemocnych objeven mutovany
gen atb7b, ¢asto nazyvan WND gen. Lokus pro WND gen je na dlouhém raménku 13.
chromozomu. Jaterni transportér ATP7B nasledné selhava a nedodava méd’ do Golgiho
aparatu, v souvislosti s tim se rychle sniZzuje syntéza a Zivotaschopnost kuproenzymd,
véetné CP a znacné klesa mira exkrece médi do zluce. Dusledky selhani vedou 1) ke
snizeni mnozstvi CP, jehoz hodnota je zaroven i jednim z diagnostickych znaku, 2) k
nebezpecéné kumulaci médi v jatrech, volné radikaly jim navic zplsobuji silné oxidacni
poskozeni. Extrahepatalni kumulace nejvice poskozuje mozek, ledviny, o¢ni rohovku a
mnohé jiné organy a tkan¢ v organismu (Burkhead et al. 2011, Roberts a Schilsky
2003).

3.3.1.1. Princip dé&di¢nosti a epidemiologie

Heterozygotni nositelé mutovaného genu jsou zdravi jedinci. Ke klinické
manifestaci onemocnéni dochazi jen v homozygotnim stavu. Z principu autozomalni
recesivni  dédi¢nosti tedy vyplyvd, Ze sourozenci nemocného maji 25 %
pravdépodobnost, Ze mohou byt Gplné¢ zdravi, stejné jako 25 % pravdépodobnost, Ze
mohou byt nemocni a s 50 % pravdépodobnosti mohou byt heterozygotnimi prenaseci
nemoci. U mnoha ptipadi Wilsonovy choroby vSak nedoslo k dédiénému piennosu
vadného genu, ale ke spontanni mutaci zdravého genu u nich samotnych (Nev§imalova

a Bruiha 2006, Stacey a Blachford 2002).

Defektni gen se oObecné vyskytuje v populaci velmi casto, jeho frekvence je
odhadovana na 1: 90 — 200 obyvatel. Prevalence onemocnéni je v celosvétovém meétitku
1: 30 000 obyvatel. Nasobn¢ vyssi Cetnost onemocnéni byla prokazana v oblastech

Castych pribuzenskych snatkii. Nejvyssi endemicky vyskyt byl pozorovan na ostrové



Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta 33

Kréta. V malé vesnici nedaleko mésta Heraklion byla zaznamenana nejvyssi prevalence
defektniho genu i nemoci samotné. Védci sledovali od roku 1978 po dobu 25 let pocet
nove narozenych déti a nové piipady nemocnych s WD. Vysledkem bylo zjisténi, ze na
90 porodi ptipadlo 6 novych pacientii s WD. Duisledkem toho se v rizikovych oblastech
doporucuje s vétsim dirazem intervenovat ve vychové ke zdravi, genetickém
poradenstvi pfipadné novorozeneckém screeningu pro WD (Dedoussis et al. 2005,
Roberts a Schilsky 2003).

3.3.1.2. Genetické pozadi nemoci

Od prvniho objevu uz bylo zjisténo vice nez 380 riznych typt mutaci, které jsou
ptic¢inou Wilsonovy choroby. A¢koliv Zadnou z mutaci védci nemohou charakterizovat
jako nejcastéjsi, nékteré mutace jsou béznéjsi i v rdmci riznych svétovych populaci.
Napt. nejlépe popsana varianta typu H1096Q (histidin je na pozici 1 096 zaménén
glutamatem) piedstavuje az 60 % mutaci u evropské populace (CR, Némecko, Litva,
Madarsko a dalsi), naproti tomu typ R778L odpovida za 30 % vSech mutaci ve
vychodni Asii (Korea, Cina, Japonsko a dalif). Mnohé mutace jsou velmi vzacné,
nékteré znich byly popsany jen v urCitych statech nebo ostrovech, dokonce i v
jednotlivych rodinach. Univerzita v Alberté spravuje nejkompletnéjsi databazi prozatim
objevenych mutaci (Burkhead et al. 2011, Roberts a Schilsky 2003).

Genotypova rozdilnost podmifiuje i riznorodost fenotypového projevu. Ale jak se
na piikladu geneticky identickych jednovajecnych dvojcat ukazalo, svou neméné
dilezitou roli maji i vné&jsi faktory — individualni epigenetické, environmentalni a jiné.
U jedné z homozygotnich sester vyvolala Wilsonova choroba akutni jaterni selhani
s neodkladnou potiebou transplantace jater, zatimco druha s identickou mutaci trpéla
jen mirnym jaternim poSkozenim. Prvni trpéla anorexii a druhd bulimii, jinak rozdily
Vv zivotnim stylu takika neexistovaly. Ptesto odli$na progrese onemocnéni méla pficinu
vtomto detailu — vrozdilném pfijmu potravy. Ob& podstoupily rehabilitace, jedna
akutni jaterni selhani s neodkladnou potiebou transplantace jater (Burkhead et al. 2011,
Kegley et al. 2010).
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3.3.1.3. Klinicky obraz nemoci

Klinicky obraz nemoci je velmi proménlivy. V minulosti se dokonce tvrdilo, Ze
typicky obraz Wilsonovy nemoci neexistuje. Ackoliv je i v dnes$ni dobé individualni
variabilita nastupu nemoci, projevii 1 jejich zavaznosti velmi vysokd, nemiizeme
S historickym tvrzenim souhlasit. Neidentifikovatelné asymptomatické obdobi je
nasledovano Spatn€ pozorovatelnymi inicidlnimi symptomy, které bez diagndézy a
ucinné 1écby fulminantné progreduji do nebezpecnych stadii. Nelécena Wilsonova

choroba se pro organismus stava fatalni hrozbou (Kolcunova 2011, Ala et al. 2007).

Klinické projevy nemoci se nejcastéji zaénou objevovat na prelomu prvni a druhé
dekady zivota, sporadicky se vSak muze manifestovat v détském, v dospélém i v
senilnim véku. NejmladSimu pacientu S potvrzenou WD byly tii roky, pétiletému ditéti
dokonce v dusledku nemoci museli 1ékafi transplantovat jatra. Horni vékova hranice pro
diagnostiku WD je 40 let, navzdory tomu byva provadéna i u starSich osob a proto
nejsou vyjimkou Sedesatnici s Cerstvou diagnézou Wilsonovy nemoci (Nevsimalova a

Briiha 2006, Roberts a Schilsky 2003).

Wilsonova nemoc se mize manifestovat do 4 zakladnich forem — hepatalni,

neurologické, psychiatrické a o¢ni v€etné jejich vzajemnych kombinaci (Tab. 3).
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TABULKA 3. ZAKLADNI MANIFESTACE WILSONOVY CHOROBY.

FORMA PRIZNAKY
Jaterni forma Pocatecni — steatdza, bolestivost a otok jater

Pozdni — akutni/chronicka hepatitida, cirhdza a selhani jater

Neurologicka forma Pocate¢ni — bolest hlavy, nespavost, zhorSeni paméti, mikrografie

Pozdni — ataxie, dystonie, tremor, svalova rigidita
Psychiatricka forma Deprese, psycho6zy, bipolarni porucha, zmény osobnosti
O¢ni forma Kayser-Fleischerovy prstence, slune¢nicové katarakty

Vzacné formy Endokrinologické pfiznaky — amenorea, hypoparathyreoidismus
Kardiovaskularni ptiznaky — kardiomyopatie, arytmie
Renalni ptiznaky — aminoacidurie, hyperkalciurie, nefrolitiaza
Hematologické ptiznaky — hemolytickd anémie
Ptiznaky na pohybovém aparatu — osteopor6za, osteomalacie

Dermatologické ptiznaky — xerdza, hyperpigmetace, vitiligo

Hepatadlni forma WD

Jaterni forma Wilsonovy choroby je typickym projevem détského a adolescentniho
véku. Primérny v€k v dobé diagnézy je 17 let. PriCinou jaternich poSkozeni je

nadmérné mnoZzstvi medi, které se v jatrech deponuje.

Asymptomaticka stadia jsou detekovatelna jen na biochemické urovni,
charakterizované vétSinou jen abnormélnimi hodnotami enzymi.. Témeét polovina
pacientll rozpoznava prvni pfiznaky nemoci pravé na jaternich obtiZich. Nespecifické
symptomy, které zahrnuji bolestivost a otok jater, doprovazené horeckou, mohou vést
Iékafe k mylné diagndze virové hepatitidy nebo infekéni mononukledzy. V inicialnich
stadiich se na jatrech objevuje mikrosteatoza 1 neobvyklé, pod ultrazvukem
pozorovatelné imunohistochemické skvrny, které vznikaji ukladanim meédi v cytosolu
hepatocyti (Ala et al. 2007, Nevsimalova a Briha 2006, Roberts a Schilsky 2003,
Stacey a Blachford 2002).
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Pokrocilé stadia jaternich poskozeni se miizou manifestovat do nékolika riiznych

forem (Kodama et al. 2012, Marecek 2009, Ala et al. 2007):

Jaterni makrosteatza — je sama o sobé némym symptomem, doprovazenym mirnou

elevaci bilirubinu a transaminaz.

Akutni hepatitida — mize i o n¢kolik let pfedchdzet manifestaci samotné WD, ve

veétsing piipadi odezni sama i bez terapie.

Chronické aktivni hepatitida — se od jinych typa chronickych hepatititid nijak zv1ast

neli§i. Mize byt doprovazena zvySenim transaminas a ikterem. Charakteristickym

znakem je zdvazna porucha v krevni koagulace.

Jaterni cirhdza — je nejéastéjsi formou pokrocilé hepatdlni manifestace. Pfiznaky

zahrnuji portalni hypertenzi, hepatosplenomegilii, ascites, ikterus a tézkou koagulacni
poruchu. Onemocnéni Casto rychle progreduje. Vysetfeni pro moZnost WD by proto

mélo byt u cirhotikit mladsich 45 let automatické.

Fulminantni jaterni selhani — je velmi progresivni, Zivot ohrozujici stav. Setkavame

se snim u velmi mladych, dosud nelécenych pacientii nebo naopak u starSich
nemocnych, ktefi dlouhodobé prerusili 1écbu. Obraz nemoci zahrnuje nebezpecné
symptomy, jako hemolytickou anémii nebo silny ikterus. Vyzaduje neodkladnou

potiebu transplantace jater.

Jaterni hepatoceluldrni karcinom byl pozorovan u dlouhodobé nemocnych. Vznika

pravdépodobné nasledkem dlouhodobého oxida¢niho stresu, a tedy jaterniho zanétu a

cirhozy.

Neurologickd forma nemoci

Typickym projevem manifestace neurologické formy WD je nastup piiznaku
V pozdni adolescenci a v dospélosti. Primérny veék v dobé diagnozy je 21 let. Pfi¢inou

je opét hromadéni médi v mozku a v nervovém systému.

Pocatecni ptiznaky jsou plizivé a proto mnohdy opomijené. Zahrnuji zprvu
nendpadné zmény chovani, poruchy nalad, zhorSovani intelektovych funkci
doprovazenych pracovnimi nebo studijnimi netispéchy, mikrografii a zhorSeni rukopisu.
Dal§imi nevyraznymi symptomy jsou castéjSi bolest hlavy, nespavost, lehky tfes,

slinéni, zhorSeni pohybové koordinace (ruka, oko) a dystonie. Cim diive by doslo
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k rozpoznani nemoci, tim rychleji by se mohlo zacit s Gi¢innou 1écbou. Ve skute¢nosti
jsou vsak varovné symptomy nespravné pri¢itany doznivajici puberté (Nev§imalova a

Briiha 2006, Kicberger et al. 2005, Stacey a Blachford 2002).

Progrese onemocnéni je vyvolana postupujici degeneraci neuront. Typické velké a
vicejaderné Opalskiho bunky (Obr. 9) vznikaji degeneraci astrocytt. Strukturalni
zmény ve form& mozkovych 1€ézi jsou patrné v bazélnich gangliich, sttednim mozku a
mozecku, zietelnd je i kortikalni atrofie bilé hmoty mozkové. Nevyrazné a plizivé
symptomy se prohlubuji a zviditeliiuji. Pokrocila neurologickd faze se v mnohém
podobé projeviim Parkinsonové nemoci — ataxie, svalova rigidita, hypomimie, tremor a
nystagmus. VeétSina nemocnych trpi  dystonii. Dystonie byva casto zdiiraznéna
abnormalnimi emoc¢nimi nebo stresovymi stavy, naopak ve spanku dochazi ke
zklidnéni. V kombinaci se svalovou rigiditou zptisobuje dystonie typicky vyraz obli¢eje
s usklebkem, vcetné¢ hlasovych poruch az némoty. Velké spasmy mohou vést
k manifestaci epileptickych zachvati. Pacienti zaroven vétSinou trpi subklinickou

jaterni cirhdzou (Ala et al. 2007, Nevsimalova a Britha 2006).

OBRAZEK 9. OPALSKIHO BUNKA.

Opalskiho bunka (viz. Sipka), typickd pro pacienty s WD, vznika degeneraci astrocytii. Opalskiho

burnky jsou velké, v priumeru az 35 um, maji jemné zrnitou cytoplasmu a mohou byt vicejaderné.

Prevzato z: Mossakowski et al. (1971)



Med’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu 38

Psychicka forma nemoci

Psychiatrické projevy postihuji az tietinu nemocnych a klinicky obraz se mnohdy
piekryva s neurologickymi problémy. Jsou spojené se zmeénou osobnosti, zivotniho
tempa, zvySenou iritabilitou a emocni labilitou. NejcastéjSim symptomem je deprese
(30 — 60%), ale vyskytovat se mohou i izkostné a psychotické stavy, agrese, bipolarni
porucha, poruchy piijmu potravy i sexualni exhibicionismus (Carta et al. 2012,
Nevsimalova a Brtiha 2006, Kicberger et al. 2005).

O¢ni forma nemoci

Projevem Wilsonovy nemoci je i Keyser - Fleischeriv (K - F) prstenec (Obr. 10),
objevyjici se u o¢ni duhovky. K - F prstenec je viditelny béznym okem, ale pro
presngjsi vysetfeni se pouziva §térbinova lampa. Zrnity ndnos médi, kterd tvofi prstence,
se ukladd ve vnitini Descemetové membrang, tj. vV misté, kde belima prechazi
v rohovku. Zlatohnéd¢ kruhy jsou nejdiiv patrné pii hornim okraji oka a postupné
obkrouzi celou duhovku. Neovliviiuji kvalitu vidéni. Depozita médi jsou stejné jako
K - F prstence reversibilni, a mizi v pfipadé tuspésné 1é€by nebo po transplantaci jater.
Znovuobjeveni pak souvisi se selhanim 1écby nebo s piipadnym nedodrzovanim
1é¢ebného planu. K - F prstence patii mezi diagnostické prvky Wilsonovy choroby, ale
nesmime opomenout dvé fakta: 1) Nejsou specifickym symptomem WD, vyskytuji se
také u vleklych jaternich poruch, jako je chronickd cholestdza. 2) A¢ jsou prstence
patrné u nové diagnostikovanych pacientd s WD, ptesto se vyskytuji jen 90 % pacientl
s neurologickou a psychickou formou nemoci a pouze u 50 % téch, ktefi trpi hepatalni
formou Wilsonovy choroby. U déti s jaternim poskozenim zplsobenym WD takika
uplné chybi. Proto absence K - F prstenci nevylucuje diagnézu WD ani u pacientl
s pfevazné neurologickymi projevy (Ala et al. 2007, Stacey a Blachford 2002).

Slunecnicové katarakty, opét pozorované Stérbinovou lampou jako pestrobarevné
skvrny, ptfedstavuji loziska médi v ocni CoCce. Jsou opét reversibilni a neovliviiuji
kvalitu vidéni. Mezi méné Casté doprovodné projevy nemoci patii nocni slepota, zanéty

zrakového nervu nebo strabismus (Ala et al. 2007, Stacey a Blachford 2002).
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OBRAZEK 10. KEYSER - FLEISCHEROVY PRSTENCE.

Na vnéjsim okraji rohovky (viz. Sipky) jsou patrny zlatohnédé kruhy. Jedna se o depozita médi

v Descemetové membrané, tzv. Keyser - Fleischerovy prstence.
Obrazek A — prrevzato z: Wilson disease association [online]

Obrdzek B — prevzato z: Schrag a Schott (2012)

3.3.1.4. Stanoveni diagndzy

Na vrub bohatého genetického zakladu, rozmanitého fenotypového projevu a
nevyraznych ptfiznakiim nemoci je skute¢né velmi obtizné stanovit diagnézu. Diagndza
v nékterych ptipadech falesné¢ ukazuje na jiné onemocnéni, v mnohych dalsich
pripadech je opozdéna a znacnd ¢ast nemocnych (az 50%) umird bez diagndzy na
nerozpoznané fulminantni jaterni selhani, juvenilni cirh6zu nebo pro nerozpoznané

extrapyramidové syndromy v neurologicko - psychiatrickych zafizeni (Marecek 2009).

Vcasna diagndza zabranuje hlubSimu poskozeni organismu médi a brzkd U¢inna
1é¢ba zlepSuje prognézu nemocnych. Nadto preventivni screening predisponovanych
jedinci pomize odhalit a stabilizovat nemoc jest¢ v asymptomatické fazi nemoci.
Skupina Valentina Militaru se snazila odhalit faktory, ovliviiujici miru diagnostického
zpozdéni. Vysledkem jejich badani bylo, ze zadny ze zkoumanych faktorti (jaterni
onemocnéni, neurologické poruchy, veék, pohlavi, K - F prstence aj.) nezlepsili

pravdépodobnost véasné diagnozy (Militaru et al. 2011).

V posledni dobé byl vypracovan piehledny bodovy systém hodnoceni jednotlivych
vySetieni (histologickych, biochemickych, klinickych aj.). I pfes potencialni vyhody
Vv jednoduchosti, pfesnosti a objektivité méteni se neujal. Specialisté se proto stale drzi
narodnich, nebo mezindrodnich doporuceni diagnostiky WD, mezi které patii

nasledujici vysetfeni (Ala et al. 2007).
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Obsah médi v jatrech

Obsah médi v jatrech se hodnoti na vzorku, ziskaném pfi technicky naro¢né biopsii
jater. Obsah médi (ug) se vztahuje na g suché vahy jater a je stile nejlep$Sim
biochemickym dikazem WD. Za fyziologickych podminek obsahuji jatra méné nez 55
pg/g medi. Hodnoty naméiené pacientim s WD jsou vyssi nez 250 ug/g, ale ani mensi
obsah médi nez 250 pg/g nemoc nevyluCuje a ¢asto poukazuje na heterozygotniho
prenasece. U pozdnich stadii WD neni obsah médi v jatrech stejnomérny! Falesné
pozitivni hodnoty mohou mit jatra s chronickou cholestazou, naopak u cirhotickych
jater byly naméteny fale$né negativni vysledky s nizkym obsahem médi (Ala et al.
2007).

Na vzorku jaterni biopsie lze pozorovat i zmény v morfologii tkdné — steatdzy,
glykované jadra hepatocytt, nekrozy, fibrozy, nodularni cirrhozy aj. Analyza tak mize

byt uzite¢nym doplitkem K ostatnim vysetfenim (Roberts a Schilsky 2003).

Sérova stanoveni

Stanoveni CP v séru opét patii mezi zdkladni screeningové vysetfeni. Méfeni miZe
probihat dvoji metodou — enzymaticky, méteni Cu-dependentni oxidasové aktivity nebo
imunologicky, pomoci protilatek. Vysledky jsou obecné povazovany za rovnocenné,
nicméné existuje moznost nadhodnoceni imunologické metody, kterd nerozliSuje
holoceruloplasmin a strukturu bez Cu, apoceruloplasmin. Hodnoty CP jsou u 80 %
nemocnych snizeny, avSak nejsou konstantni ani u zdravych jedinct. Fyziologicky se
hladina CP pohybuje v intervalu od 0,2 do 0,5 g/l. U novorozencti a kojenci do 6.
mésice jsou hodnoty velmi nizké, ale po 2. roce zivota se téméf podobaji hodnotdm
dospélych. Diagnostickym signdlem pro WD je koncentrace CP < 0,2 g/l. SniZené
hodnoty CP maji nemocni s pancytopenii, Menkesovou chorobou, malabsorpénimi
stavy a aceruloplasminémii. SniZené hodnoty byly naméfeny 1 heterozygotnim
prenasecim. Koncentrace CP v séru stoupa pii zanétu, v té¢hotenstvi 1 pfi uzivanim

kontracepce (Ala et al. 2007, Roberts a Schilsky 2003).

M¢éd’, kterd neni v séru vazana na CP, dosahuje fyziologickych hodnot menSich nez
15 pg/dl séra. U nelécenych nemocnych se koncentrace médi zvySuje nad 25 pg/dl.

ZvySené hodnoty médi nevazané na CP mohou byt kromé WD zpiisobeny 1 akutnim
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jaternim selhdnim nebo intoxikaci. Sérova hladina médi > 200 pg/dl ukazuje na

hemolytickou anémii a mize souviset s WD (Schilsky 2009, Roberts a Schilsky 2003).

Diagnoza WD s takika 100 % jistotou muize byt stanovena u pacientd s akutnim
jaternim selhanim, pokud maji pomér alkalické fosfatasy a bilirubinu niZsi nez ¢tyfi a
zarovenn pomér aspartataminotransferasy a alaninaminotransferasy vyss$i nez 2,2

(Schilsky 2009).

Stanoveni médi v moci

Meéd, kterd se vyluCuje moci, neni vdzand na CP a za normalnich situaci se
pohybuje pod hranici 40 pg za 24 hodin (coz odpovida 0,6 umol/24h). U pacientd s WD
je mocova exkrece médi zvySena az ke 100 pg/24h (coz odpovida 1,6 pumol/24h).
Falesn¢ pozitivnich vysledki dosahli pacienti s chronickym jaternim onemocnénim,
autoimunitni hepatitidou a heterozygotni ptenaseci. Proto byl u déti standardizovan test
s D-penicilaminem. Détem je podavana davka 500 mg 12 hodin pted i béhem vysetieni.
Pokud je nasledna exkrece médi vysi nez 1 600 pg/24h (coz odpovida 25 pmol/24h) ma
dit¢ Wilsonovu chorobu. Obdobné testovani dospélych vsak neexistuje (Roberts a
Schilsky 2003, Ala et al. 2007)

Dal§i mozné metody

Mezi dalsi metody fadime detekci K - F prstencl, kterou provadi zkuSeny
oftalmolog $térbinovou lampou. Moznou alternativou je finan¢né i technicky naro¢né
genetické vySetteni. Toto vySetfeni je vhodné u rodin postiznych WD, kde napomaha
preventivnimu screeningu. V soucasné dob¢ se provadi vySetfeni zamétené na nejcastéji
vyskytujici se mutace genll, a tedy ani negativni vysledek nevyluuje onemocnéni
zpiisobného vzacn&jsim typem mutace. Testy radioaktivni médi se v Ceské Republice

neprovadi (Marec¢ek 2009, Ala et al. 2007).

3.3.1.5. Terapie nemoci

Cil 1écby Wilsonovy choroby je snizit hladinu médi v organismu k fyziologické
hranici, a tak zabranit komplikacim, které nadbyte¢na méd’ organim a tkanim

zpusobuje. Do roku 1951 byla Wilsonova nemoc fatalni bez jakékoliv moZnosti 1écby,



Med’ a jeji pato/fyziologicky vyznam v lidském organismu 42

az s pouzitim prvniho chelatoru médi, intramuskularné podaného dimerkaptolu, se
nemoc stala 1é¢itelnou. Revoluci v 1écbé WD vsak ptinesl John Walshe, ktery v roce
1956 jako prvni pouzil k 1é¢bé WD peroralné podavany D - penicilamin. | dnes je
zékladem terapie WD farmakologicka 1écba, ktera vSak znamena celozivotni terapii. Jeji
nedodrzovani vede k recidivé symptomu az k jaternimu selhani (Ala et al. 2007, Roberts
a Schilsky 2003).

Soucasti 1écby WD jsou zaroven nefarmakologickd opatieni. Dieta s nizkym
obsahem médi (do 1 mg/den) ma sice jen okrajovy vyznam, ale v prvnim roce 1écby
byva nafizovana striktn€. Pacientim je doporuceno vyhnout se potravindm s vysokym
obsahem médi a zaroven byvaji pouceni o obsahu médi v pitné vodé (Marecek 2009,

Roberts a Schilsky 2003 Stacey a Blachford 2002).

K dosazeni cile 1é¢by je dnes mozné volit mezi nékolika strategiemi:

Podavani Cu - cheldatori

Chelatory obecné zvySuji rozpustnost médi, odbouravaji jeji reverzni depozita z
tkani a usnadiuji exkreci médi z t€la moci. Chelatory médi (Obr. 11) zpusobuji
v uvodu 1ééby masivni uvolnéni médi z depozit a mohou zpusobit prechodné zhorseni
neurologickych a jaternich ptfiznakd. Zékladnim principem je proto zacinat terapii
nizkymi davkami a plnou G¢innou davku lze pacientim podat ve 3. az 5. mésici. Plny
efekt 1é¢by chelatory je mozno ocekévat s prodlenim, a to ¢tyi az Sesti mésicli. Lécba
neni G¢inna u nemocnych s pokro¢ilym stadiem nemoci, u kterych jsou depozita médi
ireverzibilni. Terapeuticky efekt 1é¢by u pacientd s neurologickou formou nemoci neni
zcela zaruCeny. V mnohych ptipadech nedochazelo ke zlepSeni klinického obrazu,
dokonce ojedinéle se neurologické symptomy dal zhorSovaly. (Marecek 2009,
Nevsimalova a Brtiha 2006, Cai et al. 2005).
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OBRAZEK 11. STRUKTURY KLINICKY POUZIVANYCH CHELATORU MEDI.
Chemickeé struktury Cu - chelatorii, vyuzivanych v lecbé WD.

Prevzato od Wang a Guo (2006)

D - penicilamin (B, B - dimethylcystein) je 1ék s nejvétsimi zkusenostmi v pocatecni
1 udrzovaci 1écbé WD po celém svété, u mnoha nemocnych stale 1ék volby. Volné
thiolové skupiny penicilaminu jsou podminkou chelata¢ni vazby. Penicilamin navic
stimuluje syntézu metallothioneinu, ktery poté chrani bunky tim, ze ve vétsi miie
navaze intraceluldrni ionty médi. Imunosupresivni u€inky penicilaminu se vyuZzivaji
v 1écbeé revmatoidni arthritidy. Z farmakokinetického hlediska ma penicilamin
variabilni biodostupnost (40 — 70 %), ktera se jidlem jesté o polovinu snizi. Az 80 %
penicilaminu je v krevnim ob&hu navazano na plazmatické bilkoviny. Exkrece probiha
ze 70 % moci. Terapie se zac¢ina davkami 150 — 300 mg/den, plna davka se pohybuje
mezi 900 — 1 200 mg/den a je rozdélena do dvou dennich dilt podavanych hodinu az
dvé po jidle. Pouzivani penicilaminu je spojeno s fadou nezadoucich u&inka (NU), pro
zdvazné NU je az 30 % pacientii donuceno 1ék vysadit. Mezi ¢asné NU (1. — 3. tyden
lécby) tfadime horecku, vyrdzku, neutropenii, trombocytopenii. Pokud se u pacienta
objevi tyto ¢asné NU, méla by byt 1é¢ba okamzZité pierusena. Pozdni reakce zahrnuji
proteinurii jako znamku nefrotoxicity, degenerativni zmény kize, poruchy kostni dfené
vedouci az k aplazii i silné alergické reakce. Naruseni pyridoxinového metabolismu
pfispiva k progeriatrickym zménam. Proto je doporufend pravidelna suplementace
vitaminu Bg Vv davce 25 — 50 mg denné (Schilsky 2009, Ala et al. 2007, Stacey a
Blachford 2002).

Trientin (2, 2, 2 - triethylentetraamin neboli trien) je Setrn&jsi alternativou
penicilaminu, predstavenou v roce 1969. Pouziva se pfi nesnasenlivosti penicilaminu, v

zahraniCi je dokonce schvalovan jako 1ék volby. V polyaminové struktufe jsou pro
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chelatacni vazbu nezbytné Ctyfi vazané atomy dusiku (Obr. 12). Oproti penicilaminu
ma trientin niz8i klinickou G¢innost v mobilizaci médi. Biodostupnost trientinu je
Spatna, jen 1 % trientinu a 8 % aktivniho metabolitu acyltrienu bylo nalezeno v moci.
Mezi NU fadime zhoreni neurologickych piiznaki, vyjimeéné pancytopenii. Protoze
trientin vychytdvd kromé médi i atomy Zzeleza, dlouhodobd terapie muze vést
k sideroblastické anémii. Pro udrZovaci terapii slouzi davky 750 — 1 000 mg/den, opé&t

podavané po jidle (Ala et al. 2007, Roberts a Schilsky 2003).

Tetrathiomolybdenan amonny (TTM) je novou perspektivni latkou v 1écbé WD ze
skupiny chelatori a navic se zdd velmi ucinny v pocatecni 1€cbé pacientli
s neurologickymi piiznaky (Obr. 12). Ctyfi sirné funkéni skupiny umoziiuji s médi
vytvofit stabilni produkt. Podéani s jidlem vytvofi TTM s ionty médi nevstfebatelny
komplex. Pii podani mezi jidly se vstieba a tvoii vétsi komplex TTM-Cu-albumin,
vyluCovany hepatobiliarni cestou z organismu. Tym védct, vedeny Thomasem
Brewerem, vedl dvojité zaslepenou studii pro porovnani ucinku trientinu a TTM a
vysledky byly skutecné povzbudivé. Zatim co trientin u 26 % pacientdi zhorsil
neurologické ptiznaky, TTM je zhoril jen u 4 % z nich. Moznym NU pacienti
1éenych TTM je Casty vznik epileptickych zachvatl a potencidlni skeletalni poskozeni.
Jako perspektivni se potvrdila kombinace TTM se zine¢natymi solemi (Kodama et al.
2012, Schilsky 2009, Brewer et al. 2006, Wang a Guo 2006, Kitzberger et al. 2005).

H,N NH,
HN  NH S e’
2 ~ Cu?
+ Cu* —— /
H,N NH;
H,N NH
—~ - \—/
Trientine Trientine-copper complex
&)
S s s
| e o TN,
s Mo s + Cu® SsT 0 Ns
‘ \ Cu /
s >
&)
Tetrathiomolybdate Tetrathiomolybdate-copper complex

OBRAZEK 12. CHELATACNI REAKCE TRIENTINU A TETRATHIOMOLYBDENATU

Prevzato 7: Kodama et al. (2012)
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Podavani Zn - soli

Nejcastéjsi alternativou chelatori jsou v 1é€bé WD zinecnaté soli, které byly
poprvé pouzity v 16¢bé WD v roce 1960. U¢inkuji dvéma mechanismy. Kompetuji s
meédi o kliCovy stfevni transportér, proto snizuji Stfevni absorpci médi a nevstiebana
méd’ odchazi stolici z organismu. Zinek soucCasné zvySuje obsah bunéénych
metallothioneintl, které maji vétsi afinitu k médi nez k zinku samotnému. Slouceniny
zinku se pouzivaji hlavné k udrzovaci 1é¢bé a ve vyhodné kombinaci s penicilaminem
zvlasté u pacientd s jaternimi poruchami. Podavaji se nemocnym s asymptomatickou
fazi nemoci. Nemocnym se podava tiikrat denné¢ 50 mg zinecnatych soli. Typ soli
(sirany, acetaty, glukonaty aj.) ovlivituje Zaludeéni snaSenlivost. Léky se s ohledem na
mechanismus Géinku doporuduji brat sjidlem. Mezi NU fadime dyspepsii,
imunosupresi (snizeni chemotaxe lymfocyt) a opatrnost se doporucuje u pacienti
s poruchou funkce ledvin. Zine¢naté soli nemaji na rozdil od penicilaminu teratogenni
ucinky, a proto jsou lékem volby u t€hotnych (Nevsimalova a Britha 2006, Kitzberger et
al. 2005, Roberts a Schilsky 2003).

Transplantace jater

Transplantace jater je moznosti volby u pacientid s nahlym nebo dlouhodobé
nekompenzovanym jaternim selhanim. Pfiznivy vliv transplantace pii péci o pacienty
s neurologickou formou nemoci je nejisty. Prvni pacient podstoupil kvili Wilsonové
chorobé transplantaci jater pred 30 lety a od té doby probéhlo vic nez 370 takovych
operaci S uspésnosti 79 — 87 % pacientl prezivajicich prvni rok po operaci. Piestoze je
transplantace moznym feSenim WD, je zaroven spojena stadou nepfiznivych rizik
(rejekce organu, dlouhodoba imunosuprese, apod.), a proto by k ni mélo dochazet ve

skute¢né vyjimeénych piipadech (Schilsky 2009, Ala et al. 2007).

Dércem jater, nebo jejich casti se obvykle stavda zemiela osoba. Vzhledem
k nedostatku organi pro transplantaci se pfistoupilo i k varianté zivého darcovstvi.
Tento postup je vyuzivan zejména u déti, kterym ¢ast zdravého orgénu poskytuji rodice.
Ptesto, ze rodice nemocného jsou obligatni heterozygoti, transplantace se ukazaly jako
bezpecné a ucinné v metabolismu médi nemocnych. V literatufe nejsou udaje 0
recidivach nemoci u transplantovanych jedincti (Ceska transplantaéni spoleénost,

Schilsky 2009, Nevsimalova a Brtiha 2006).
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Symptomaticka a podpiirna lécba

Symptomatickd 1éCba usnadiiuje predev§im pacientim s téZzkou neurologickou
symptomatologii. Extrapyramidové hypokinetické a dystonické projevy tlumi vysoké
davky anticholinergik, u ptipadi symptomatické epilepsie je indikovani antiepilepticka
1é¢ba. Pro zlepseni kognitivnich funkci lze uzit vasodilatancia v kombinaci s nootropiky
(Nevsimalova a Britha 2006).

Mezi podptrnou lé¢bu patii kromé zminéného vitaminu Bgi vitamin E, jehoz sérové
hodnoty byly u pacientd s WD nizké. Antioxida¢ni aktivita vitaminu E by méla ve
zvySené mife chranit bunky pfed volnymi radikdly. Symptomatické zlepSeni pacienti

uzivajicich vitamin E vSak neni podpofen zadnou studii (Ala et al. 2007).

3.3.1.6. Progn6za nemoci

Pted rokem 1951 umirali nemocni do jednoho az Sesti let od prvnich projevi
nemoci. Diky efektivni 1écbé se prognéza nemoci zasadné zmenila. V piipadé zahéjeni
lécby v asymptomatické fazi mizeme projeviim nemoci zabranit zcela. U naprosté
vétSiny nemocnych vede spravné fizena 1écba spolu s dodrzovanim dietnich opatieni
K Gstupu az vymizeni projevli nemoci a nemoc tak neni pro vétSinu pacientt velkym

handicapem (Nevsimalova a Britha 2006, DP CHS).
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3.3.2. Menkesova choroba a Occipital Horn Syndrom

Genetické poruchy spojené s mutaci genu atp7a lze rozdélit do dvou kategorii —
vzacnéjsi mirngj$i forma Occipital Horn Syndrom (OHS) a klasicka Menkesova
choroba (MD). Menkes se svym tymem poprvé popsal onemocnéni v roce 1962 a o
deset let pozd¢ji oznalil Danks s kolektivem abnormalni metabolismus médi jako

pravou pfi¢inu nemoci (Ghosh a Chaudhuri 2012, Tiimer a Mgller 2010).

Jednda se o multisystémové dédicné onemocnéni metabolismu médi, recesivné
vazané na chromozom X. Vadny gen atp7a, oznaCovany i jako MD gen, leZi v oblasti
Xq 13.3. Transportér ATP7A na trans - Golgiho membrané tedy neni schopen zajistit
nejprve prepravu dietni médi, coz vede k nizkym sérovym hladindm, ani efektivni
vylu¢ovani médi. Dochazi tak k nadmérné kumulaci médi Vv cytosolu enterocytd
(Obr. 13). MD a OHS jsou pfevazné systémova onemocnéni, zatimco WD postihuje

prevazné jatra (Kodama et al 2012).

Snizené mnozstvi médi Ize u pacienti s MD pozorovat Vv jatrech a mozku. Jaterni
nedostatek se vysvétluje vysokymi pozadavky ostatnich tkani a organt a souvisi opét
s poklesem tvorby a zivotaschopnosti Kuproenzymu. Naproti tomu sniZzené mnozstvi
médi vmozku mé zcela odliSny a prozatim ne zcela pochopeny divod. Moznou
pti¢inou bude souvislost s transportérem ATP7A. Nejnovégjsi studie poukazuji na
souc¢innost ATP7A s N - methyl - D - aspatamovym receptorem. U pacienti s MD je
méd” seviena do pasti, zjedné strany hematoencefalickou a ze strany druhé
hematolikvorovou bariérou. Proto jsou neurony a gliové buniky médi takika zbaveny,

coz vede k progresi neuronalni demyelinizace (Tiimer a Mgller 2010, Kaler 2008).

3.3.2.1.  Princip dédi¢nosti a epidemiologie

Ke klinické manifestaci nemoci podle o¢ekavani dochazi jen u muzi, piesto bylo
hlaseno nékolik pfipadd nemocnych zen. Heterozygotni nositelky vadného
X - chromozomu jsou zdravé. Prevalence MD se na jednotlivych kontinentech lisi,
pfesto je to nemoc vzacna. V evropskych zemich se uvadi jako 1: 300 000 zivé
narozenych déti, v Japonsku jest¢ méné jako 1: 360 000. Vyssi prevalence je hladSena
napf. z Australie, kde se jedna o 1: 50 000 — 100 000 obyvatel. Prevalence OHS je jesté
nizsi (Timer a Klomp 2011, Tiimer a Moller 2010).
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OBRAZEK 13. BUNECNY METABOLISMUS Cu VE ZDRAVE A MENKESOVE BUNCE

Med' vstupujici do buniky (Cerné kulicky) pres transportér CTRI se uvniti vaze na chaperony
(ATOX1). Ty ji privadéji ke Golgiho aparatu, kde za normdliniho stavu (obrdzek A) dojde k zabudovani
médi do Kuproenzymii — napi. LOX a DBH. U Menkesovy buriky (obrdizek B), kterd ma geneticky
podminénou vadu v ATPTA, K zabudovani do Kuproenzymii nedojde. Mnozstvi Kuproenzymii vyrazné
klesd, coz je patrné na klinickéem obraze nemocného. Méd’ se hromadi uvniti bunky, kde se ve zvysené

mire vaze na metalothioneiny (MT).

Prevzato z: Kodama et al. (2012)

3.3.2.2.  Genetické pozadi nemoci

Paleta mutaci MD genu je Sirokd — do roku 2012 bylo rozpoznano vice nez 357
odlis$nych mutaci. Specificky typ mutace neni znamy, z 22 %, jsou zastoupeny mutace
typu inzerce a delece, takika po 18 % shodné parcialni delece, nonsence a missence a
mutace. U formy OHS se jednd predev§im o missence mutace. Genetickd analyza
prekvapivé ukazuje, Ze jen asi 75 % vSech postizenych pacientli méa heterozygotni

matky, zatimco u zbytku doslo k novym mutacim MD genu (Kodama et al. 2012).

Mezi typem mutace a klinickym projevem nemoci neexistuje zadny piimy vliv.
Nicméné plati, Ze u pacientll s mirn€jsim fenotypem (OHS) vedou mutace ke vzniku
castecné funk¢niho proteinu a vysledkem je tedy snizené mnozstvi (2 — 5 %) jinak
normalniho proteinu. Teprve nedavno byly popsany dalsi dvé rodiny, u nichz se

v disledku missence mutaci projevily pozdni symptomy X - vazané MD, bez
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jakychkoliv pfedchozich znamek deficitu médi v organismu (Moizard et al. 2011,
Timer a Klomp 2011).

3.3.2.3.  Klinicky obraz nemoci

Klinicky obraz Menkesovy nemoci je oproti Wilsonové chorob¢ daleko ztfetelngjsi,

vvvvvv

Klasicka Menkesova choroba

U pacientt s klasickym typem MD probiha té¢hotenstvi vétSinou bez komplikaci,
mnohdy doprovazené predcasnym porodem. Pii porodu nejsou vyjimkou spontannni
zlomeniny, cefalohematomy nebo ttiselné kyly. V ¢asném novorozeneckém obdobi
mize byt patrny prolongovany prubéh Zloutenky, dale hypotermie, hypoglykémie a
obtize s krmenim. Prvni vyraznéjsi problémy lze vypozorovat v pribehu 2. az 4. mésice
zivota, kdy se nedostatek médi prohloubi. Zprvu se jedna o nenapadné abnormality jako
nedostatek usmévu, které jsou fale$sné pfiCitany na vrub individualnimu
psychomotorickému vyvoji. Postupem c¢asu se progreduji symptomy neprospivani,
vyvojového opozdéni, svalovych hypotonii, slabosti koncetin i epileptickych zachvati.
Motorické dysfunkce vedou k omezeni spontannich pohybt, k ospalosti a letargii.
Rutinni oftalmoskopie je obvykle normalni, ale mnoho matek pfichazi k lékafi prave
proto, Ze jejich dité nedokaZe sledovat vizualni podnét (Kodama et al. 2012, Tiimer a

Moller 2010).

Podezienim na diagnézu jsou neurologické symptomy doprovazené
charakteristickymi zmé&nami vlast — odtud oznaeni kinky hair disease (Obr. 14).
Hypopigmentované nebo depigmentované vlasy podobné ocelové vin€ jsou dusledkem
insuficience tyrosinasy. Vlasy jsou fidké az drobivé zvlasté v oblastech vystavenych
tteni, kde lze pozorovat alopecii. VySetfeni vlasi pod mikroskopem odhali fadu
abnormalit — nejcasté&ji pili torti (kroucené vlasy az o 180° na ose vlasu), monilethrix
(rizné priméry na témze vlasu) a trichorrhexis nodosa (zlomeniny vlasu na pravidelné
intervaly). Depigmentace se tyka také pokozky. Kojenec trpi Casto seborrhoickou
dermatitidou, jeho kuze muze byt mnohdy volna a sucha (Ghosh a Choudhary 2012,
Choudhary et al. 2012).
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Mezi dal$i, ne zcela viditelné symptomy patii pokrocila osteopordza, vaskularni,
urogenitalni a kosterni abnormality. Anémie souvisi s porusenou funkci ferroxidasy.
V disledku vadné lysyl oxidasy dochazi k defektim cévniho fecisté, véetné mozkovych
tepen a progresivni cévni zmény vedou k nedostateénému zésobeni krvi, subdurdlnim
krvaceni a trombdzam. Magneticka rezonance (Obr. 15) mozku odhaluje atrofii v¢etné

demyeliniza¢nich procest (Kodama et al. 2012, Tiimer a Moller 2010).

Mezi pozdni projevy nemoci patii slepota, subdurdlni hematom a respira¢ni selhani.
Vétsina pacientli umird do tfetiho roku zivota v disledku infekce, vaskularnich nebo

degenerativnich neurologickych komplikaci (Tiimer a Meoller 2010).

OBRAZEK 14. VLASOVE ZMENY U PACIENTU S MENKESOVOU CHOROBOU.

Na obrazku A jsou patrné hypopigmentované, kratké, ridké, tenké a kirehké viasy temene hlavy. Na

obrazku B je mikroskopicky detail pili torti (dole), tzv. rotujiciho vlasu oproti zdravému vlasu (nahore).

Obrazky prevzaty z: Choudhary et al. (2012)

OBRAZEK 15. CT ZMENY U DITETE S MENKESOVOU CHOROBOU.

CT zaznam v druhém mésici zivota byl porizen v diisledku zranéni hlavy, v té dobé jesté nebyla MD
diagnostikovana a pacient byl zcela bez obtizi. V osmém mésici byla pacientovi diagnostikovana MD, na
CT je patrna postupujici atrofie mozku. V 11. mésici lze zpozorovat subdurdlni krvdceni.

Prevzato z: Kodama et al. (2012)
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Occipital Horn Syndrom

OHS je nejmirngjs$i uznavanou formou MD a jeho hlavni klinické znaky souvisi
s pojivovou tkani. Hlavni rozdil OHS a klasické formy MD lze spatfit pfi rentgenovém
pozorovani lebky jako tzv. okcipitalni rohy (Obr. 16). Jedna se o symetrické klinové
kalcifikace v mistech uchyceni trapézového a sternokleidomastoidalniho svalu na

okcipitalni kost (Kaler online).

Symptomy onemocnéni jsou takika shodné s klasickou formou MD s rozdilem, Ze
neprobihaji tak boufliveé. VEkovy vyvoj vcetné¢ puberty je normalni. Intelekt je u
pacientli popisovan spodni hranici normalu. Motoricky vyvoj je opozdén diky svalové
hypotonii a je spojen s typickymi tézkopadnymi pohyby. Mezi skeletalni abnormality
zahrnujeme deformity hrudniku, thorakolumbalni kyfézu nebo skoliézu. U téchto
pacientli jsou Ccast&j$i loketni dislokace a kloubni nestability v disledku laxnich
kloubnich spojii. Abnormality vlast i kiize i cévni defekty jsou pfitomny ve stejné miie
jako MD. Typickym problémem OHS je ortostatickd hypotenze, doprovazena
ortostatickou synkopou. U pacientii s MD lIze pozorovat i atypické divertikly mocového
meéchyte, k jejichz komplikacim patii opakované infekce mocovych cest nebo spontanni
ruptury stény méchyie. Neuropatologické projevy se v mnohém podobaji MD —
cerebralni a kortikalni ztrata neurond, redukce bilé hmoty mozkové a generalizované
mozkové a mozeckové atrofie (Kaler online, Tiimer a Meller 2010, Palmer a Percy

2001).

Prestoze je u téchto pacientd nad€je na doziti riznd, dozivaji se podstatné¢ vyssiho
véku nez pacienti s klasickou formou nemoci. Obecné se jedna o desitky let, pfesto
existuji pifipady pacientl starSich padesati let. Zdravotni stav mnohych — mitralni
insuficience, spontanni ablace sitnice ¢i stavy vazné kyfozy — vSak vyzaduje chirurgické

zakroky (Ttimer a Moller 2010).
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OBRAZEK 16. OKCIPITALNI ROH NA RENTGENOVEM SNIMKU.

Na rentgenovém snimku lebky Ize pozorovat tzv. okcipitalni roh (viz. Sipka). Jedna se o hlavni

klinicky znak OHS.

Prevzato z: Palmer a Percy (2001)

3.3.2.4. Stanoveni diagndzy

Stanoveni diagndézy neni obtizné v dobé, kdy se objevi klinické ptiznaky
(nefesitelné zachvaty, abnormality pojivové tkané, subduralni krvaceni aj.). Nicméné
vté dobé je jiz prili§ pozdé na to, aby léCba zabranila progresi neurologickych
symptomull. Proto je kliCové ur¢it diagndézu a zahajit 1écbu, tolik dilezitou pro
neurologickou prognézu MD, v¢as. Pfed dosazenim 2. mésice Zivota je to vSak obtizné,
protoze vlasové abnormality a hypotermii maji 1 zdravé, predCasné narozené déti

(Kodama et al. 2012).

Pomocné vysetfeni pomoci rentgenu, poc¢itaCové tomogratie, magnetické rezonance,
arteriografie aj. pomohou s rozpoznanim rtznych klinickych projevii MD. Jedna se o
osteopordzu a s ni souvisejicich ¢astych zlomenin Zeber, kosternich ostruh, mozkové
atrofie a subduralni krvaceni. U pacienti s OHS jsou dulezitym prvkem diagndzy
okcipitalni rohy. Tyto Utvary mohou byt hmatné uz kolem 1. az 2. roku Zzivota, ale
obvykle jsou patrné a detekovatelné az po 5. roce zivota. Svételna mikroskopie odhaluje

na individualni transformace vlasi (Ttiimer a Mgller 2010).

Podstatnym prvkem diagndzy je stanoveni mnozstvi CP a sérové koncentrace meédi,
které byvaji zna¢né snizeny. Ale v porovnani s hodnotami zdravych novorozenci jsou
dikazy ne vzdy presveédcivé (Tab. 4). Rychlou a spolehlivou diagnostickou metodou je
orientacni ur¢eni DBH, které se stanovuje pomérem dopaminu a noradrenalinu, jehoz

zvyseni je diagnostickym signalem (Obr. 17). U pacientii s vrozenou dysfunkci DBH je
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pomér dopaminu k noradrenalinu ptiblizné 50 : 1, u pacientli s MD je pomér stabilné o

néco malo nizsi (Kodama et al. 2012, Tiimer a Mgller 2010, Kaler et al. 2008).

Dalsi biochemicky test je =zalozen na intracelularnim hromadéni médi
v disledku nedostacujici eliminace. Stanoveni se provadi na kultivovanych buiikach
pacienta, zejména fibroblastech a lymfoblastech. Kultivace bunék probiha s radioaktivni
médi (**Cu), obsah m&di v buiikach se hodnoti po 20 hodinach pHimé kultivace a po
dalSich c¢tyfech hodinach se hodnoti mira eliminace. Piesto se tato analyza neprovadi
plosné, vyzaduje totiz praci expertu ve specialnich laboratornich centrech (Ghosh a

Choudhary 2012, Kodama et al. 2012, Tiimer a Mgller 2010).

TABULKA 4. POROVNANI SEROVYCH KONCENTRACI Cu A CP.

Sérova Zdravé dité Zdravé dité Dité s MD Dité s OHS

koncentrace (0 — 6 mésict)

Miéd 70-150 ug/dl  20-70 pg/dl 0 - 55 pg/dl 40 - 80 pg/dl

Ceruloplasmin 200 - 450 ug/l 50 - 220 pg/l 10 - 160 pg/l 110 - 240 pg/l

Upraveno podle Kaler (2010)

Testovani gravidnich Zen nepatii mezi plosné vySetfeni tc¢hotnych. Matky,
heterozygotni ptenaSecky, jsou typicky asymptomatické, ale v ojedinélych ptipadech
(pt. nahodna X inaktivace) se u nich mohou projevit neurologické nebo jiné klinické
poruchy. V ohroZzenych rodinach se co nejdiive uréi pohlavi plodu, a to pomoci
Y - chromozomové specifické DNA sekvence. Typ rodinné mutace mlize byt zjiStén na
postizeném prezivsim jedinci muZzského pohlavi. Pokud je vSak typ mutace u rodiny
neznamy, zustavd prozatim jedind moznost identifikace nemocného jedince
biochemickou analyzou. Napf. atomovou absorp¢ni analyzou Ize detekovat obsah médi
Vv choriovych klcich, odebranych v prvnim trimestru gravidity. Ve druhém trimestru se
naakumulovand méd’ méti v kultivovanych buiikkach plodové vody. Ackoliv existuje
mozné uskali téchto analyz, v Danském Kennedyho centru je rutinné provadi jiz od

roku 1975 (Kaler 2010, Tiimer a Mgller 2010).
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OBRAZEK 17. POMER DOPAMIN: NORADRENALIN U POTENCIALNE NEMOCNYCH

U 36 potencialné postizenych deéti se provedla biochemicka diagnostika MDD, zalozend na stanoveni
poméru dopamin: noradrenalin a dihydroxyfenyloctové kyseliny: dihydroxyfenyglykolu. Nedostatek DBH
u nemocnych s MD zpiisobuje hromadeni proximdalnich metabolitii biosyntetické drahy katecholaminii a
zjistované pomery tyto jevy dokazuji. Zvysené hodnoty pomohly oddélit 14 jedincii s MD (modré skvrny)
od zdravych 22 jedincu (Cervené skvrny).

Prevzato z Kaler et al. (2008)

3.3.25. Terapie nemoci

Nelé¢ena Menkesova choroba piedstavuje pro pacienty letdlni nebezpeéi. Uéinna
symptomaticka 1écba, kterou pfedstavuje pfimé podavani médi, je pro pacienta nezbytna
stejné€ jako péce o néj samotného. Tyto dva faktory zvySuji nadéji na preZiti o 13 1 vice

let.

Abychom doséhli G¢inné terapie MD a OHS suplementaci médi musime splnit tfi

kritéria (Sheela et al. 2005):

1) Terapeuticky podana méd’ musi byt aplikovana tak, aby obesla stfevni absorpci,

ale v systémovém fecisti dosahla dostate¢né uc¢innych hodnot.
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2) Me¢d se musi dostat do buniky, aby ji intracelularni enzymy mohly vyuzit jako
kofaktor.
3) U postizenych déti musi co nejrychleji dojit k identifikaci nemoci a k zahajeni

1é¢by, aby se zabranilo progresi nenapravitelnych neurodegenerativnich zmén.

Pfijimani dostatecného mnoZzstvi médi stravou neni, stejné jako perordlni
suplementace médi, resp. Cu - solemi vhodnym feSenim dodavani médi organismu.
Parenteralni a subkutdnni podani je vyhodnéjsi, protoze obchazi poskozenou stievni
absorpce. Komplex médi a histidinu (Obr. 18) se postupem let ukazal jako nejacinnéjsi
sloucenina pro 1é¢bu MD. Kazdodenni terapii se zvysuje sérova koncentrace médi i CP,
roste i koncentrace médi v jatrech. Dochazi ke zlepSeni vlasové struktury, pigmentace
vlast i kiize (Kodama et al. 2012, Tiimer a Moller 2010).
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OBRAZEK 18. STRUKTURA KOMPLEXU [Cu(His),].

Prevzato z: Deschamps et al. (2004)

Utinnost terapie na neurologické poruchy je sporna. P¥i testovani na skvrnitych
mysich, jakozto modelu MD, zabranila neurologickému postiZzeni terapie, ktera zacala
do 7. dne po narozeni, av§ak podani Cu - histidinu 10. den bylo jiz proti neurologickym
symptomim neuéinné. Moznym vysvétlenim mutize byt mira zralosti hematoencefalické
a hematolikvorové bariéry. Méd’ podéavana prenatalné a v brzkych postnatalnich dnech
prostoupi ne zcela vyvinutymi bariérami bez problému, coZ neplati 0 prostupu médi
V pozdgj$im veéku. Rozdilny ucinek farmakoterapie navic souvisi i s individualnim
typem mutace, resp. zavisi na zbytkové aktivité transportéru ATP7A (Kodama et al.

2012, medicabaze.cz).

Vasné zahgjeni terapie u narozenych déti zabrani rozvoji silnych zachvatl a ataxii

a podpofti bézny intelektualni vyvoj. Pozd&jsi nastup terapie prece jen mlzZe souviset se
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snizenou drazdivosti a frekvenci zachvatii. Ani v€asné nasazend 1é¢ba vSak neovlivituje
pfiznaky typu posturalni hypotenze, chronického prijmu ani skeletalnich abnormalit u

pacienti s OHS (Tiimer a Moller 2010, Sheela et al. 2005).

Dlouhodobé podavané Cu - histidinové injekce zvysuji riziko renalniho poskozeni
pacienta. Renalni toxicita se projevuje zvySenim exkrece médi i kyseliny mocové,
tubularni acidézou a aminoacidurii. Nefrotoxicita je reversibilni a postupné mizi do
nékolika let po ukonéeni terapie. Mezi dalsi NU spojené s 1é¢bou patii infekce a
zanétlivé kozni reakce v misté vpichu. Tomu lze zabranit pouzivanim tenkych
inzulinovych stiikacek, které minimalizuji nezadouci reakce pokozky na pravidelné
injekce (Kaler et al. 2008, Sheela et al. 2005).

Optimalni doba terapie vétSinou piedstavuje jen 2 — 3 roky nepfetrzité 1é¢by. Delsi
terapie nemusi byt zadouci z ohledu na progredujici nefrotoxixitu, navic myelinizace
nervové soustavy byva obvykle dokonfena béhem prvnich dvou let zivota. Pii
nasledném sledovani zdravotniho stavu pacienti po skonceni 1é¢by nebyla potvrzena

domnénka opétovného zhorSeni symptomut ani po n€kolika letech bez terapie. Né&ktefi

vvvvvv

Sheela et al. 2005).

Perspektivni moznost zlepseni terapie MD a OHS nabizi kombinace Cu - histidinu
s diethyldithiokarbamatem (DEDTC). DEDTC (Obr. 19) je lipofilni chelator médi,
ktery usnadniuje prichod navdzané médi skrz membrany. U zkoumanych mysi zlepsil
koncentraci médi v mozku, stejné jako zvysil mozkovou aktivitu cytochrom c oxidasy a
katecholaminti. U tfiletého pacienta, ktery byl po dobu dvou let lécen injekéné
podavanym Cu - histidinem a peroralné¢ podavanym disulfiramem, dimerem DEDTC,
byl nartist sérové koncentrace Cu a CP nékolikrat vyssi nez u pacientli s monoterapii

Cu - histidinu (Kodama et al. 2012)
Soucasti komplexni péCe je 1 parenteralni vyziva, kterd zajiStuje nemocnému
spravny nutri¢ni i kaloricky pfijem a pomocnd lécba symptomi (pf. antikonvulzivni

terapie aj.)
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OBRAZEK 19. CHELATACE MEDNATYCH IONTU DIETHYLDITHIOKARBAMATEM.

Prevzato z: Kodama et al. (2012)

3.3.3. Aceruloplasminémie

Snizeni sérové koncentrace CP piedstavuje jeden ze symptomil n€kolika nemoci
(pt. WD 1 MD). Navic se také muze jednat o dé&dicné onemocnéni, tzv.
hypoceruloplasminémii, pfi niz dochazi az k 50 % snizeni CP. Avsak v roce 1987 byla u
52 let staré Japonky poprvé popsana uplnd absence CP, tzv. aceruloplasminémie

(Hellman a Gitlin 2002).

Postizena Zena trpéla degeneraci sitnice, diabetem mellitem, anémii a
neurodegenerativnimi projevy. VSechny tyto potize souvisi s absenci CP v séru. Mutace
genu kodujictho CP byla zjiSténa nejen u ni, ale 1 u ostatnich ¢lent jeji rodiny.
Aceruloplasminémie, byla nejprve oznacena jako atypicka Wilsonova choroba, je
charakterizovana jako autozomalné recesivni onemocnéni souvisejici s mutacemi genu
pro CP a kompletni nepfitomnosti apoceruloplasminu i holoceruloplasminu v organismu
(Harris 2003).

Membranové vazany CP hraje v metabolismu Zeleza dualezitou roli. Diky
feroxidasové aktivité oxiduje na bunééné membrané Zeleznaté ionty na Zelezité, které se
potom vazou na apotransferin. V neptitomnosti CP je tento proces blokovan a Zeleznaté
ionty ztstavaji uvéznény v bunice. To se navenek projevi snizenim sérové koncentrace
zeleza a pocinajici anémii. Tyto jevy byly potvrzeny i experimentalné na prasatech,
kterym se podavala strava bez médi. Vznikld mikrocytarni hypochromni anémie byla
neuspésné lécena suplementaci Zeleza, naproti tomu piekvapivé vysledky vyvolala
suplementace médi. Aceruloplasminémie navic souvisi s pfetizenim vétSiny tkani

zeleznatymi ionty (Collins et al. 2010, Harris 2003).
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Ptetizeni mozku, konkrétné bazéalnich ganglii zelezem se projevuje neurologickymi
pfiznaky, objevujicich se nejcastéji ve Ctvrté az paté dekadé zivota. Zahrnuji rtizné
formy demence, dysartrie a dystonie, které postupem casu progreduji. Hromadénim
zeleza v pankreatu dojde K ireverzibilnimu poskozeni B - bunék Langerhansovych
ostruvkd a k rozvoji inzulin - dependentniho typu diabetu, kterym vétSina nemocnych
trpi jesté pred diiv nez jim je diagnostikovana aceruloplasminémie. Obdobné kumulace
zeleza v sitnici zpUsobuje ireverzibilni degeneraci ocni retiny a V jatrech vyvolava

hemochromatozu (Kono et al. 2006, Harris 2003, Hellman a Gitlin 2002).

Aceruloplasminémie je smrtelna nemoc, véasna diagndza a G¢inna terapie jsou ve
zvladnuti nemoci kli¢ové. Ptitomnost diabetu mellitu I. typu v kombinaci s anémii a
neurologickymi poruchami by mély Iékafe dostatené varovat. Diagnostika
aceruloplasminemie je zaloZzena na biochemickych testech — stanoveni sérové

koncentrace CP, feritinu, Zeleza a médi (Miyajima 2012).

Terapie aceruloplasminemie je zaloZena na symptomatickém snizovani hladiny
zeleza v tkanich. Deferoxamin je vysoko afinitni chelator zZeleza. Snizuje sérovou
hladinu feritinu, stejné jako jaterni, mozkové a jiné tkanové zasoby iontli zeleza a
zvySuje jejich eliminaci moci. U pacientl 1é¢enych deferoxaminem se 1é€bou zastavila
progrese neurologickych pfiznak, u n&kterych jedinci doslo dokonce K jejich
objektivnimu zlepSeni. Soucasné¢ S poklesem tkanovych depozit ionti Zeleza roste
koncentrace zeleza v séru, coz prispiva ke zlepseni anémie. Deferoxamin se pacientiim
podava podkoZzni infuzi obvykle dvakrat tydné po dobu bezmala jednoho roku. Obvykla
terapeuticka davka deferoxaminu ¢ini 500 mg, ale u tzv. narazové chelata¢ni zkousky

muze davka dosahnout az 1,5 g (Loréal et al. 2002, Harris et al. 1998).

Dal$im moZnym zplisobem 1é¢by je intraven6zni podéavani lidské plazmy, kterad CP
obsahuje ve fyziologickém mnozstvi. Béhem nékolika hodin po infuzi dojde ke zvyseni
sérové koncentrace Zeleza. Obsah Zeleza v jatrech klesa mnohem vice, pokud dojde ke

kombinovanému podani plasmy a deferoxaminu (Miyajima 2012).

Kuhn se svym tymem popisuji Gspéchy s peroralné podavanymi Zn - solemi
v terapii heterozygotni, pfesto nemocné Sestnactileté divky! Lék na Wilsonovu chorobu
byl u¢inny i u této pacientky. Davka 50 mg sulfatu zine¢natého byla nemocné podavana
¢tyfikrat denné a v obdobi 18 mésicti doslo ke zlepSeni mnoha symptomt (drZeni téla,

vedni aktivity i pismo). Terapie byla pacientkou tolerovana bez NU (Kuhn et al. 2007).
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3.3.4. Neurodegenerativni onemocnéni

Ionty meédi, spolu s dalSimi ionty kovd, nesou odpovédnost za progresi
neurodegenerativnich onemocnéni. Jednéd se o Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu,

ale 1 o Huntigtonovu nemoc a amyotrofickou lateralni sklerézu.

3.3.4.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova nemoc je neurodegerativni onemocnéni, které zptisobuje progresivni
ztratu kognitivnich funkci a netprosné vede k demenci. Pfi¢inou je vznikajici
B - amyloid polypeptid, ktery v mozku vytvari loziska, v nichZz dochéazi k nadmérnému
uvoliovani excitanich aminokyselin, které intenzivné&ji stimuluji

N - methyl - D - aspartatovy receptor.

V amyloidélnich loziscich byly naméfeny vysoké koncentrace kovovych iontt,
hlavné mé&d'natych, Zelezitych a zine¢natych. K Cu*?a k Fe** ma p - amyloid polypeptid
vysokou afinitu a pravé tyto ionty jsou zodpovédné prostfednictvim volnych radikala za

neurotoxicitu a kumulaci polypeptidu (Buccosi et al. 2011).

Extrakce médi z § - amyloidu pomoci vhodného chelatoru tedy znamena novou,
perspektivni moznost terapie Alzheimerovy choroby. Takovym to chelatorem muize byt
napt. kliochinol (Obr. 20), ktery se s vysokou selektivitou vaze na ionty médi, zeleza a
zinku a kompetitivnim zptisobem je odstranuje z vazebnych mist, ¢imz podporuje
solubilizaci a clearance B - amyloid polypeptidu. Pilotni faze klinickych studii dokazuji,
ze Kliochinol skute¢né snizuje plazmatické hladiny p - amyloidu a zaroven u pacientl

zlepsuje kognitivni funkce (Wang a Guo 2006).
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OBRAZEK 20. STRUKTURA KLIOCHINOLU.
Chemicka struktura 5- chlor - 7 - jéd - 8 - hydroychinolinu, tzv. kliochinolu.

Prevzato z: Drugs.com
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3.3.4.2. Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je druhym nejrozsifenéj$im neurodegenerativnim
onemocnénim na svété. Souvisi s degeneraci dopaminergnich neuront v substantia
nigra. Projevuje se zejména motorickymi dysfunkcemi, jako je tfes, rigidita, hypokineze
a bradykineze. Etiologie nemoci je stdle neznamd, mimo jiné zavisi na genetickych a
environmentalnich faktorech. Dal§im rizikovym faktorem jsou podle nejnovéjsich studii

op¢t médnaté a Zelezité ionty (Rivera-Mancia et al. 2010).

Zelezité ionty se u pacientd nadmérné kumuluji v substantia nigra, ¢imz zvySuji
neurotoxicitu. AvSak piimy vliv médi na progresi Parkinsonovy nemoci neni stale plné
objasnén. Toxicky vliv Cu®* ionti byl popisovan u perifernich tkani, naopak protektivni
u¢inky byly nalezeny na poskozenych neuronech. Hladina médi je u pacientd
s Parkinsonovou chorobou v substantia nigra snizena, ale v retikularnich formacich, v
putamenu ¢i v mozecku je mnozstvi médi signifikantné vyssi. Diive se predpokladalo,
ze meéd’ negativné indukuje oxidaci a oligomeraci a - synukleinu, vysledky nedavnych
studii v8ak tvrdi opak a hovofi o tzv. neuroprotektivit¢ médi. Dokonce samice potkant,
krmenych béhem téhotenstvi stravou s nedostatkem médi, rodily mlad’ata, ktera méla

snizeny obsah dopaminu ve striatu (Rivera-Mancia et al. 2010, Wang a Guo 2006).

K terapii Parkinsonovy choroby asi muze pfispét chelatace zelezitych iontl, u
kterych se opakované prokazal pfimy vliv na zvySeni neurotoXicity. U médi nejsou
zavery tak jednoznacné, coz opét dokazuje jak je organismus, zvlast€ mozek nachylny
k nedostatku ¢i nadbytku médi. A pravé strategie, vedouci k obnové rovnovahy
v obsahu médi, pfedstavuji spravny ptistup 1écby. Rojas a jeji tym (2009) preventivné
podali definovanou smés u¢innych latek z listi Ginkgo biloby (tzv. smés EGb761,
obsahujici 24 % flavonoidi a 6 % terpenoidi ve formé ginkgolidi a bilobalidt)
testovanym mysim, u kterych pak vyvolali pomoci methylfenylpiperidinu Parkinsonovu
chorobu. Vysledky byly ptekvapivé, preventivni uzivani EGb761 zabranilo zménam
vV obsahu médi ve striatu, sttednim mozku a hippokampu. Zatimco podavani chelatorti

(pt. trientinu) neurotoxické symptomy nemoci vice prohlubovaly (Rivera-Mancia et al.
2010, Rojas et al. 2009).
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4. Diskuze

Na poli vyzkumu v oblasti fyziologie a patofyziologie ionti médi doslo v prub&hu
nékolika desitek let k obrovskému rozmachu, jez stoji za mnozstvim novych poznatki,
a ktery stale jest¢ neni u konce. Diky vétSimu mmnozstvi stale sofistikovanéjSich
analytickych metod mizeme snaze rozlustit zahady, které obklopovaly a v mnohych
oblastech stale obklopuji ptisobeni médi v lidském organismu. Vice se tedy zdokonaluje
nase predstava o funkci meédi v organismu, jednotlivych prvcich metabolismu i

homeostazy.

PtestoZe obecny ndhled a pochopeni fyziologické role v organismu jsou jiz znamy,
mnohé otazky zistavaji i nadale nezodpovézeny. Jak konkrétné prostupuje méd
buné¢nou membranou? Na ¢em piesné zavisi regulace Cu - homeostazy? Pro¢ jsou
vysledky mnoha studii rozporuplné a nejednoznacné? Vyzkum tlohy médi v organismu
¢lovéka je velmi naroc¢ny, a to nejen po financni strdnce. Mnohé vzorky tkéni nebo
organovych soustav, jsou obtizn¢ ziskatelné a mnohé lze zkoumat aZz postmortalné.
Vyzkumy probihaji na rozdilnych organismech, a to jak na zvifecich modelech tiidy
savcl, tak na jednoduchych organismech, kterymi jsou Vtomto piipadé vétSinou
kvasinky. Extrapolace ziskanych vysledkii na ¢lovéka je velmi svizelna a obtizna. Navic
patrné rozdily lze pozorovat i na jedincich t€hoz druhu, napf. na lidech rtiznych etnik.
Obtizné detekovatelné mnozstvi stopového prvku v biologickych vzorcich vyzaduje
skutecné citlivé metody. Navic je ve vyzkumu potfeba se zamétfovat na stale mensi a
detailngjsi struktury, kterymi jsou napt. jednotlivé transportéry a Cu - chaperony, jejich

funkci, vlastnosti i regulaci.

Komplexni pochopeni fyziologie médi nam usnadni lépe porozumét opacnym
staviim, tedy nemocem, které s poruSenym metabolismem a homeostazou médi souvisi.
Diagnostika a 1écba Wilsonovy a Menkesovy choroby doséhla v poslednich desetiletich
velkych pokroku. Presto i dnes je diagnostika pacientd s WD a MD mnohdy nespravna
nebo opozdénd. Standardni postupy a jednoduché diagnostické metody jsou stale
propracovanéjsi, nicméné jsou rozSifeny casto jen v ordinacich specialistli, pfestoze
prakticti a détsti 1ékafi jsou mnohdy prvnimi odborniky, na které se rodi¢e nemocného
nebo sdm nemocny s problémy obrati. Narocné individudlni metody (pf. geneticka

vySetieni) slouzi jednotlivym rizikovym pacientim. Nad&né feSeni piedstavuje
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mezinarodni ,,guidelines” — standardni postupy v metodice diagnostickych vySetfeni.
Ty, které existuji, vSak nejsou kompletni, ani zcela mezinarodné uznavané a pouzivané.
Terapie WD a MD je obvykle opozdéna a Casto svizelna. Ani u jedné z nemoci neni
dostupna 1é¢ba dostate¢nd u¢inna na viechny projevy nemoci, navic bez NU. U obou
Vyzkum novych chelatori médi jakozto u¢innych 1é¢ivych latek, optimalnich 1ékovych
forem i novych kombinaci jednotlivych 1é¢ivych latek pfinasi v terapii WD i MD

perspektivni feSeni a mohou pomoci tyto nemoci ucinnéji, bezpeénéji a snadnéji 1€¢it.

Pochopeni funkce meédi U ostatnich neurodegenerativnich nemoci, kterymi jsou
hlavn¢ Alzheimerova demence a Parkinsonova choroba, ndm potdd z Casti unika.
Terapie, kompenzujici patologické zmény iontl médi i zeleza, pfedstavuje pro pacienty

novou, perspektivni moznost 1écby, byt je prozatim stale ve vyzkumu.

Tyto a dalsi podrobné studie o vzajemném vztahu Cu - homeostazy a

fyziologickych procesi, budou stale pfinaSet nové a nadéjné terapeutické moznosti.
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5. Zavér

Tato diplomova prace podrobné shrnuje soucasné poznatky o médi na urovni

lidského organismu.

Med predstavuje dulezity stopovy prvek organismu. Jako kofaktor kuproenzymu
zajistuje mnoho fyziologickych funkci, vcetné¢ bunéného dychani, syntézy
neurotransmiterd, tvorby pojivovych tkani a melaninu, krvetvorby, hemokoagulace a
mnoha dal$ich. Na druhé stran¢ je ve vysokych koncentracich sama toxickd. Podporuje
totiz vznik volnych radikald.

UdrZeni optimalni Cu - homeostazy Vv lidském organismu je proto velmi dileZitym
fidicim kinetiku Cu v organismu jsou jatra. Vime, ze v nich dochazi 1) k zabudovani
meédi do apoenzymu (pt. CP, srazeci faktory), 2) uskladfiovani médi (pt. MT) a 3)
k efektivni eliminaci mé&di hepatobiliarni cestou z organismu. Vstup médi do bunky je
zajistén dobie prostudovanym specifickym pienaseCem CTRI1. Specifické Cu-
chaperony (pt. ATOX1, CCS, COX17), poté odevzdavaji intracelularni méd’ proteinim,
kter¢é méd bud’ zabuduji do své struktury a stanou se tak kuproenzymy (SOD,
cytochrom ¢ oxidasa) nebo ji transportuji z buniky (ATPasy). Cely mechanismus je
velmi citlivé a efektivné regulovan vnitinimi mechanismy, poznano bylo ale jen né€kolik
z nich. Nadbytek médi je ve zvySené¢ mife vyvazan MT a GSH. Nedostatek médi

naopak zvySuje piepravni aktivitu CTR1 i mnozZstvi intracelularnich chaperont.

Geneticky podminéné vady klicovych ATPas (ATP7A a ATP7B) vedou k progresi

nemoci, souvisejicich s naruSenym metabolismem médi.

Wilsonova choroba (WD) je autozomaln¢ recesivni geneticka vada genu, kodujiciho
transportér ATP7B, coZ mé za nasledek snizeni exkrece médi a pokles tvorby CP. Méd’
se kumuluje v jatrech, které oxidativnim ptisobenim poskozuje, ale i v mozku, ledvinach
a jinych organech. Diky klinickym projeviim nemoci lze charakterizovat rizné formy
nemoci — nejcastéji hepatalni, ale i neurologicka, psychicka a o¢ni forma, véetné jejich
vzajemnych kombinaci. Kauzalni terapie ma za cil snizit obsah médi v organismu.
Pouzivaji se k tomu chelatory médi (D - penicilamin a trientin) nebo Zn - soli. Moznym,

ne vSak idedlnim feSenim je kompletni transplantace jater nemocného.
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Mnohem zavaznéjsi onemocnéni zplisobuje poskozeni genu, kodujiciho ATP7A —
Menkesova choroba (MD). Toto gonozomalné recesivni onemocnéni je vazané na
chromozom X a postihuje piedev§im muzskou linii populace. MD je charakterizovana
naopak nedostatkem sérové koncentrace médi v organismu i zvySenou kumulaci médi
vV cytosolu bun¢k. Nemoc se klinicky projevuje diive nez WD a to hlavné
defekty pojivovych tkani a cévniho feCisté, neurodegenerativnimi pfiznaky, koznimi a
vlasovymi abnormalitami a anémii. Symptomatickym injekénim podavanim
Cu - histidinového komplexu byla dosaZzena optimalizace sérovych koncentraci médi i
CP. Zaroven doslo k objektivnimu zlepSeni vétSiny symptomli nemoci, ne vsSak

neurologickych projevii.

Mezi dals$i nemoci, souvisejici s poruchou Cu - homeostazy patii Alzheimerova
demence, Parkinsonova choroba, Huntingtonova chorea a dal$i nemoci, u nichz neni

prozatim tloha médi zcela ptesné vysvétlena.
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