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ABSTRACT

Disorders of copper metabolism in man:

A molecular biology study

Copper is an essential trace element for all organisms because it is required
by a variety of enzymes that are involved in metabolism. However, copper is also
potentially toxic, when accumulated in excess. Disruption of copper homeostasis
in human leads to severe disorders, such as Menkes disease (MD) and Wilson
disease (WD). Menkes disease is an X-linked recessive disorder characterised by
progressive neurological degeneration, connective tissue abnormalities and kinky
hair due to malabsorption of dietary copper, caused by mutations in the ATP7A
gene. Wilson disease is an autosomal recessive disorder characterized by dramatic
accumulation of intracellular hepatic copper with subsequent hepatic and

neurological abnormalities, caused by mutations in the ATP7B gene.

Genomic DNA of 5unrelated MD patients and of 33 unrelated WD
patients were studied for mutations in the ATP7A gene and in the ATP7B gene
respectively using direct sequencing of all exons of the gene amplified by

polymerase chain reaction (PCR).

Disease alleles were identified in 4 MD patients and in 20 WD patients.
This method allows fast and sensitive detection of mutation in patients and

identification of carriers in affected families.

Key words: copper; Menkes disease; Wilson disease; ATP7A;

ATP7B; metabolism; transport; mutation.

Kli¢ova slova: méd’; Menkesova choroba; Wilsonova choroba;

ATP7A; ATP7B; metabolismus; transport; mutace.
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1. UVOD

Menkesova choroba a Wilsonova choroba jsou velmi zdvazna onemocnéni
narusujici metabolismus meédi v lidském téle. Pficinou téchto onemocnéni jsou
poruchy v genech pro proteiny ucastnici se pfenosu médi v burikach. Menkesova
choroba je zpsobena mutaci v genu ATP7A a Wilsonova choroba mutaci v genu
ATP7B. Odhaleni mutaci genu je urCujici pro stanoveni diagndzy, nasledné ma
vyznam pro lé¢bu a progndzu téchto zavaznych chorob. Je také velmi dilezité pro

vySetteni osob, které jsou ve zvySeném riziku postizeni nékterym z téchto

onemocnéni, pro prenatalni diagnostiku a presymtomatickou diagnostiku.
Cilem této prace bylo:

1. Navrhnout vhodny diagnosticky postup, ktery by pomohl odhalit
pfi€inu onemocnéni u pacienti s Menkesovou chorobou a jeho

zavedeni pro molekularné-genetickou diagnostiku v Ceské republice.

2.  Roz§ifit spektrum analyzovanych mutaci vgenu ATP7B,
z diagnostiky nejcast€j$i mutace H1069Q, i na moZnost odhaleni
ostatnich mutaci genu a uplatnit toto vySetfeni u pacientl

s Wilsonovou chorobou.
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2. LITERARNI PREHLED

V lidském téle probiha soucasné rada slozitych déju. Pro zajisténi viech
funkei organismu je potfeba ziskavat Ziviny z potravy a umét je rozdélit do mist

jejich potfeby. Narueni téchto procesi miize vést k zavaznym onemocnénim.
2.1 Méd’ jako stopovy prvek

Lidsky organismus je sloZen témér ze vSech prvki, které se vyskytuji na
Zemi. Stopové prvky jsou v téle obsaZzeny ve velmi nizkém, stopovém mnozZstvi
nepresahujicim 0,01% télesné hmotnosti. Vétsina stopovych prvkii ma dilezitou
funkci jako kofaktory enzymatickych Kkatalytickych procest, jako soudast
metaloenzym( nebo neenzymatickych metaloproteind. Stopové prvky vedle svoji

nepostradatelnosti vykazuji i vysokou toxicitu pfi vysSich koncentracich.
2.1.1 Vyznam médi v organismu

Méd’ je nepostradatelny stopovy prvek, ktery se nachazi u vSech
organismil na Zemi. Vyskytuje se v oxidovaném (Cull) a redukovaném (Cul)
stavu a slouzi jako katalyticky kofaktor oxidoreduk¢nich chemickych déju
v proteinech, které maji zdsadni biologickou funkci. Hraje roli ve vyvoji a
udrzovéani kardiovaskularni soustavy, kosterni opérné soustavy a nervové
soustavy. Méd’ je zahrnuta do procesu ziskdvani energie v mitochondriich. Je
nepostradatelna pro produkci kolagenu a neurotransmiteru noradrenalinu. Uastni
se produkce kozniho barviva, melatoninu, v metabolické draze premény
aminokyseliny tyrosinu. Je dilezitd pro tvorbu fosfolipidl, které jsou soucasti
myelinové pochvy obalujici nervova vlakna. Méd’ je dilezitym antioxidantem,
chrani pred volnymi radikaly, a mize tedy pomahat predchéazet vzniku zhoubného

bujeni, rastu nadori a artritide.

Nedostatek médi je velmi vzacny. Projevuje se jako soubor poruch
zpusobenych nedostate¢nou funkci enzyml vyzadujicich méd a naslednym
porusenim metabolickych procesi. Pfiznaky nedostatku médi zahrnuji celkovou
slabost, niz8i odolnosti, snizenou pevnost kolagenu a elastinu, ktera se projevuje
zménami kosti a kloubtl a praskdnim cév. Vlasy byvaji Sedé az bélavé a pokozka

velmi bleda.
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Ve vysokych koncentracich maze byt méd’ naopak toxicka. Podobn¢ jako
Zelezo se miiZze podilet na reakcich, které vedou ke tvorbé vysoce reaktivnich
kyslikovych c¢astic (ROS), které jsou zodpovédné za peroxidaci lipidovych
membran, oxidaci proteini a Stépeni molekul DNA a RNA, coz pfispiva
k bunéénému starnuti a rozvoji rdznych patologickych stavii vcetné rakoviny.
Méd” mize také zaujimat misto jinych kovovych kofaktord a tim narusit funkci

jejich pfirozenych liganda (Halliwell a Gutteridge 1984).

Je tedy velmi dilezité, aby mnozstvi médi bylo regulovano piresnym
zpiisobem. Homeostaze médi je udrZovana hlavné prostiednictvim vyluovani
médi. Nedostatek nebo prebytek médi, ktery by byl zpisobeny pouze slozenim
stravy, je u lidi vzacny. Podobné projevy viak mohou mit genetickd onemocnéni,
ktera jsou zplsobena poruchami prenaseéi médi, Menkesova choroba a
Wilsonova choroba (Bull etal. 1993, Chelly etal. 1993, Mercer etal. 1993,
Yamaguchi et al. 1993, Bull a Cox 1994).

2.1.2 Metabolismus médi

Celkovy obsah médi v lidském téle je 0,000 001%, avsak lisi se v rliznych
tkanich. Nejvyssi koncentrace médi je v mozku a v jatrech. Zhruba 50% veskeré
médi v téle je obsazeno v kostech a svalech. Hlavnimi zdroji médi v potravé jsou
obiloviny, lusténiny, ofechy, mofsti zivocichové a jatra. Piijem médi z potravy
probiha pfedevs§im v tenkém stfeveé a v Zaludku. Z pozité stravy je piijato piiblizné
30% v ni obsaZzené médi, krom¢ toho je ¢aste¢né znovu vstiebana méd’ ze slin,
Zlu¢i, Zalude¢nich a slinivkovych §tav. Mnozstvi médi ziskavané z potravy
odpovidd pfiblizné 1 mg denné¢ pro dospélého c¢Elovéka. Tato hodnota se
samoziejmé méni podle soucasného stavu (1.0 mg az 3.0 mg) a je odpovidajicim
zpusobem niz$i u kojenci (0.4 mg az 0.7 mg) a déti (0.7 mg az 2.5 mg). Denné se
z téla vylouci hlavné zlu¢i asi 1 mg médi (Turnlund et al. 1989, Scott a Turlund

1994).

Do bunék je méd’ prendSena pomoci membranového proteinu do CTRI
(hCTR1) (Zhou a Gitschier 1997), ktery je exprimovan v mnoha tkénich, nejvice
pak v jatrech a srdci, naopak nejméné v mozku a ve svalech (Moller et al. 2000 a).

Protein CTR1 zajist'uje pfenos médi pres cytoplazmatickou membranu. Obsahuje
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tfi transmembranové domény, doménu bohatou na methionin a Cys/His doménu.
Doména bohatd na methionin je umisténa vné buiky a slouzi jako ¢idlo, které
vychytavda méd’ z mimobunééného prostiedi, zatimco Cys/His doména méd’
transportuje v burice k nékterému z metalochaperond, které jsou vymezeny pro
ur¢ité drahy v bunce. Dal§imi znamymi ptenaseci s nizkou afinitou pro méd’ jsou
hCTR2 a Nramp2, ktery pfenasi i jiné dvojmocné kovové ionty (Gunshin et al.

1997).

V cytosolu buné€k je pfijatd méd’ poutana na tripeptid glutathion (GHS) a
malé proteiny metallothioneiny (MT), které vazbou médi na své thiolové skupiny
zabranuji jeji toxicit¢ (Freedman etal. 1989, Steinebach a Wolterbeek 1994).
Metallothioneiny se nijak nedcastni pfijmu médi, jsou ale dualezité pro ukladani
kovovych iontd v burikdch a k ochrané pifed jejich moznou toxicitou. Nejvyssi
afinitu maji metallothioneiny ze vSech kovovych iontd pravé k médi (Suzuki et al.
1989, Lin a Kosman 1990). Méd’ se obvykle nevyskytuje jako volny iont (Rae
etal. 1999), ale pfenaSend ve vazb¢é na specifické proteiny, aby se predchazelo
moznému poSkozeni bunék. Tyto chaperony smétfuji méd’ ke svému partnerovi
v dal3i ¢asti fetézce pfenosu na misto jejitho vyuziti do riznych bunéénych oddill
nebo mimo buriku. Glutathion mize byt vyuzivan jako obecny chaperon, ktery
vaze méd’ a predava ji metallothioneinu nebo i nékterym cuproenzymiim, které
ptimo méd’ vyzaduji, coz by mohlo naznacovat vyznamné;j$i zapojeni GSH pii
pfenosu médi a pfima vazba metalochaperonii k membranovym prenaSe¢im by
nebyla nutna (Portnoy et al. 2001). Chaperon CCS dorucuje v cytoplazmé méd’
enzymu Cu/Zn superoxiddismutase (SOD) (Culotta etal. 1997, Casareno et al.
1998), chaperon COX17 na proteiny Scol a Sco2, dilezité pro skladani a funkci
proteinu cytochrom c oxidasy (COX) (Glerum et al. 1996, Amaravadi et al. 1997),
zatimco protein ATOX1 pienasi méd’ na ATPasy typu P nachéazejici se na trans
siti Golgiho aparatu (TGN) (Hartl 1996, Klomp et al. 1997, Larin etal. 1999,
Papadopoulou et al. 1999). V pfipadé mimojaternich bunék se jedna o protein
ATP7A (MNK), u jaternich buné€k o protein ATP7B (WND) (obr. 1) (Hartl 1996,
Camacaris et al. 1999, Poulos 1999, Harris 2000, O’Halloran et al. 2000,
Wernimont et al. 2000, Andrew 2001, Puig a Thiele 2002).

Méd’ neni krvi pfendSena volné, ale je vazana na proteiny, nejvice na

ceruloplasmin (az 95%), dale albumin (asi 10%) a transcuprein (Wirth a Linder
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1985). V portalni krvi se méd’ vaze hlavné na albumin a transcuprein a je takto
sméfovana do jater, kde je zaclenéna do ceruloplasminu, ktery je hlavnim zdrojem

médi pro ostatni tkané (Linder et al. 1998).

homeostaze médi. Hlavni zptsob vylu¢ovani médi z téla je prostiednictvim Zlu¢i.
Proteiny ATP7A (Menkesiv) a APT7B (Wilsonilv) jsou vysoce podobné
strukturou 1 funkci. Obé tyto ATPasy se nachédzeji na membrané TGN a ptimo se
ucastni vydeje médi z bunék. Poruchy té€chto proteini vedou v disledku jejich
odlisné tkanové exprese ke zcela odliSnym projevim. Menkesova choroba
odpovida klinickymi projevy nedostatku médi v téle, coz je zpisobeno naruSenym
pfijmem meédi ve stfevech, naopak pii Wilsonové chorobé se méd’ v téle hromadi

v diisledku naru$eného vylu€ovani médi z téla.
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2.2 Menkesova choroba

Menkesova choroba je pojmenovana podle svého objevitele J. H.
Menkese, ktery vroce 1962 popsal recesivné dédicné onemocnéni vazané na
chromozom X projevujici se brzkym zpomalenim ristu, zvlaStnimi bilymi
zkroucenymi vlasy a poruchou vyvoje mozku vedouci k umrti v prvnim nebo
druhém roce Zivota (Menkes et al. 1962). Porucha transportu médi pfes membrany
u Menkesovy choroby znemoziuje ziskdvani médi z potravy ve stievé. Kvili
tomu dochdzi u postiZenych osob k typickym porucham vyvoje, které ptipominaji

pfiznaky nedostatku médi.
2.2.1 Klinické projevy Menkesovy choroby

Klinické projevy mutaci genu ATP7A se li$i mirou postiZeni jednotlivych
nemocnych s Menkesovou chorobou. Klasicka podoba Menkesovy choroby je
typickd vaZznym pribéhem s poruchami vyvoje a nervovym poskozenim, zatimco
mirna forma onemocnéni, syndrom tylniho rohu (occipital horn syndrom, OHS) se
vyznaCuje hlavné poruchami pojivovych tkani. Menkesova choroba je velmi
zavazné onemocnéni s typickymi pfiznaky. Novorozenci se obvykle jevi zdravi az
do druhého nebo ttetiho mésice Zivota, kdy se projevi opozdéni vyvoje, poruchy

rustu, hypotonie a n€kdy i zachvaty.

Oznaceni Menkesovy choroby jako choroba kudrnatych vlast (kinky hair
disease) je uzitecné pro zjistovani novych piipadi, protoze zmény vlasi jsou
jednodus$e zapamatovatelnym znakem, podle kterého miize 1ékaf byt upozornén na
chorobny stav pacienta. Vlasy postizenych byvaji zpravidla kratké fidké drsné a

zkroucené, vétSinou slabé€ pigmentované a mohou byt i bilé nebo Sedé.

Typické je sniZzeni pevnosti pojivovych tkani. Kaze vytvaii nadbytecné
previsy zvlasté na trupu. Tvare jsou povadlé, usi se jevi veliké vzhledem k hlavé,
patro je vysoce klenuté a zuby se profezavaji pozdéji. Vyskytuji se abnormality
systémovych artérii a zvlastni vinutost mozkovych cév. Dalsi poruchy pojivovych
tkani zahrnuji vychlipky mocového méchyie, stievni polypy, zmény metafyz

dlouhych kosti a obasné zlomeniny Zeber (Danks et al. 1971).
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Poruchy vyvoje nervové soustavy jsou patrné pifi vySetfeni magnetickou
rezonanci, kterd odhaluje u postizenych zmény v utvareni bilé hmoty mozkové.
Elektroencefalogram pak ukazuje stiedni az vazné abnormality nékdy spojené se
sekundarni epilepsii. Typicka je slaba kontrola pohybt hlavy, hypotonie, ¢asto
spojena s napadnym hlasitym dychanim, a autonomické disfunkce: hypotermie a
hypoglycemie. Psychicky vyvoj byva vyrazné¢ omezen a ovSem i to se u

jednotlivych pacienti mize velmi lisit.

Ukazuje se, Ze typ mutace a nasledné poskozeni proteinu mohou mit vliv
na zavaznost projevi Menkesovy choroby. Rozsahlé delece genu vedou obvykle
k vaznym projeviim choroby (Tumer et al. 2003) U té€zkych mutaci byvaji projevy
u postizenych osob podobné zavazné, naproti tomu vSak mirné mutace mohou
vést k rizné¢ vyraznym projevi u jednotlivych nemocnych (Kaler etal. 1994,

Borm et al. 2004).

Velmi casny nastup komplikaci u Menkesovy choroby byl popsan u
novorozence, ktery zemtel jizZ ve 27 dnech Zivota na vdznd vnitini krvéaceni a
¢etné zlomeniny. Menkesova choroba u néj byla zjisténa z autopsie a potvrzena
vySettenim hromadéni meédi v kultivovanych fibroblastech. VySetfeni genu
ATP7A objevilo mutaci vedouci k zaméné R980S. Zjisténd mutace byla stejna
jako mutace u nepifibuzného pacienta s Menkesovou chorobou, ktery zemfel ve

véku 4 let bez vaznych poruch pojivovych tkani (Jankov et al. 1998).

Zachovani zbytkové aktivity ATPasy se muze projevit zmirnénim ptiznakl
Menkesovy choroby. U nékterych pacientli jsou projevy méné zavazné, duSevni
vyvoj je lepsi nez u klasické Menkesovy choroby a nemocni mohou mluvit a
samostatné chodit. Castymi neurologickymi nédlezy jsou slabost, porucha
koordinace pohybu, ties, trhavé pohyby hlavy, ovSem epileptické zachvaty se
objevuji zfidka. Mentalni retardace je mirna, vyrazné jsou vSak poruchy

pojivovych tkani.

Nejmirnéjsi projevem poruchy genu ATP7A je syndrom tylniho rohu
(OHS). Typickym rysem této podoby onemocnéni je sniZeni pevnosti pojivovych
tkani, kiZe kosti a cév. Inteligence osob je normalni nebo jen mirné niZsi a

jedinym neurologickym projevem je dysautonomie, porucha autonomniho
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vegetativniho systému spojend s poruchou traveni. Nemocni se syndromem

tylniho rohu se dozivaji dospélého véku.

Mirngj§i formy choroby mohou byt zpisobené mutacemi sestfihovych
mist, které ovSem nevylouci, pouze snizi moznost vzniku fadného proteinu.
Neobvyklad varianta Menkesovy choroby se objevila u &ty osob ve tfech
generacich jedné rodiny (Proud et al. 1996). U téchto pacientii byly zjistény tylni
exostdzy, volna kize a vazna mentalni retardace. Vysetieni genu ATP7A ukézalo,
Ze doSlo k zaméné A za T v donorové oblasti pro sestiih, coz ve vysledku vedlo
k chybné upravé transkriptu (Kaler et al. 1994). Ptesto zhruba z20% probihal
sestfih spravné, coZ by mohlo byt piiCinou jedine¢ného fenotypového projevu
u postizenych osob. Tito pacienti, stejné jako osoby se syndromem tylniho rohu
(Wakai et al. 1993), predstavuji jen alelické varianty Menkesovy choroby (Proud
et al. 1996). Fenotypové piekryvy mezi Menkesovou chorobou a syndromem
tylniho rohu je nutné brat v avahu, protoze ob& dvé tato onemocnéni jsou

zpusobena mutaci genu ATP7A.

Za riznou miru intenzity projevii Menkesovy choroby u pacientii by mohla
byt zodpovédna skutec¢nost, Ze prenos médi pfes membranu a piemist'ovani
proteinu po buiice jsou nezavislé. Protein tedy mize naptiklad pfenaSet med’ do
nitra Golgiho komplexu a tak z4sobovat proteiny, které méd’ vyZaduji, ale nemusi
byt schopen prechazet k cytoplazmatické membrané. Proto piipady Menkesovy
choroby surfitym typem mutaci mohou pfiznivé reagovat na lécbu meédi
(Christodoulou et al. 1998, Kim etal. 2000) a jiné nikoliv. JiZ 1 nepatrna
ptitomnost funkéniho proteinu vede k mirnému projevu choroby, syndromu

tylniho rohu (Moller et al. 2000 b).

Biochemicky projev Menkesovy choroby je typicky nizkou koncentraci
médi v séru, jatrech a mozku, coz je zplsobeno naruSenim pi{jmu médi ve
sttevech. Celkovy obraz Menkesovy choroby je vysledkem poruchy funkce
enzymu, které vyzaduji méd a pfipomina projevy nedostatku meédi (Danks
et al. 1972). Jsou znamy mnohé cuproenzymy a projevy poruchy jejich funkce pii
nedostatku meédi. Hlavnim faktorem ovliviiyjicim neuropatologii Menkesovy
choroby je snizena aktivita cytochrom c oxidasy, dilezité soucésti fet€zce pfenosu

elektroni v mitochondriich, a tim zplUsobeny nedostatek energie, ktery také
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vysvétluje svalovou slabost u pacientli s timto onemocnénim. Nedostatek meédi
vede ke sniZeni pevnosti pojivovych tkani, protoZze nedochédzi k propojeni
lysinovych zbytkt v elastinu a kolagenu, jeZ zahajuje enzym lysyloxidasa, kterd je
zavisla na médi. Vlivem poruchy funkce tohoto enzymu dochazi k vyraznému

sniZeni pevnosti pojivovych tkani v mnoha organech a cévach.

Enzym sulfthydryloxidasa je zodpovédny za tvorbu disulfidickych vazeb
v keratinu. Drsnost, hrubost a tiepivost vlasi je disledek Spatné tvorby
disulfidickych vazeb v keratinu, protoZe tento proces je také zavisly na médi.
Nefunkeni tyrosinasa, enzym, ktery se ucastni tvorby melaninu, je zodpovédna za
poruchy pigmentace vlasi a za celkovou bledost pokozky. Porucha funkce
askorbatoxidasy, ktera pfeménuje dehydroaskorbat na askorbat, vede ke sniZeni
obsahu mineralt v kostech. Nedostate¢nost funkce enzymu dopamin -
monooxygenasy, dulezitého enzymu vdraze syntézy katecholaminu, je
zodpovédna za abnormadlni sloZeni plazmy a mozkomisni tekutiny. To je také
nejspiSe pri¢inou pozorované hypoglykémie, teplotni nestability a ztraty
sympatickych adrenergnich funkci. Cuproenzym, peptidyl-glycinmonooxygenasa,
je dulezity pro odstranéni posledniho glycinu z karboxy-konce prekurzori mnoha
hormonid (gastrin, cholecystokinin, kortikotropin uvolrujici faktor (CRF) a
thyrotropin uvolnujici faktor (TRF), kalcitonin a vasopresin). Pokud nedojde
k Gpravé na koneény produkt, jsou prekurzory biologicky neaktivni nebo aktivni
jen velmi nepatrné. Nedostate¢na funkce Cw/Zn superoxiddismutasy zplisobuje

niz8i odolnost vic¢i volnym radikalim, které mohou vazné poskozovat buriky.

Byla vyslovena i pfedstava, Ze Menkesova choroba je primarné zpisobena
$patnym hospodafenim se zinkem, pifesnéji poruchou v domnélém proteinu
vazicim zinek (Scheinberg a Collins 1989), ktera se neukazala byt spravnou.
Piitomnost zine¢natych iontl v burikach zplsobuje syntézu metallothioneinu
(MT), na ktery se zinek vaze. ProtoZze v3ak afinita metallothioneinu k médi je
100 000krat vétsi nez k zinku, nahradi méd’ zinek v metallothioneinu a zustane
vazana. Takto vazana méd’ neni schopna opustit buriky a ztstava v nich. Toho se
da vyuzit ke sniZeni vstiebavani médi ve stievech podavanim zinku u pacientl

Wilsonovou chorobou.
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Bez vcEasného zahdjeni 1é¢by mimostfevnim podavanim médi zpravidla
dojde u klasické Menkesovy choroby k téZkym neurodegeneraci a smrti do tii let.
Castou pii¢inou Gmrti byvaji vnitini krvaceni, subduralni hematom nebo selhéni
dychani pii infekcich. V souCasné dob&é je Menkesova choroby dobie
charakterisovana po strance klinickych projevi. Jsou zaznamenavany vsechny
zjisténé mutace. Stale jesté je tfeba rozvijet diagnostiku a samoziejmé moznosti

lécby, kde by mohl pomoci mysi model (Tiimer a Horn 1997).
2.2.2 Molekularni podstata Menkesovy choroby

Pozorovatelné zmény chromozomii nejsou u Menkesovy choroby casté,
nejsou proto ani vyuzivany v diagnostice. Pfesto vSak studium chromozomi u
osob stouto chorobou pomohlo odhalit jeji podstatu (Gerdes et al. 1990).
K uptesnéni polohy genu, jehoZ porucha zpiisobuje Menkesovu chorobu, do pruhu
Xql3 pomohlo objeveni vyvazené translokace t(2;X) u Zeny s Menkesovou
chorobou, kde zlom chromozomu X nastal v oblasti Xq13.1 (Kapur et al. 1987).
U jiného pacienta s Menkesovou chorobou bylo objeveno jedine¢né preusporadani
chromozomu X zahrnujici inzerci useku Xql3.3-q21.2 dlouhého raménka do
oblasti Xp11.4 kratkého raménka, tedy 46,XY,ins(X)(pl1.4 q13.3q21.2), které se
vyskytovalo 1 u chlapcovy matky, ktera byla fenotypové zdrava. Mutovany
chromozom X byl pfednostné inaktivovan. Tento nalez potvrzoval umisténi
lokusu pro Menkesovu chorobu do oblasti Xql3 a zpfestioval polohu na Xql3.3
(Timer et al. 1992). Vzacné jsou piipady vyskytu Menkesovy choroby u Zen.
U japonské divky byla Menkesova choroba zplsobena de novo translokaci
t(X;21) se zlomem voblasti Xql3.3, ktery prferusil gen ATP7A (Sugio
et al. 1998). Typické projevy Menkesovy choroby se také vyskytly u divky s de
novo translokaci 46,X,t(X;13)(q13.3;q14.3), ktera pravdépodobné narusila funkci
genu (Abusaad et al. 1999).

V roce 1993 tii nezavislé skupiny (Chelly et al. 1993, Mercer et al. 1993,
Vulpe et al. 1993) izolovaly kandidatni gen pro Menkesovu chorobu. Vychazelo
se pfimo z mista Xq13.3, kde doslo ke zlomu chromozomu pfi translokaci (Kapur
et al. 1987). Rozsahly gen ATP7A (dfive MNK) se rozklada v oblasti 150 000 bp
a obsahuje 23 exonl. Exon 10 je alternativné sestfithavan (Dierick et al. 1995).

Transkript je 8 500 bazi dlouhy a koduje protein o 1 500 aminokyselinach (Vulpe
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et al. 1993). Pocatecni kodon ATG je v druhém exonu. Dikazy nasvédCovaly
tomu, ze naklonovany lokus ATP7A ma spojitost se vznikem a rozvojem
Menkesovy choroby. Pfi porovnani se zndmymi udaji byly zjiSt€éna vysokd mira
podobnosti produktu sledovaného genu k ATPasam typu P, coz je rodina
integralnich membranovych proteinti, které diky fosforylaci aspartatu prendseji
kationty pfes membrany (Vulpe etal. 1993). Navic tento protein vykazoval
vlastnosti proteinti vazicich méd’. Protein ATP7A (dfive MNK, také znamy jako

Menkesuv protein) je ATPasa P-typu 7A a podili se na transportu médi.

Vyzkum exprese geni ukazal, Ze mRNA odpovidajici genu ATP7A je
pfitomna v riznych typech bun¢k a tkani svyjimkou jater, kde je exprese
potlacena. Nalez se shodoval s klinickym pozorovanim, Ze jatra jsou Menkesovou

chorobou nezasazena a nedochdazi v nich k hromadéni médi.

Menkestiiv gen (ATP7A) a Wilsontiv gen (ATP7B) vykazuji velmi
podobnou strukturu exont (Ttmer et al. 1995), coz nasvédcuje jejich spolecnému
pivodu. Menkestv protein obsahuje na svém amino-konci $est oblasti (HMA -
heavy metal asociated), které vazi t€zké kovy. Je mozné je najit i v bakterialnich
proteinech nebo metalochaperonu ATOX1. Tyto useky jsou vysoce konzervované
a obsahuji aminokyseliny GMXCXXC. Uz i jedna tato sekvence stai pro

zaji§téni prenosu médi pres membranu (Kodoma a Murata 1999).

Protein ATP7A se nachazi v trans-siti Golgiho aparatu (TGN) (Petris
etal. 1996) a v zavislosti na koncentraci médi v cytosolu se pfemistuje mezi
membranou TGN a cytoplazmatickou membranou (Petris et al. 1996). Protein
ATP7A, stejn¢ jako ostatni proteiny pfitomné v Golgiho aparatu, obsahuji
specificky lokaliza¢ni signal (Francis etal. 1998). Pomoci imunofluorescence
bylo zjisténo, Ze Menkesuv protein plné délky v normalnim stavu je sméfovan do
Golgiho aparatu, zatimco alternativné sestfizena forma, u niz chybi oblast pro
transmembranové domény 3 a 4 kodované exonem 10 a kterd se vyskytuje
u syndromu tylniho rohu, je umistén v endoplazmatickém retikulu. S vyuzitim
sekvence exonu 10 fuzované s molekulou, ktera se bézné v Golgiho aparatu
nevyskytuje, bylo stanoveno, Ze sekvence 38 aminokyselin, zahrnujicich
transmembranovou doménu 3 proteinu ATP7A, byla dostaCujici pro umisténi

molekuly do Golgiho aparatu. Oblast proteinu kédovana exonem 10 muze tedy
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byt zodpovédna za rozdilné cilové nasmérovani a ob& izoformy mohou byt
vyzadovany pro Uplny transport médi uvniti buiiky (Francis et al. 1998). Pro
umisténi proteinu ATP7A do trans-sit¢ Golgiho aparatu se ukazaly byt dilezité
dva sousedni leuciny L1487 a L1488 na karboxy-konci proteinu, které nicméné
nehraji roli pifi vydeji médi z buriky. Pravdépodobné slouzi jako cilové misto pro
vyhledani proteinu pfi navratu do Golgiho aparatu (Petris et al. 1998). Pfi nizké
koncentraci médi v buiice se protein ATP7A nachazi na membran¢ TGN. Po
zvySeni koncentrace médi v burice se piesune na cytoplazmatickou membranu a
po opétovném navratu koncentrace na zdkladni, nizkou hladinu se vrati zpét na
membranu TGN (La Fontaine et al. 1998). Ke stalému kolobéhu proteinu mezi
membranami dochazi 1 pit zékladni koncentraci médi. Pii vys$i hladiné
vnitrobunééné médi byl protein ATP7A ptesouvan k cytoplazmatické membrang,
ackoli odsun proteinu od cytoplazmatické membrany nebyl potlacen a protein se
stale pfemist'oval mezi membranovymi oddily. Toto zji§téni naznacuje, Ze méd’
spiSe podporuje exocytosu a pohyb proteinu ATP7A k cytoplazmatické membrang
nez sniZeni zpétného navratu proteinu. (Petris a Mercer 1999). Protein ATP7A je
tedy potiebny k prisunu médi pro proteiny, které obsahuji méd’ jako kofaktor, pfi
jejich prichodu sekretorickou drahou (Petris et al. 2000) a k udrzovani hladiny
meédi v bunice (Kuo et al. 1997).

2.2.3 Populaéni genetika Menkesovy choroby

Menkesova choroba je pomérné vzacné genetické onemocnéni. Podle
zaznamu z let 1976 az 1987 z Danska, Francie, Nizozemi, Velké Britanie a
Némecka byla stanovena kombinovana frekvence postizenych Menkesovou
chorobou na 1 z298 000 narozenych déti. Na zakladé poctu zjisténych piipada
ztohoto obdobi vyplyva, Ze mutacni rychlost pro Menkesovu chorobu je
1,96 x 10 (Tonnesen et al. 1991). Frekvence vyskytu v Melbourne je pfiblizné
1 na 40000 zivé narozenych a spiSe jesté vysSi, nez se diive piedpokladalo,
protoZe néktefi pacienti mohou zemfit bez zjiSténi diagnosy choroby (Danks
etal. 1971). Vjedné tietiné piipadi Menkesovy choroby se piedpoklada
nezdédéné zalozeni choroby spojené se vznikem nové mutace. Jako choroba

véazand na chromozom X se typicky vyskytuje u chlapcti.
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2.2.4 Diagnostika Menkesovy choroby

Mentélné¢ retardovani chlapci spili torti, poruchami vyvoje a rustu,
hypotonii a zachvaty jsou v dneS$ni dobé jiz vySetfovani s podezienim na
Menkesovu chorobu. Diagnéza byva uréena u chlapcti ve véku okolo Sesti az
deseti tydni, necastéji vSak az okolo osmého mésice Zivota, protoZe piiznaky
Menkesovy choroby ¢&asto u novorozenci unikaji pozornosti kvili jejich
nevyraznému projevu. Pfi diagnostice je tfeba Menkesovu chorobu odlisit od
onemocnéni s podobnymi pfiznaky, jako jsou napiiklad organické acidurie,

aminoacidurie nebo mitochondrialnimi myopatie.

Vlasy a casto i fasy nemocnych byvaji kratké fidké drsné zkroucené a
vétSinou slabé pigmentované, bilé nebo Sedé, a mohou pfipominat draténku. Vlasy
byvaji krat$i a ten¢i na stranach hlavy. Pozorovanim zmén vlasi ve svételném
mikroskopu lze snadno odhalit pili torti (podélné zkrouceni vlasil), trichoclasis

(pficnou lomivost vlast) a trichoptilosis (podélnou lomivost vlasi).

Po dlouhodobych zkusenostech s Menkesovou chorobou bylo upozornéno
na nedostatek v diagnostice podle zmén vlast, jeZ nemuseji byt vzdy abnormalni.
Byl upfednostnén jednoduchy a spolehlivy test zaloZeny na stanoveni mnoZstvi
médi v séru a spolu s tim navrZzen novy nazev, vrozena hypocupraemie (Osaka
et al. 1977). Byly vytvoteny i dal$i diagnostické postupy jako zji§tovani poruchy
vydeje médi z fibroblasti postizenych osob nebo stanoveni poskozeného

metallothioneinu (Chan et al. 1978).

Daéle je mozno u pacientli pozorovat volnost kiize v tylu, na krku a na
trupu, pievislé tvare, vpadly hrudnik (pectus excavatum), Casté tfiselné kyly,
pozdéji hypotonii, opozdéni mentalniho vyvoje a poruchu ristu. V ptipadé
mirné€j$i formy choroby, syndromu tylniho rohu, byvaji pfitomny vyrdstky tylni
kosti v mist¢ Uponu trapézového svalu, které lze vySetfit pohmatem nebo
radiograficky. Dal§imi podpirnymi pozorovanimi mohou byt zmény metafyz

dlouhych kosti, zvySena lamavost kosti a volné klouby.

Koncentrace médi v séru nemocnych byva snizena (MD 0-60 pg/dl, OHS
40-80 pg/dl) oproti normalnim hodnotam (70-150 pg/dl, novorozenci 20-
70 pg/dl), stejné tak i koncentrace ceruloplasminu jsou nizké (MD 30-50 mg/dl,
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OHS 130-250 mg/dl) ve srovnani béznymi (200-450 mg/dl, novorozenci 50-
220 mg/dl). Koncentrace médi i ceruloplasminu v séru jsou nizké u vSech
novorozenci a rozsahy normalnich koncentraci se piekryvaji s rozsahy
koncentraci u postiZzenych osob, takze je ztizeno vyuziti jejich stanoveni

k diagnostickym u¢eliim. Pfesto mohou byt jakymsi voditkem.

Castym podptrnym testem je sledovani hromadéni radioaktivniho izotopu
médi v kultivovanych fibroblastech nemocnych, které nejsou schopny vydavat
méd’. Kultivované fibroblasty pacientd maji pfiblizné pétkrat vyssi koncentraci
médi, nez je bézné (Goka etal. 1976), coz pomohlo vysvétlit patologii
u Menkesovy choroby na bunééné urovni a ukdzalo se byt i vhodnym

diagnostickym postupem (Williams et al. 1978).

MozZnym biochemickym testem je stanoveni koncentrace katecholaminu
v plazmé nebo mozkomis$ni tekuting, coz muze upozornit na zmény funkce

dopamin -monooxygenasy, jejiZ aktivita je u Menkesovy choroby sniZena.

K diagnostice Menkesovy choroby je mozno vyuzit i molekularné
genetické metody, které jsou vyuzivany k potvrzeni diagnozy, k ureni pienaSeci
mutaci a k prenatdlni diagnostice tohoto onemocnéni. Jedinym zndmym genem,
jehoZ porucha je spojena s Menkesovou chorobou a syndromem tylniho rohu, je
gen ATP7A. Nej€astéji vyuzivanymi metodami pro nalezeni mutaci jsou
mnohonasobna PCR a nasledna pfima sekvencni analyza koédujicich oblasti genu
ATP7A a prilehlych intronovych oblasti. U muzi je takto mozno pfimo zjistit
rozsahlé delece i bodové mutace. Prizkumem mezi 383 nepiibuznymi pacienty
postizenymi Menkesovou chorobou bylo zjis§téno 57 rozsahlych deleci v genu
ATP7A, coz odpovida 14,9%. U vétSiny z nich vedly tyto poruchy ke klasické
Menkesové chorobé a umrti vraném détstvi (Tuimer etal. 2003). Je mozZno
provadét i prenatalni diagnostiku v prvnim trimestru pomoci specifickych DNA
sond (Tiimer etal. 1994). Velmi vysoka riznorodost mutaci ovSem zhorSuje
vyhlidky na brzké vyvinuti genetického testu pro diagnostiku Menkesovy choroby
(Tumer et al. 1997).

Pfenaseci alely pro Menkesovu chorobu nemaji klinické projevy choroby a

biochemicka vySetieni pro ureni pfenaSecii jsou nespolehliva, protoze se
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vysledky kryji s normalnimi hodnotami. Pfenase¢i v§ak mohou byt nékdy urceni
vySetienim vlasli na pili torti. Negativni vysledek takové prohlidky samoziejmé
nemuze zcela vyloucit moznost, Ze zkoumana osoba pfenasecem skute¢né je. Pili
torti byly vzdy nalezeny u vSech postizenych muzskych pacienti a u 43 % z 28
jistych prenasecek. Podle této skute¢nosti, pokud jsou pili torti pfitomny, mohou
byt povazovany za spolehlivy ukazatel heterozygotniho stavu (Moore a Howell

1985).
2.2.5 Lécba Menkesovy choroby

Vétsina pacienti s Menkesovou chorobou, pokud neni v¢as lé¢ena, umira
ve v€ku 6 mésicll az 3 let. Byly popsany i piipady, kdy se nemocni dozili i 9 let
(Westman et al. 1988) a 13,5 let (Sander et al. 1988). Objevuji se i formy choroby
smirnymi pfiznaky, pravdépodobné alelické formy, u kterych je prubéh

onemocnéni mirnéjsi a délka zivota byva vyssi (Procopis et al. 1981).

Jiz dlouho je vyvijena snaha o vytvofeni vhodné 1écby zaloZené na
poznatcich o metabolismu médi (Williams etal. 1977). Terapie vyuZivajici
vitamin C se ukazala byt pti Menkesové chorobé neucinna (De Groot et al. 1989).
Pii 1é¢bé méd’'natymi preparaty se siranem méd’natym, nedos$lo k podstatnému
klinickému zlepSeni, ovSem podkoznim podavanim histidinatu méd’natého, ktery
je pfirozen¢ ptfitomen v séru jako prenase¢ médi, bylo dosazeno vynikajicich
vysledkii u pacienti s Menkesovou chorobou (Sherwood et al. 1989). Méd
pravdépodobné piechazi pies hematoencefalickou bariéru pravé ve formé

histidinatu méd’natého (Hartter a Barnea 1988).

Dlouhodobé podavani médi muze zlep$it prezivani pacientt. U pacienta
sméné vaznou formou choroby, ktery byl dlouhou dobu lécen injekcemi
histidinatu méd’natého az do svych deseti let, doSlo k vyraznému zlepSeni stavu.
Nevyvinuly se u n& zadné kosterni abnormality lebky ani dlouhych kosti
koncetin. (Procopis et al. 1981, Danks 1988). Dlouhodobé sledovani ¢tyr chlapci,
ktefi byli od narozeni lé€ent parenteralné histidinatem méd’natym, pfineslo kladné
vysledky, jelikoZ ptibuzni tii ze ¢ty chlapcl méli vazné klinické projevy shodné
s klasickou Menkesovou chorobou. Disledkem vcas nasazené 1écby probihal

u pacientd normalni nebo téméf normalni intelektualni vyvoj, ale vyvinulo se
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mnoho velmi zavaznych somatickych abnormalit jako u ptibuzného syndromu
tylniho rohu, vcetné tézké hypotenze. NejstarSimu z pacienti bylo 20 let

(Christodoulou et al. 1998).

Ukazalo se, Ze histidinat méd’naty je neucinny, pokud je nasazen pozdéji
neZ v prvnich nékolika mésicich Zivota (Tiimer et al 1996). Nicméné u dvou
pacientd, u nichz byla 1é€ba zahdjena vcas, byla odezva pfizniva (Sherwood
etal. 1989) a ve véku 19 a 9 let (Tumer et al. 1996) tito pacienti trpéli slabou
formou choroby s mirnymi piiznaky, s pfevazujicimi poruchami pojivovych tkani
pfipominajicimi syndrom tylniho rohu. NevyfeSena zustala otazka vaznosti
projevil v jednotlivych pfipadech onemocnéni. Jeden z chlapcti byl podle rodinné
anamnézy nachylny ke zdédéni velmi vazné formy choroby. Objasnéni pfinesla
analyza mutace v genu ATP7A u téchto pacienti. Jednalo se o deleci jednoho
paru bazi v exonu 4 u jednoho pacienta a v exonu 12 u druhého. Ob¢ mutace
vedly k posunu ¢teciho ramce a vytvoreni pred¢asného terminac¢niho koddénu ve
stejném misté, coz vedlo k tvorbé zna¢né zkraceného proteinu. Postizeni chlapcii
by proto muselo byt velmi vazné. Lécba histidinatem méd’natym miize byt tedy

u¢inna (Timer et al. 1996).

Ukézalo se, Ze vhodnym lécebnym prostfedkem pro zvladnuti osteoporosy
u déti s Menkesovou chorobou je pamidronat, jehoZ pouZivani vedlo u tii déti se
znacnou osteopordzou, zpuisobenou nedostatkem meédi, po ro¢ni 1é¢bé ke zvySeni
obsahu minerdlti v kostech s velmi dobrymi vysledky. U dvou déti uz dale
nedochazelo ke zlomeninam a nebyly zaznamenany zadné nepfiznivé uCinky
pamidronatu (Kanumakala et al. 2002). Castym zikrokem pii Menkesové chorobé
je chirurgické odstranéni vychlipek mocového meéchyfe a podplirna 1écba
antibiotiky, aby nedochazelo k infekcim. U nékterych pacienti byva také nutné

pomocné zabezpeceni vyzivy kvili poruchdm traveni.

Veas zahajena lééba podkoZnim podavani meédnatych soli (chlorid,
histidinat) u déti s Menkesovou chorobou mize vést k upraveni vyvoje a zlepsit
stav nemocnych. Lé¢ba by méla udrzovat koncentraci médi v téle na normélnich
hodnotach (70-150 pg/dl) a doporucena davka je 250 pg meédi podavana dvakrat

denné, po prvnim roce jednou denné.
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Bez vcasného nasazeni 1é¢by médi postizeni Menkesovou chorobou
umiraji v atlém détstvi. Pokud je 1é¢ba nasazena aZ po nastoupeni pfiznaki, neni
neurologické zlepSeni jiz mozné. V¢asné zahdjeni 1é¢by umozni veelku normalni
vyvoj. Vysledek 1é¢by ovsem mizZe byt také zavisly na typu mutace a kompletnim

genetickém pozadi.
2.2.6 Modely pro studium Menkesovy choroby

Zkoumani Zivotnich pochodi u jinych organismi pomahé 1épe pochopit 1
déje v lidské téle a je velmi uziteCnym zdrojem poznani. Je tfeba mit ovSem na
paméti, Ze vyuZziti analogie je pfi téchto pozorovanich omezeno, vzdyt dobry

modelem ¢lovéka nemusi byt ani jiny clovek.

Skvrnity (mottled) fenotyp u mutantnich linii mys$i a u skvrnitych kiecki
odpovida ziejm¢ Menkesové chorobé (Yoon 1973, Hunt 1974). Skvrnité mysi
byly pouzity pro sledovani pfipadd aneurysma aorty. U postiZenych zvirat
s vékem postupné rostlo mnozstvi pfipadi a uz v Sesti mésicich postihlo vSechna

zvitata (Brophy et al. 1988).

Po srovnani mysi se skvrnitym fenotypem a normalnich mys$i byl popsan
myS$i lokus Mnk, ktery odpovida lokusu pro Menkesovu chorobu (George
et al. 1994). Mutace v genu odpovidajicim lidskému ATP7A byla objevena i
u mysi (Das et al. 1995). To umoznilo vyuzit linie skvrnitych mysi jako model pro

studium Menkesovy choroby (Cecchi et al. 1997, Reed a Boyd 1997).

Samci mysi s alelou mottled-brindled (skvrnity-strakaty) hromadi méd’ ve
sttevé, trpi poruchou pfenosu médi do jinych organti a umiraji nékolik tydnil po
narozeni. VétSina médi je u skvrnitych mysi ve stfevé vazana na metallothionein
(MT). K objasnéni funkce metallothioneinu pfi poru$e funkce mysiho proteinu
Atp7a byly kiiZzeny skvrnité mys$i samice a my$i samci s cilené poSkozenymi geny
Mtl a Mt2. Bez funkéniho metallothioneinu umirali skvrniti sameci 1 heterozygotni
samice do 11. dne embryonalniho vyvoje. Vysvétlenim umirani samic by mohla
byt pfednostni inaktivace otcovského chromozomu X v extraembryondlnich
tkanich a nasledna toxicita pfijaté médi v nepfitomnosti metallothioneinu. Buriky
s nefunkénim metallothioneinem ziskané z embryi skvrnitych mysi jsou citlivé na

méd’. Metallothionein je nezbytny na ochranu bun€k proti toxickym ucinkim
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médi v embryonalni placenté, pokud je nefunkéni systém vydeje médi z bunék.
Stejné tak metallothionein chrani jaterni buriky u Wilsonovy choroby
s poSkozenym proteinem ATP7B, ktery zde plni obdobnou roli jako ATP7A
mimo jatra, pfed toxickymi hladinami médi (Kelly a Palmiter 1996). Rozbor
genovych produktl v riznych tkanich a naslednd imunofluorescence ledvin
odhalila roli proteinu Atp7a ve zpétném vstiebavani médi z mo¢i v proximalnich a

distalnich tubulech (Grimes et al. 1997).

Zjisténi podstaty mutace u skvrnitych mysi je dualezité pro pochopeni
normalni role proteinu kodovaného genem ATP7A a navrhovani postupt 1éEby
Menkesovy choroby. Skvrnité mysi maji deletovany pouze 2 aminokyseliny ve
vysoce konzervované, nicméné funkén€ necharakterizované, oblasti genu ATP7A
(Grimes et al. 1997). Pfi zkoumdni pf{jmu a zadrzovani médi kultivovanymi
fibroblasty ziskanymi ze ¢tyf odlisnych alel pro skvrnity fenotyp s pfezivanim
samct po narozeni, péti riznych alel pro skvrnitost spojenych s prenatalnim smrti
samct a kontrol se viechny mutantni alely odliSovaly v pfijmu i zadrzovani médi.
Ziskané hodnoty odpovidaly dfive zjist¢énym hodnotam pro fibroblasty pacientti
s Menkesovou chorobou. Nebyly vsak nalezeny Zzadné rozdily mezi alelami

spojenymi s pfezivanim nebo s prenatalnim amrtim (Masson et al. 1997).

Mysi se skvrnitym (mottled) fenotypem jsou vhodnym modelem pro
studium Menkesovy choroby a oc¢ekava se, ze by mohly byt vyuzity 1 pro vyvoj

novych lécebnych postuptl.
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2.3 Wilsonova choroba

Wilsonova choroba je autozomalné recesivni onemocnéni charakteristické
nadmérnym hromadénim meédi v téle, zplisobené poruchou vydeje médi z jater,
s naslednymi jaternimi a neurologickymi poruchami. Wilsonova choroba ziskala

jméno po S. A. Kinnieru Wilsonovi, ktery onemocnéni v roce 1912 popsal.
2.3.1 Klinické projevy Wilsonovy choroby

Projevy Wilsonovy choroby zahrnuji jaterni, neurologické a psychiatrické
poruchy nebo jejich kombinace. Pfiznaky se objevuji u postizenych osob ve véku
od tfi (Thomas et al. 1995)do Sedesati let (Danks et al. 1990)a mohou se liSit i
mezi piibuznymi pacienty. Primérny veék projevu Wilsonovy choroby
u homozygoti pro nejcastéjsi mutaci H1069Q je asi 20 let (Stapelbroek et al.
2004). Pokroc¢ila molekularné genetickd vySetfeni umoznila objasnit diagnézu 1 u
osob s jinymi neobvyklymi klinickymi a biochemickymi projevy (Dening a

Berrios 1989, Walshe 1989, Steindl et al. 1997).

U nemocnych s Wilsonovou chorobou podstupuji bazélni ganglia a jatra
zmény, které vedou k neurologickym projevim a znamkam cirhdézy jater. Jsou
rozliSovany nejméné dva hlavni typy Wilsonovy choroby. Forma s pozdéj$im
nastupem a spiSe neurologickymi projevy typicka pro slovanskou populaci a
forma s brzkym néstupem v détstvi a pievazné jaternimi projevy, typickd pro

zapadni Evropu (Cox et al. 1972).

Jaterni podoba Wilsonovy choroby je proménlivd a muizZe pfipominat
ptiznaky akutni hepatitidy, ndhlého jaterni selhani, chronické choroby jaterni,
opakované Zloutenky nebo hemolytické anémie mezi které patii unava, malatnost,
bolest bficha, vyrazka, hemolyza, selhani ledvin a anorexie. Wilsonova choroba se
jaterni formou projevuje spiSe v niz§im véku u déti a mladsSich dospélych, obvykle
mezi 6 a 45 lety, vyjimeéné i u déti okolo 3 let (Wilson et al. 2000) nebo starSich

osob do Sedesati let.

Koncentrace ceruloplasminu v krvi u Wilsonovy choroby je nizkd a
aktivita enzymil obsahujicich méd’ (napf. cytochrom ¢ oxidasa) je nizsi (Shokeir a

Shreffler 1969) a také funkce mitochondridlnich enzymil jsou sniZené.
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Pravdépodobnou pii¢inou je tvorba volnych radikald a nasledné oxidativni
posSkozeni mitochondrii zpisobené nadmérnym hromadénim meédi (Gu etal.
2000). Tvorba volnych radikéaldi je vyznamnym prvkem z hlediska patogeneze
Wilsonovy choroby. Hromadéni médi v jatrech vede ke zvySenému oxidativnimu
stresu v buitkkach a pfindsi s sebou riziko vzniku karcinomu jater. U pacientl
s Wilsonovou chorobou bylo nalezeno zvySené mnozstvi mutaci v genech
zplisobené oxidativnim poSkozenim DNA. Vyuziti antioxidantd pii 1é€bé

Wilsonovy choroby by mohlo byt prospé$né.

Neurologickymi projevy Wilsonovy choroby jsou piedev§im poruchy
pohybu a rigidni dystonie. Poruchy pohybu se vétSinou objevuji nejdiive a
zahrnuji tfes, Spatnou koordinaci pohybu, posun¢inu a ztratu kontroly jemnych
pohybt (zhorSené psani). Pozd€ji se rozvijeji kfecovité stahy svalstva (spasticka
dystonie) zpusobujici maskovity vzhled obli¢eje, strnulost, poruchy chuze,
poruchy artikulace a ztiZzené polykani (Stevel et al. 2001). Zmény mozku zjisté€né
magnetickou rezonanci zahrnuji celkovou atrofii a abnormality bazalnich ganglii
(Starosta-Rubinstein etal. 1987, van Wassenaer-van Hall etal. 1995).
Neurologické zmény u osob s pfevazné jaternimi pfiznaky byvaji mirnéjsi a
projevuji se zménami ndalad, depresi, poruchou sebeovladani, zhorSenim
pracovnich vykond, poruchou jemnych pohybl (psani) a celkovym ztizenym

ovladanim pohybu.

U pacienti s psychiatrickymi projevy jsou casté deprese, neurotické
chovani zahrnujici fobie, agresivitu a antisocidlni chovéani. Pozdé€ji se mize
rozvijet rozklad osobnosti, uzkostlivost, naladovost, rovnéZ se milize objevit

zhorseni intelektu, potiZe s abstraktnim myslenim, zhorSena pamét’ a nepozornost.

U nemocnych s Wilsonovou chorobou se casto vyskytuje Kayserv -
Fleischeriv prstenec, coZ je zeleny nebo médéné zbarveny prstenec na okraji
rohovky a predstavuje misto ukladani médi. Bylo pozorovano i zelenavé zbarveni
nehtll (azure lunulae), které ziejmé vznikd podobnym zpisobem (Bearn a
McKusick 1958). Vysoka koncentrace médi v téle mize zptisobit kardiomyopatie,
srde¢ni arytmie (Kuan 1987), chondrokalcinosis a osteoarthritis, v dusledku
hromadéni médi v synovialni tekutiné velkych kloubti (Menerey et al. 1988), a

poSkozeni ledvin. U pacientd s WD jsou pomérné casté hypercalciurie,
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nephrocalcinosis a nephrolithiatis, nékdy i1 proteinurie a hematurie. Osoby
s Wilsonovou chorobou byvaji plodné a téhotenstvi u léCenych pacientek
s Wilsonovou chorobou byvaji tispé$na (Hatard a Kunze 1994, Devesa et al. 1995,

Brewer et al. 1998, Furman et al. 2001).

Mutace genu ATP7B, které pierusuji protein nebo znemozni jeho funkei,
¢asto vedou k rozvoji jaternich poruch jiz v ranném détstvi (Thomas et al. 1995) a
podminuji vaznéjsi projev Wilsonovy choroby nez mutace, které pouze sniZuji
aktivitu proteinu (Cox 1996, Liu et al. 2004, Deguti et al. 2004). Nejzavaznéjsi
mutace zpusobuji projev choroby jiz pfed 12 rokem a v tomto v€ku se jedna spise
o poruchy jaterni (Panagiotakaki et al. 2004). Nicméné vaznost pribéhu choroby
miZe byt ovlivnéna nejen typem mutace, ale i jinymi faktory, jak je mozZno
pozorovat u rtizné zavaznych projevl u osob se stejnymi mutacemi, zvlasté¢ pak

u sourozencu.
2.3.2 Molekularni podstata Wilsonovy choroby

Wilsonova choroba je autozomalné recesivni onemocnéni zplsobené
poruchou genu ATP7B. Gen ATP7B se nachazi na chromozomu 13 (Frydman
etal. 1985) v ¢asti q14.3-g21.1 dlouhého raménka (Kooy et al. 1993), kde byla
identifikovana oblast podobna sekvenci kodujici predpokladané domény vazici
méd’ u ATPasy defektni pti Menkesové chorobé (ATP7A) (Bull et al. 1993), a je
exprimovan hlavné v jatrech a ledvinach, je ¢lenén do 21 exoni a kdduje protein o
1465 aminokyselinach. Podobnost mezi ATP7A a objevenym ATP7B byla 78%
v transdukéni oblasti, 89% v oblasti kanalu a fosforylace a 79% v oblasti vazby
ATP. Celkova podobnost mezi obéma proteiny byla 57%. (Bull etal. 1993).
Kratce na to byl nalezen homolog lidského Wilsonova genu u potkanii Long
Evans Cinnmom (LEC), u nichz je porucha tohoto genu zodpovédna za hepatitidy,

(Sasaki et al. 1994) a pozdé&ji byl homolog nalezen také u mysi (Reed et al. 1995).

Z prvni analyzy sekvence vyplynulo, Ze protein ziejmé obsahuje nejméné
dvé mista pro vazbu médi, oblasti membranovych domén, fosforyla¢ni misto a
sekvenci spole¢nou pro ATPasy. Protein vykazoval 62% aminokyselinovou
podobnost s Menkesovym proteinem (Tanzi etal. 1993). Tyto vlastnosti

ukazovaly na to, Ze protein by mohl mit aktivitu ATPasy ptrenasejici méd pies
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membrany a mohl by se uc€astnit vydeje médi z bun€k (Tanzi et al. 1993). Pozdéji
se potvrdilo, Ze protein ATP7B je ATPasa typu P, obsahuje kationtovy kanal,
fosforylaéni doménu s vysoce konzervovanym motivem DKTGT, ve kterém je
aspartat fosforylovan v priib&hu transportniho cyklu. Sest domén vazicich méd’ se
velmi podoba doménam vyskytujicim se u bakterii. Protein ma osm hydrofébnich
transmembranovych domén. Piesnd podoba proteinu neni znama, oviem byl
navrzen model vychazejici z podobnosti jinych ATPas (Fatemi etal. 2002,

Morgan et al. 2004).

Protein ATP7B je transmembranovym pienaSeCem meédi, nachazi se na
membranich vnitinich oddilt bun€k na tran siti Golgiho aparatu (Payne et al.
1998) a hraje dullezitou roli v zaclefiovani médi do apo-ceruloplasminu a pfi
vyluCovani médi z hepatocyti do Zluéi. Studie na bunénych membranach
potkani ukézaly, Ze protein ATP7B v pfitomnosti ATP pfenas§i méd pies
membrany (Harris 2000). Mutovany protein se miZe nachizet na membrané
endoplazmatického retikula, je vice nestabilni a je rychleji odbourdvan (Payne
et al. 1998). Protein ATP7B je velmi podobny proteinu ATP7A a jsou vzijemné
funkéné nahraditelné. Oba proteiny tedy vyuzivaji stejny mechanismus
k udrzovéni hladiny médi v burice. Kolokaliza¢ni studie ukéazaly. Ze pti zakladni
bézné koncentraci médi v burikach proteiny ATP7A a ATP7B jsou lokalizovany
na trans siti Golgiho aparatu. Pti zvySeni koncentrace médi jsou oba proteiny
vramci jedné bunky sméfovany do odliSnych cilovych mist. ATP7B se
nahromad’uje ve vackovych strukturach pfipominajicich pozdni endozémy, které
mohou piedstavovat novy oddil pro transport médi, zatimco protein ATP7A
sméfuje k vnéj$i membrané buriky (La Fontaine etal. 2001). Studie chovani
proteini s aminokyselinovymi zaménami ukazaly vyznam ur¢itych aminokyselin
pro lokalizaci nebo funkci proteinu, pficemz obé vlastnosti mohou byt nezavislé.
Protein muzZe byt schopen pfenaset méd’ pifes membranu pii chybném umisténi,
nebo naopak. To by mohlo vysvétlovat velky rozsah biochemickych parametrii
mezi pacienty s Wilsonovou chrobou, napfiklad normalni hodnoty

holoceruloplasminu u nékterych nemocnych (Fobes a Cox 2000).
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2.3.3 Populaéni genetika Wilsonovy choroby

Celosvétova cetnost vyskytu Wilsonovy choroby je stanovena na 1:30 000.
Tomu odpovidajici frekvence nositeld mutaci v populaci je 1:90. Vysoky vyskyt
choroby je zaznamenan v Ciné, v Japonsku a v Sardinii, kde je 1:10000.
Popula¢ni studie ukazuji, Ze v riznych oblastech se vyskytuji rizné typy mutaci

casté)i.

V kavkazské populaci je nejrozsitenéjs$i mutaci H1069Q (dfive popisovana
H1070Q) vexonu 14, kterd vede kzaméné aminokyseliny ve vysoce
konzervované doméné pro vazbu ATP (Tanzi et al. 1993) a k poruse vazby ATP k
proteinu (Thomas etal. 1995). Tato mutace je pravdépodobné nejcasté}si
molekularni poruchou genu ATP7B a pravdépodobné asponn v Evropé pochazi
z jedné plivodni mutace (Figus et al. 1995, Firneisz et al. 2002). Frekvence alely
se pohybuje vrozmezi 26-70% v riznych populacich. U pacientd z vychodni
Evropy pfedstavuje mutace az 37% vSech alel. (Payne et al. 1998), v Némecku je
42% (Ha-Hao etal. 1998), v Mad’arsku 64% (Firneisz et al. 2002). Frekvence
mutace v populaci je 0,285%. Pokud tedy tento typ mutace je pfiblizné tfetinou
veSkerych mutaci, pak frekvence heterozogotli s nékterou mutaci Wilsonova genu
je asi 0,855%, a frekvence mutovanych alel genu 0,428%. Podle téchto udaj pak
vychazi frekvence Wilsonovy choroby asi 1:55 000 (Olivarez et al. 2001).

Nejcastéjsi mutaci v asijské populaci je ziejmé R778L (Kim et al. 1998),
jejiz frekvence dosahuje téméf 38% (Wu et al. 2001). Tato mutace ovSem dosud
ziejmé nebyla zaznamenana v kavkazské populaci (Kusuda et al. 2000). Nemocni
Zidé s Wilsonovou chorobou jsou odlisni od ostatnich skupin pacientii. Projevy
nastupuji pozd¢ji, pribéh onemocnéni je mirnéjsi a hladiny médi a ceruloplasminu
v séru jsou blizké normalnim hodnotam (Bearn 1960). U Arabt zijicich v Izraeli
zidovského pivodu. To je pravdépodobné zpisobeno mutacemi rizného typu a

jejich oddélenym etnického vyskytem (Passwell et al. 1977).
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2.3.4 Diagnostika Wilsonovy choroby

Diagnostika Wilsonovy choroby zavisi na zvaZovani klinickych
pozorovani a vysledkd laboratornich vySetfeni naznacujicich poruchu
metabolismu médi. OvSem jednotlivdA pozorovdni posuzovand samostatné
nemuseji byt dostaCujici pro spolehlivé rozliSeni a stanoveni diagnézy kvili
rozdilnému vyjadreni jednotlivych projevii Wilsonovy choroby u rdznych
pacienti. U né€kterych pacientli zlstavaji ur¢ité hodnoty vySetfovanych parametri
v obvyklém rozmezi a nemuseji potvrzovat diagnézu. Proto u vSech pacientl
s neobvyklymi jaternimi nebo neurologickymi poruchami by mélo byt
pamatovano 1 na Wilsonovu chorobu (Gow et al. 2000). Je tieba myslet na to, Ze
podobné projevy jako Wilsonova choroba mohou mit i jind onemocnéni jater jako
napfiklad chronickd virova hepatitida, autoimunitni hepatitida, porucha jater
zpUsobena alkoholem nebo léCivy, a neurologické projevy je tieba odliSit od
Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy chorey, dédi¢nych dystonii, dédi¢né

ataxie, u€inki 1€kt nebo toxickych latek.

Wilsonova choroba se muze projevit u osob rdzného stafi ve velmi
Sirokém vékovém rozmezi od 3 do 60 let. Pribéh choroby se u jednotlivych
nemocnych li§i a zahrnuji jaterni, neurologické a psychiatrické projevy, ptipadné
jejich kombinace. U heterozygoti nebyly klinické projevy choroby popsany.
Nadbyte¢na méd’ v téle pii Wilsonové chorobé se hromadi v riznych tkanich.
Snadno pozorovatelny je Kaysertv - Fleischeriv prstenec, vznikly ukladanim
médi v rohovce oka. Pozorovani Kayserova - Fleischerova prstence se nejcasté)i
provadi pomoci $térbinové lampy, ov§em nékdy je mozno prstenec vidét pouhym
okem. Kayseriiv - Fleischerlv prstenec je velmi uzZiteCnym ukazatelem pfi
diagnostice, nebot’ pfitomnost prstence v oku je Castym piiznakem Wilsonovy
choroby, ale muze se vyskytovat i pfi jinych poruchach jater s nasledném

hromadéni médi v téle.

Biochemicka vysetfeni u Wilsonovy choroby pomahaji odhalit poruchy
v hospodafeni s médi. Bézné vyuzivanymi vySetfenimi jsou stanoveni mnozZstvi
ceruloplasminu v séru a stanoveni mnozstvi médi v jatrech a v moc¢i. Koncentrace
ceruloplasminu jsou u osob s Wilsonovou chorobou zpravidla velmi nizké, ale

u nékterych pacientd mohou byt jen mirné sniZzené. Pfiblizn€¢ u 5% pacientl
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s neurologickymi projevy a u 40% pacientd s jaternimi projevy odpovida
koncentrace ceruloplasminu v séru normalnim hodnotam (Steindel et al. 1997).
U déti je tfeba navic brat v uvahu pfirozené zmény mnoZstvi ceruloplasminu
v séru. U novorozencu byva koncentrace ceruloplasminu nizkd (50-220 mg/dl)
(Shokeir etal. 1971), pozdé&ji se zvySuje a okolo tfetiho roku véku dosahuje
vrcholu, kdy muze byt i vy$s$i neZ normy udavané pro dospélé (200-450 mg/dl).
Diagnostiku Wilsonovy choroby u novorozencli umoziuje i vySetfeni mnozstvi
ceruloplasminu v pupecnikové krvi (Chowrimootoo etal. 1998). SniZeni
koncentrace ceruloplasminu v séru také neni jedine¢né pouze pro Wilsonovu
chorobu, ale miize se vyskytovat i u jinych poruch jater, u nahlého jaterniho
selhani a u jaterni cirh6zy. Uplné chybéni ceruloplasminu je pfitomno u dédi¢né
aceruloplasminemie, ktera ovSem vede k hromadéni Zeleza v téle. MnozZstvi
ceruloplasminu neni tedy kritériem, které by mohlo vést k jistému stanoveni

diagn6zy Wilsonovy choroby.

Vysetfeni mnozstvi médi v mo¢i je provadéno ze sbéru za 24 hodin a
u postizenych osob obvykle ptekra¢uje 0,6 pmol/ 24hodin pii zakladnich
podminkach. Podani penicillaminu vede k vyraznému, az desetindsobnému,
zvySeni vylucovani médi z téla moci. Timto postupem je mozno odhalit poruchy
hospodareni s médi i u nékterych postiZenych osob, které maji jinak koncentraci
médi v mo¢i normalni (Martins da Costa et al. 1992). Koncentrace médi v jatrech
u nemocnych s Wilsonovou chorobou je zvySena obvykle na vice nez 250 pg/g
suché hmotnosti oproti normalni 55 pg/g suché hmotnosti (Nuttall et al. 2003),
ovSem u nékterych jedincii miiZze byt nartist koncentrace pouze mirny. Pro dalsi
potvrzeni diagnézy mohou byt pouZita pomocna vySetfeni mnozstvi médi v séru
nebo zallefiovani radioaktivné znafeného stabilntho izotopu médi do

ceruloplasminu.

U heterozygoti nebyly pozorovany projevy Wilsonovy choroby, 1 kdyz
mivaji nizké koncentrace ceruloplasminu a koncentraci médi v moc¢i po podani
penicillaminu hrani¢né¢ zvySenou. Opatrné stanoveni diagnézy v takovych
piipadech je velmi duleZité, aby se piede$lo nepfiméfené néaroc¢né terapii.
Vysetfeni koncentraci médi a ceruloplasminu nelze pouzit k odliSeni
heterozygotnich nositeld mutace od postizenych nebo zdravych osob. Kwviili

nedostateéné schopnosti biochemickych vySetfeni rozliSit heterozygoty od
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presymptomatickych jedinct, je vhodné vyuzit mozZnosti molekularnégenetickych

vySetteni.

Jedinym zndmym genem, jehoZ porucha zpisobuje Wilsonovu chorobu, je
gen ATP7B. Molekularné-genetické vySetfeni tohoto genu umozZiluje potvrzeni
diagnoézy, urceni nositelll mutaci a prenatdlni diagnostiku. VyuZziti prenatdlni
diagostiky pro onemocnéni, které je dobie léCitelné s pFiznivymi vysledky, je
sporné. V genu ATP7B bylo nalezeno vice nez 40 normalnich variant a vice nez
260 patologickych mutaci. Cilend mutacni analyza v zavislosti na etnické pivodu
zahrnuje vySetfeni mutaci, které se vyskytuji v danych populacich velmi ¢asto a
jsou pro né typické. Napiiklad evropska mutace H1069Q nebo asijska mutace
R778L pfedstavuji pfiblizné¢ tfetinu az polovinu vSech mutovanych alel

v uvedenych oblastech, avsak jinde se vyskytuji ziidka.
2.3.5 Lécba Wilsonovy choroby

Terapii  Wilsonovy choroby je tieba zahdjit co nejdiive
u presymtomatickych i symptomatickych pacientti, nebot’ dal§i hromadéni médi
u postizenych osob vede k rozvinuti piiznakd choroby nebo ke zhorSovani jejich
stavu. Terapie je nutné celozivotni a nepferuSuje se ani v dobé téhotenstvi.
Vysazeni 1é¢by vede k postupnému zhorSovani stavu, které je uz té€zko ptistupné

dal$im lé¢ebnym zasahim.

Wilsonova choroba byla jednim z prvnich dédi¢nych metabolickych
onemocnéni, které bylo mozno uspésné 1écit (Walshe 1956). V dnesni dob¢ byva
se bézné pouzivaji tii 1é¢iva: D-penicilaminem, triethylen tetraminem nebo zinek
(Brewer etal. 1987). Velké mnozstvi riiznorodych mutaci a odlisné projevy

mutaci u sloZzenych heterozygot maji za nasledek odlisné reakce na riizné 1écebné

pfistupy.

Nejdéle pouZivanou latkou pi#i 1écbé Wilsonovy choroby je D-
penicillamin, chelata¢ni ¢inidlo, které vaze méd’ a umoziuje jeji vylouceni moci.
Zpravidla byva uzivan nékolikrat denné ve formé tablet. V&asné podani 1écby
zpravidla miva pfiznivou odezvu (Durand et al. 2001). Obc¢as se mize vyskytnout
alergie na penicillamin provazena vyrazkou a horeckou. Vazné vedlejsi ucinky

1éEby se projevuji asi u 30% osob a zahrnuji trombocytopenii, leukopenil,
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aplastickou anemii, proteinurii a zavazné kozni reakce, proto je tieba provadét pfi
1é¢beé penicillaminem kontroly krve a mo¢i pro sledovani této nepfiznivé odezvy a

ptipadné piejit na jiny typ 1éCby.

Dal$im uzivanym cheldtem je triethylen tetramin dihydrochlorid (TETA,
Trientin), ktery se obvykle pouzivd u osob, které nepiiznivé reaguji na
penicillamin. Vétsinou byva dobfe snasen, a proto zafina celkové postupné
nahrazovat penicillamin. Vyuziti chelata¢nich latek, u pacientl pfed tfetim rokem
Zivota muize mit nepfiznivé uCinky na jejich vyvoj. Dlouhodoba 1é¢ba
chelata¢nimi latkami miize vést ke sniZzeni mnozstvi médi a jinych kovovych iontt
vtéle a jejich nedostatek se potom projevi pfisluSnymi poruchami, naptiklad
umeédi vede ke sniZzeni pevnosti kize. Vyuziti chelatii spole¢né se zinkem neni

z principu lé¢by mozné.

Dal3im moZnym lécebnym postupem je podavani zine€natych soli, které
blokuji vstiebavani médi ve strevé (Hoogenraad and van der Hamer 1983)
ZvySené mnozstvi pfijimaného zinku brani pf{jmu médi tim, Ze navozuje
v enterocytech vyssi tvorbu matallothioneinu, ktery ovSem piednostné vaze méd’ a
tim znemozni jeji dalsi vyuziti. Méd’ vazana na metallothionein je pak vylu¢ovana
spolu s enterocyty pifi obméné sliznice stieva. Pfi 1é¢bé zinkem je funkce jater
chranéna pred poskozenim z nadbytku médi, protoze zvySeny piijem zinku navodi
v jatrech tvorbu metallothioneinu. Lécba zinkem je u¢inné&j§i po pfedchozim
snizeni mnoZstvi médi v téle chelaty (Brewer et al. 2001). Zine¢naté soli (napf.
octan, siran) jsou podavany ve formé tablet nékolikrat denné pied jidlem.
Dlouhodobym sledovanim lé¢enych pacientli byla potvrzena G¢innost zine€natych
soli a jejich velmi nizka toxicita a Zadné vedlejsi acinky (Brewer et al. 1994,
Brewer et al. 1998). Takto je moZno 1é¢it i osoby, u kterych se choroba dosud
nerozvinula, a diky 1écbé se zpravidla ani nerozvine (Lang etal. 1993,
Hoogenraad 1994). Presymptomaticka diagnostika Wilsonovy choroby a podavani

zine¢natych soli jsou tedy velmi vhodné (Wu et al. 2003).

Lécba pacienti s neurologickymi projevy Wilsonovy choroby je obtiZn4,
protoZe penicillamin Casto jejich stav zhor$i a zine¢naté soli u€inkuji pomalu.
Ukézalo se, Ze pro tyto pacienty je mozZno pouZit tetrathiomolybdanat amonny,

ktery ve srovnani s ostatnimi pfistupy k 1é¢bé pacientii s neurologickymi pfiznaky
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se jevi jako velmi a¢inny (Brewer etal. 2003). Moznosti 1écby Wilsonovy
choroby pro osoby, u kterych neni mozZno pouzit klasické postupy, je
transplantace jater (Sokol et al. 1985), ktera obvykle vede k vyraznému zlepSeni
stavu nemocnych (Polson etal. 1987, Guarino etal. 1995). Jako pomocny
prostfedek proti zvySené tvorbé volnych radikald, které v disledku hromadéni
médi pf1t Wilsonové chorobé ohrozuji buriky, se pouzivaji antioxidanty naptiklad
alfa-tokoferol (vitamin E). Pti 1é¢bé Wilsonovy choroby by méla byt u pacienti
vylou€ena jidla s vysokym obsahem médi (jatra, mozek, mofsti Zivolichové,

houby, ¢okolada, ofechy).
2.3.6 Modely pro studium Wilsonovy choroby

Uzite¢nost zvifecich modeli spo¢iva v mozZnosti jejich vyuziti ke studiu
patologickych stavi jater, pro vyvijeni novych postupt 1é¢by Wilsonovy choroby
a pro studium transportnich drah médi. Vhodnym modelem pro vyzkum
Wilsonovy choroby jsou ,toxic milk mys$i a Long- Evans Cinnamon (LEC)
potkani (Li et al. 1991). Autozomalné recesivni toxik6za médi u bedlingtonskych
teriérf, je ziejmé také obdobou Wilsonovy choroby u psi (Yuzbasiyan-Gurkan

et al. 1993).

U LEC potkani se rozviji samovolné hepatitida okolo 4. mésice po
narozeni, s klinickymi pfiznaky podobnymi nahlym hepatitiddm u nékterych osob
s Wilsonovou chorobou. U piezivsich jedinct se obvykle pozdé€ji rozvine jaferm'
karcinom. Mnozstvi médi v jatrech je u LEC potkani nepfirozené vysoké.
Hepatitidé je mozno ptedchazet pomoci chelata¢nich ¢inidel jako napiiklad
penicillaminem (Wu et al. 1994) Delece u LEC potkant zahrnuje vice nez 900
part bazi 3’-kodujici oblasti véetné kli¢ové domény vazici ATP. Vneseni lidského
ATP7B do bunék potkani LEC vede kexpresi genu v jatrech. Protein je
lokalizovan v Golgiho aparatu a podili se na syntéze ceruloplasminu, jehoZ tvorba

je u potkani LEC naruSena (Terada et al. 1998).

Zaména jednoho nukleotidu (4066 A>G) u ,toxic milk” mySi v genu
Atp7b vede k nahrazeni aminokyseliny (M1356V) v osmé transmembranové
doméné proteinu ATP7B. Tato mutace ma autozomalné recesivni projev a vede

k hromadéni médi v jatrech. Mlad’ata jsou jiZ pfi narozeni postiZzena nedostatkem
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médi a nepfitomnost médi v mléce matek vede k udrZzovani tohoto stavu.
Nedostatek médi v matefském mléce nebyl u lidi dosud pozorovan (Theophilos
ctal. 1996) U mysi kmene s vyfazenym genem Atp7b dochazi k obrovskému
hromadéni médi v jatrech, ledvinach, mozku, placent¢ a mléénych zlazach,
nicméné mléko téchto my$i méd neobsahuje a mlédata, kterd se jiz rodi
s nedostatkem meédi a ktera méd’ neptijimaji, maji opozdény rust a vyvoj a
projevuji se u nich neurologické abnormality typické pro nedostatek médi.
Inaktivace mySiho genu Atp7b vede k podobnym projeviim jako u ,toxic milk*

fenotypu u mysi a Wilsonovy choroby u lidi (Buiakova et al. 1999).

Studium metabolismu médi u jinych organismd ndm mulZe pomoci lépe
pochopit dilezitost médi v téle, porozumét pfi€indm a duasledkim chorob
s poruchou metabolismu médi a také muze vést k vytvoreni novych lécebnych

postupu.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Pacienti a jejich pfibuzni, zahrnuti v této praci, pochazeji z riznych

klinickych pracovist Ceské republiky a Slovenské republiky.

Skupina osob s Menkesovou chorobou zahrnuje 5 nemocnych (oznaceni
M1-M5) a 8 ptibuznych z celkem 5 rodin. Jednalo se o ¢tyfi chlapce s klasickymi
ptiznaky Menkesovy choroby a jednu divky, u které byla diagnéza nejistad. U
jednoho zchlapci byla diagnéza ovéfovdna posmrtné v souvislosti s

predpokladanym prenatdlnim vySetfenim u matky.

Soubor osob s Wilsonovou chorobou tvoti 33 pacientd (oznaceni W1-
W33), u kterych se vyskytovaly po klinické strance velmi jasné ptiznaky tohoto
onemocnéni a u nichZ byla nalezena pouze jedna alela s nejcastéj$i mutaci
(H1069Q) zpusobujici Wilsonovu chorobu, a dale 3 pfibuzni bez pfiznaki

onemocnéni z celkem 33 rodin.

Jako kontroly byly pouzity zdravé osoby bez piiznakii Menkesovy nebo
Wilsonovy choroby. K muta¢ni analyze byla pouzita DNA leukocytl periferni
krve. Odbér krve a molekularné geneticka vysetfeni byla provadéna u jedincd,

kteti podepsali informovany souhlas s vySetfenim.

3.1.2 Pouzité chemikalie

agarosa Serva, Némecko

brom fenol Sigma Aldrich, USA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP Larova Biochemie, Némecko
dNTP mix Sigma Aldrich, USA

DMSO (dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich, USA

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)  Sigma Aldrich, USA

ethanol Penta, CR
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ethidium bromid

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
glycerol

H3BOs (kyselina boritd)

HCI (kyselina chlorovodikova)
isopropylalkohol

KClI (chlorid draselny)

KHCOj (hydrogenuhli¢itan draselny)
MgCl; (chlorid hote¢naty)

NaCl (chlorid sodny)

NaOH

NH4CI (chlorid amonny)

PC2 pufr

primery

pufr bez MgCl,

SDS (laurylsiran sodny)

sodna sl orange G

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminometan)
xylen cyanol

3.1.3 Pouzité enzymy
Klen Taql polymerasa
proteinasa K

Taq polymeraza

restrikéni endonukleasy
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Sigma Aldrich, USA
Fermentas, Litva
Fermentas, Litva
Penta ,CR

Lachema, CR
Lachema a.s. ,CR
Penta, CR

Penta, CR

Penta, CR

Sigma Aldrich, USA
Penta, CR

Penta, CR

Penta, CR

Gene Age Technologies, CR
UTHSCSA, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Gene Age Technologies, CR
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

BioLabs, USA



3.1.4 Pouzité roztoky

Roztoky pro izolaci DNA

lyzovaci pufr LB1
lyzovaci pufr LB2
nasyceny roztok NaCl

TK-1 pufr

TE pufr

TE pufr 10x

roztok proteinasy K

1 M Tris-HCI pH 8,2
0,5 M EDTA, pH 8,0
Roztoky pro PCR

PC2 pufr

roztoky primert:

150 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs;, 1 mM EDTA
150 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, 2 mM EDTA
6 M NaCl

20mM MgCl,, 10mM KCIl, 10 mM Tris-Cl,
2 mM EDTA, pH 7,6

10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,6
100 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, pH 7,6

0,1 mg/ ml proteinasy K, 1% SDS, 2 mM EDTA

S50 mM  Tris-Cl, 16 mM (NH4),SO4, 3,5 mM
MgCl,, 150 pg/ml BSA, pH 9,1

100 uM  (zasobni), 10 uM (pracovni), 3,2 uM

(sekvenacni)

100 mM a 2 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (smés)

Roztoky pro horizontalni elektroforézu v agarosovém gelu

10x TBE:
etidium bromid 10 pM

vzorkové pufry:

0,9 M Tris, 0,9 M kyselina borita, 20 mM EDTA

6x: 2,5 ¢/l bromfenol, 0,2 g/l fikoll 400, 1 M
EDTA a 1% SDS

6x: 2,5 g/l xylen cyanol; 0,2 g/l fikoll 400; 1M
EDTA a 1% SDS

6x: 0,35 % sodné soli orange G; 30 % sacharosy
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3.1.5 Pristrojové vybaveni

analytické vahy
autoklav

automatické pipety

centrifugy

digestof
dokumentaéni systém
elektricky zdroj
elektroforéza

film

fotograficky ptistroj
michadlo

pH-metr
spektrofotometr
spektrofotometr
termoblok
termocykler
UV-zati¢

vyhfivané michadlo

SCALTEC, USA

MAC 235EX, SANYO, Japonsko

Nichirio, Japonsko

Gilson, Francie

MIKRO 20, Hettich Zentrifugen, Némecko;
UNIVERSAL 32 R, Hettich Zentrifugen, Némecko
QUALITRON, Korea; CARL ROTH, Némecko
Holten, Dansko

ALPHA DIGI DOC RT, Alpha Innotech, USA
POWER PACK 1000, BIO-RAD, USA

Liberty 1, Liberty 2, BIOEKEY, USA

Polaroid BLACK & WHITE 667, Sigma, USA
Polaroid, Sigma, USA

Vortex Genie 2, Scientific instruments, USA
Acidimetr DRUOPTA CR

240 1 PC, Shimadzu, Japonsko

UV -240 1 PC, Shimadzu, Japonsko

TECHNE DRI-BLOCK, Techne, GB

DNA ENGINE DYAD, MJ Research, USA
BIOBLOCK SCIENTIFIC, Francie

MS2 MINISHAKER, VELP Scientifica, Italie

Dale bylo pouzivano bé&zné laboratorni sklo (SIMAX, USA) a plast
(Axygen, USA; Eppendorf, Némecko; Gilson, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Izolace DNA

Pfi odbéru se ptidava k ptiblizné 10 ml krve 0,5 ml 0,5 M EDTA. Takto je
krev. mozno uchovat pii teplot¢ 4°C nejdéle 2 az 3 tydny. Izolace DNA
z lymfocytti periferni krve vyuziva selektivni hemolyzu erytrocyti navozenou
pomoci NH4Cl, nasledné rozpusténi bunéénych membran leukocytid a St€peni
proteinii enzymem proteinasou K. K 10 ml krve v 50ml zkumavce se pfida 30 ml
lyzovaciho pufru LB1, smés se protiepe a necha asi 30 min v ledu. Nasleduje
centrifugace 15 min pfi 1500xg a 4°C. Opatrné se odstrani supernatant a peleta se
rozpusti v40 ml lyzovaciho pufru LBl a nechid 20 min vledu, potom se
cetrifuguje 15 min pii 1500xg a 4°C. Pelet leukocyt se oplachne pufrem TK-1,
potom se pfida 20-30 ml pufru TK-1 a centrifuguje se znovu 15 min pii 1500xg a
4°C. Promyvani a centrifugaci je pfipadné nutné opakovat dokud neni peleta ¢ista.
Supernatant se odlije a peleta se resuspenduje v 2,1 ml lyzovaciho roztoku LB2
pfi intenzivnim michéni (20 sekund). Poté se ptida 420 pl roztoku proteinasy K a
140 pl 10% SDS a otacenim se v§e promicha. Inkubace probiha pti 37°C pies noc
(18 hod). Pfida se 0,7 ml nasyceného roztoku NaCl a siln¢ rukou protiepe.
Nasledné se ptfida 2,1 ml lyzovaciho pufru LB2 a znovu silné protiepe (vysolenim
zbyvajicich proteind a proteinasy K vznika bily precipitat) Smés se centrifuguje
30 min pii 2000xg a pokojové teploté (ziskany viskdzni supernatant musi byt
¢iry). Supernatant se piepipetuje do nové zkumavky a srazi se piidanim
2,5nasobku objemu chlazeného (-20°C) 96% ethanolu. Precipitovand DNA se
namota na plastovy nebo sklenény hacek, omyje se ethanolem a necha se oschnout
asi 10 minut, potom se vlozi do zkumavky s pfiblizn¢ 500 pl TE pufru nebo
deionizované vody. Rozpousténi trva asi 10 aZ 12 hodin a lze usnadnit zahfanim
na 65°C po dobu 10 min. Ziskanda DNA se uchovava pti 4°C. Koncentrace a
Cistota ziskané DNA v roztoku je stanovena na zakladé méfeni absorbance DNA a
proteind a spoctena podle vzorce Axeo/Azso, (Azeo -extinkce DNA; Asgy -extinkce

proteintl), pficemz vzorek s pomérem mezi 1.8 az 2.0 je povaZovan za Cisty.
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3.2.2 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Polymerasovéa fetézova reakce je enzymova metoda slouzici k syntéze
definovaného useku DNA in vitro. PomnoZovana oblast DNA je vymezena
oligonukleotidovymi primery komplementarnimi k jejim okrajovym sekvencim.
Tato metoda, kterd znamenala revoluci v metodice molekularni biologie,
poskytuje dostatecné zmnozeni pozadovaného useku i z malého mnozstvi DNA

béhem nékolika hodin.

Primery pro namnoZeni vybranych usekii genu ATP7A byly navrzeny
podle zndmé nukleotidové sekvence genu a podle Tiimer et al. (1997). Primery
pro oblasti genu ATP7B byly navrzeny nové podle standardni genové sekvence
(sekvence genu ATP7A: NT 011651 a genu ATP7B: NT 024524 v http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide). K navrhu primer byly
pouzity programy Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3
~www.cgi) a Oligo 6 (Molecular Biology Insights, Inc). Velmi dlouhé exony,
konkrétn¢ exony 3 a 4 genu ATP7A a exon 2 genu ATP7B, byly rozdéleny na
vice priekryvajicich se ¢asti, aby bylo usnadnéna zachazeni s témito Useky pri
jejich dalsim zpracovani. Primery (tab. 1, 4) byly syntetizovany v Nucleic Acid

Core Facility, University of Texas Health Science Center at San Antonio.

SloZzeni PCR bylo navrhovano sohledem na rychlost a jednoduchost
provedeni amplifikace. Vysledkem je, Ze pro vSechny useky v ramci jednoho
genu, je mozno pouzZit jednu reakci. Vzhledem k velkému mnoZstvi
amplifikovanych useku jednoho genu a jejich podobnym délkdm neni mozné
pfipravit vSechny v jediné zkumavce pfi mnohonasobné PCR, ovSsem dvojice
tsekd se daji namnozit spolecné dobfe. Optimélni podminky pro PCR vsech
26 tsekd genu ATP7A a vsech 26 usekd genu ATP7B byly zjistovany zménami
teplotnich parametrd reakce a zménami koncentraci jednotlivych slozek reakéni
smési, pfipadné ptidanim, vynechanim ¢i zménou nékteré z nich. Vysledné
pouzivané sloZzeni PCR reakénich smési pro amplifikaci usekd genu ATP7A a
program PCR jsou uveden v tabulkach 1,2,3; pro gen ATP7B v tabulkach 4,5,6.
Objem reakce je mozno podle potieby zvolit mezi 15 pl a 75 pl. Nejéastéji byl

vyuzivan objem 25 pl.
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Tabulka 1: Primery pouzité pro amplifikaci genu ATP7A

exon |délka (bp) pfimy primer zpétny primer
MD1 262 |GGGGGTGGGAAAAGAGAAGC CATGACCTTCTCACCACACTCGT
MD2 219  |GCATGGCTGAAATTAATGAATTT CTTCAATGGCATTTGACTTCAGT
MD3a 352 |TGTGATAGAATTTAATTAAACTGACTTTTG |AGCTCTTTTATCTGATTGGCATTC
MD3b 349 AAAATTTACCCTCAGAAAAGAACTGTA AAACTCATGCTTAAGAAGAAAGCAA
MD4a 336 |GTGGTTATTGATTTAGAAAACAGAATG CAATGCATGCCATCAATGATG
MD4b 376 CAGAAGGGTCACAGCAAAGG CAAGTCATGCCATCAATGTTTATC
MD4c 340 GAAGATTCCTTTGAATGTAGTTAGCC TGCCTATGAATCATTTCTCATTGA
MD5 331 GATGCAATTGAATGATCAATACTGC TGTAAGAGAACAAAAAAGATGGAGCT
MD6 285 TAATTATAACATTACTCTTTTTAARAAGAA |CTTACCAAGTTTTTTTTCTGGAAGT
MD7 290 |AGTGGTAACTCATGTTTAATGGTGGA GATTCACGGGAGTGCTGATTAAA
MD8 272 |GTTCTTAATGACAATACCATGGCTTAG ACCATTTCATCCCGTATAAGGATG
MD9 342 |TACCCATTAGCTATTTATGACCATGA GCCTGCCAAATTTTGCTTATT
MD10 376 |ATATATGTGAATTTCAGCATTTTTTAA ATGTATTTCCAATGATTGGCC
MD11 182 |AGACCTGAACTTTTTCTTCCTTAGC TAAAAAAAGAGAAGAGGGAAGAGTG
MD12 291 GGAGAGGTCAGGGTAGGAAGC CTCTCTGTTCATAATTTAGTTATTCATAGC
MD13 291 AACAAATAATGATATGTTTCATGATAGTG GTGAAGATTTAACTGAGAAGGCTTTA
MD14 280 |TACTCTGCATTCAGTATCAGAAAAGACTT CCAATGAATTACTAATGCAAAAGCTC
MD15 277 |ACAGCTCTAAATCAATAACCAAAAT TTTGGTGGTACAGGTTTTAGTTCT
MD16 306 |TTTCTGGABAGGTGATGTGGA TAGATTTGATCCGGGGAATTC
MD17 371 AATTAACTAGGGGTTTTTATCTTGC CAGGGTTATAAAGTTAGCCATCTG
MD18 295 |GAACTTGCTTCATGGGGTTT AGAGGTCTCTCAAAAATAAATAAATTAAT
MD19 259 |TATTCCAAGTTCTTTTATTTTGTGCTG AAATTTCTTAGCATTTGAAGGCAAG
MD20 332 TATTGCTCAGTTATGTTTCACGTACT GATTATCATTGACCACATAGGGC
MD21 258 |AAGGTAGACGTAATCTTCAACATACACAG ATAACTTTAGTGGAAARAGCAGTACTACT
MD22 287 |ATGCTGAAGAAGTATCAAACAAAGAAA CAAGAATARAACCTACCAAGAATGAC
MD23 369 |[TCTCATTTACTTTTGGTTATTTGAAACT AGTGCATGACAAGTTAAACTGGC

Tabulka 2: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci genu ATP7A

slozka zasobni koncentrace | koncentrace v reakci
PC2 pufr 10 x 1x
dNTP 2mM 0,2mM
primer F 10 uyM 0,4 uM
primer R 10 uM 0,4 uM
Taq polymerasa 25 Uil 125U
templat 50 ng/ml 100 ng

Tabulka 3: Podminky reakce pro amplifikaci genu ATP7A

teplota Cas opakovani
95°C 2 min
95°C 30s
59°C 30s 30x
72°C 2 min
72°C 2 min
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Tabulka 4: Primery pouzité pro amplifikaci genu ATP7B

exon délka (bp) pfimy primer zpétny primer
WD1 154 CTTTAACACCCCGCTCTC CGGGGGAACAAAACTCAC
WD2a 302 TTGGTTTCAAGGTTAAAAAATG TGGCACATATTTCACAGTGG
WD2b 253 GGCCACCAGCACAGTC CTGGGCAGGCAAGGAC
WD2c 282 GAGGCCAGCATTGCAG AGCCACTTTGCTCTTGATG
wbD2d 392 GTAAATGACATGGGATTTGAAG GCTCCATCAGGAAGAGAAAC
WD2e 288 GCCCAAGTAAAGTATGACCC CACCGATATTTGCTGCAC
wWD2f 305 GGCACATGCAGTACCACTCT GCTCACCTATACCACCATCC
wD3 326 TTGAATATTTTCTGACATTTTATCC CGCAGCATTCCTAAGTTCA
WD4 232 CACCCAGAGTGTTACAGCC TGTAACCCCGTAACGCAC
WD5 232 CTGGGTCTGTGGGATTCT AAAGGTGACTACAATTTTTTAATGA
WD6 202 TCTGCCAATGCATATTTTAAC CAGGTAGAGGAAGGGACTTAGA
WD7 274 GTAATCCAGGTGACAAGCAG BCAGCATGGAAGGGAGAG
WwDs8 295 AGCCTTCACTGTCCTTGTIC GGAGCAGCTCTTTTCTGAAC
WD9 240 TTTCGATAGCTCTCATTTCACA GCCCACACTCACAAGGTC
WD10 193 AGTGGCCATGTGAGTGATAA CTGAGGGAACATGAAACAAG
WD11 292 CTGTCAGGTCACATGAGTGCT GATTTCCCAGAACTCTTCACA
wWD12 233 GCTTGTGGTGTTTTATTTCTTC CAACCACCATATAGCCCAAG
WD13 268 TGAACTCTCAACCTGCCTC TCTCAGGATGGGGAAAGC
wWD14 305 CTCCATCTGTATTGTGGTCAG GCAGCTAGGAGAGAAGGACAT
WD15 256 CCTTTCACTTCACCCCTCT CAGCTGCAGAGACARAAAGC
wWD16 206 GGACCATTTAGAAATAACCACAG GAAGGAAGGCAGAAGCAGA
WD17 283 GCAAGTGTGGTATCTTGGTG AACTGGTGCTTACTTTTGTCTC
wWD18 286 CTGATACCTTTTGCCAACACTA TCCCAGCACCCACAGC
WD19 214 GGCAGACCCCTTCCTCA CTGGGAGACAGAAGCCTTT
WD20 254 CCTAGGTGTGAGTGCGAGTT CAGCATTTGTCCCAGGT
wD21 362 GAATGGCTCAGATGCTGTT GCTTGTGGTGAGTGGAGG

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci genu ATP7B

slozka zasobni koncentrace | koncentrace v reakci
PC2 pufr 10 x 1x
dNTP 2mM 0,2 mM
primer F 10 uM 0,4 uM
primer R 10 pM 0,4 uM
Taq polymerasa 25 U/l 25U
templat 50 ng/ml 100 ng

Tabulka 6: Podminky reakce pro amplifikaci genu ATP7B

teplota ¢as opakovani
95°C 2 min
95°C 30s
60°C 30s 30x
72°C 2 min
72°C 2 min
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3.2.3 Elektroforéza DNA

Fragmenty DNA byly rozdélovany v horizontalnim 1 - 4% agarosovém gelu
v 1x TBE pufru pfi napéti 10-20 V.cm™ (podle koncentrace gelu a rozmezi
velikosti fragmentll). Pro snadné nanaSeni vzorkd na gel a sledovani pohybu
fragmentt v pribéhu elektroforézy byl pouzit vzorkovy pufr obsahujici
bromfenolovou modi#, xylen cyanol nebo sodnou sil orange G. Pro srovnani
velikosti jednotlivych fragmentl byl pouZivan délkovy standard GeneRuler™
100b DNA Ladder. Detekce fragmenti DNA po agarosové elektroforéze se
provadi barvenim gelu v roztoku etidium bromidu a naslednym zviditelnénim na

UV prosvétlovaci.
3.2.4 Sekvenovani DNA

Fragmenty pfipravené pomoci PCR byly po rozdéleni na horizontalni 2 %
agarosové elektroforéze vytiznuty ostrym skalpelem z gelu a extrahovany pomoci
soupravy QIAquick Gel Extraction kit (Quiagen, Némecko) podle piilozeného
navodu. Kvalita a koncentrace purifikovaného PCR produktu byla kontrolovana
opét elektroforeticky. Precisténé fragmenty DNA byly piedlohou pro
dideoxyterminacni reakci. Vlastni sekenace byla provadéna na automatickém
sekvenatoru pracovniky Nucleic Acid Core Facility, University of Texas Health
Science Center at San Antonio. Ziskané chromatogramy byly prohlizeny v
programu Chromas Lite a Chromas Pro (Technelysium Pty Ltd.). Analyza
sekvenci  byla  provadéna  svyuzitim  programu NCBI  BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) pro porovnavani sekvenci.
3.2.5 Analyza délky restrikénich fragmentu

Pro ovéfeni nalezenych mutaci, které vytvareji nebo rusi restrikéni misto,
bylo pouzito Stépeni mutovanych a nemutovanych molekul DNA restrikéni
endonukleasou. Fragment zahrnujici oblast s mutaci byl amplifikovan pomoci
PCR a nasledné §t€pen vhodnym enzymem a porovnan se $t€penim kontrolniho
vzorku. Za ucelem nalezeni vhodnych restrikénich endonukleas a navrZeni
vhodnych  restrikénich reakci byly vyuzity programy Webcutter 2.0
(http://www firstmarket.com/cutter/cut2.html) a Nebcutter V2.0 (http://www.

neb.uk .com /tools/index.aspx?req=nebcutter).
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4. VYSLEDKY

4.1 Charakteristika souboru pacientu

V pribéhu feSeni této prace byly vySetfeny dva soubory osob s poruchou
metabolismu médi. Jednalo se o pacienty, u kterych se vyskytovaly klinické
ptiznaky odpovidajici Menkesové chorobé nebo Wilsonové chorobé. Vysetteni
byly také piibuzni z nékterych rodin s vyskytem téchto onemocnéni. Pred
provedenim mutacni analyzy bylo tieba ziskat pisemny souhlas od zi¢astnénych

osob.
4.2 Mutacni analyza genu ATP7A

4.2.1 Soubor pacienti s Menkesovou chorobou

Sledovany soubor byl sloZzen z 5 nepfibuznych pacientd s klinickymi
projevy Menkesovy choroby (oznaceni MI1-MS). U téchto pacienti bylo
sekvencné analyzovano vsech 23 exoni genu ATP7A, pro odhaleni patologickych

mutaci zpisobujicich Menkesovu chorobu.
4.2.2 Vysledky mutacni analyzy genu ATP7A

V souboru 5 pacientl s podezienim na Menkesovu chorobu byly nalezeny
4 mutace genu ATP7A, z toho 2 nové, dosud nepopsané. Jednalo se o 4 rizné
mutace, podle typu mutaci §lo o 3 substituce vedouci ke vzniku terminacniho
kodénu (nonsense) a 1 substituci ménici aminokyselinu (missense). Mutace

nalezené u nemocnych s Menkesovou chorobou jsou uvedeny v tabulce 7.

V pfipad¢ pacienta M1 byla v 9. exonu nalezena zaména C na T v pozici
2173, ktera vede k vytvofeni termina¢niho kodénu misto pivodniho glutaminu na
724. misté v proteinu. Tato mutace dosud nebyla popséna (obr. 2, 3). U pacienta
M2 mutace 2179 G>A v 10. exonu zpisobi nahrazeni 727. aminokyseliny glycinu
argininem (obr. 4). Pacient M3 ma mutaci v 19. exonu, ktera v disledku nahrazeni
guaninu thyminem v této pozici zafadi na pozici 1249 v proteinu terminacni
kodén misto kodonu kyseliny glutamové. Tato mutace je nova, dosud nezjisténa

(obr. 2, 5). Dalsi nonsense mutace byla nalezena u pacienta M4, u kter¢ho se
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jedna o zaménu C za T v misté¢ 1288 ve 20. exonu a naslednou zménu v kodonu
pro glutamin (obr. 6). U pacientky M5 analyza sekvenci exoni genu ATP7A

neodhalila Zadné mutace.
4.2.3 Analyza mutaci genu ATP7A rodinach

V rodinach dvou pacienti M1 a M2 bylo provedeno vySetieni jejich
blizkych ptibuznych. Divodem byla snaha o zji§téni pivodu mutace a odhaleni
nositelek mutace. Znalost molekuldrni patologie u téchto rodin umozni genetické

poradenstvi a prenatalni diagnostiku.

V rodiné pacienta M1 byla analyza provedena u matky, otce, sestry a déle
u tety, babiCky a prababic¢ky z matciny strany, celkem u 7 osob v¢etné probanda.
Mutace 2173 C>T byla krom¢ probanda nalezena i u jeho matky a setry. Mutace
se vrodiné tedy vyskytla poprvé u matky probanda. K vysetfeni bylo vyuZito

analyzy délky restrikénich fragmenti po $tépeni endonukleasou BsrGI (obr. 3).

Rodina pacienta M2 byla vysetfena pro pfitomnost mutace 2179 G>A
v genu ATP7A. Sekvena¢ni analyza potvrdila pfitomnost mutace u probanda
v hemizygotnim stavu a u jeho matky v heterozygotnim stavu. Mutace u probanda

tedy pochazi od matky (obr. 4).
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Tabulka 7: Mutace nalezené v genu ATP7A

pacienti| exon | nukleotid | kodén |publikace
M1 9 12173 C>T | Q724X |nova
M2 10 {2179 G>A| G727R |Das et al. 1994
M3 19 |3748 G>T |E1249X |nova
M4 20 (3865 C>T |Q1288X |Seidel et al. 2001
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Obrazek 2: Nové mutace nalezené v genu ATP7A a jejich projev v proteinu
(schéma proteinu upraveno podle Payne et al. 1998).
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Obrazek 3: a) sekvenéni analyza mutace 2173 C>T, Q724X u pacienta M1
b) restrikéni analyza v rodiné M1 ($té€peno BrsGl) (1-teta, 2-
prababicka, 3-babi¢ka, 4-matka, 5-sestra, 6-proband M1, 7-otec,
M- GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
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Obrazek 4: Mutace 2179 G>A, G727R (pozice vyznagena Sipkou)
a) sekvenéni analyza u pacienta M2
b) sekvenéni analyza u matky
c) sekvenéni analyza u otce
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Obrazek 5: Mutace 3748 G>T, E1249X

a) sekvenc¢ni analyza u pacienta M3 (pozice vyznacéena Sipkou)
b) kontrolni sekvence

¢) restrikéni analyza u pacienta M3 ($tépeno Ddel)
(M-GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, M3, K-kontrola)
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Obrazek 6: Mutace 3865 C>T, Q1288X

a) sekvenéni analyza u pacienta M4 (pozice vyznaéena Sipkou)
b) kontrolni sekvence

c) restrikéni analyza u pacienta M4 ($tépeno Maelll)
(M-GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, M4, K-kontrola)
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4.3 Mutacni analyza genu ATP7B

4.3.1 Soubor pacientlii s Wilsonovou chorobou

Do souboru bylo zahrnuto 33 osob s projevy Wilsonovy choroby a
3 ptibuzni bez piiznakl onemocnéni z celkem 33 rodin (oznaeni W1-W33). U
téchto osob byl diive proveden diagnosticky test na pfitomnost nejcastéj$i mutace
H1069Q v genu ATP7B, ktery odhalil u vSech vySetienych osob piitomnost pouze

jedné mutované alely.

U tohoto souboru tedy byla provedena kompletni muta¢ni analyza vSech
21 exonl genu ATP7B metodou pfimého sekvenovani pro odhaleni druhé

kauzalni mutace.
4.3.2 Vysledky mutacni analyzy genu ATP7B

V souboru 33 pacientli s Wilsonovou chorobou bylo u 20 z nich nalezeno
celkem 21 mutaci genu ATP7B, u jednoho z pacienti tedy se vyskytovaly 2
mutace. Byly objeveny 2 nové, dosud nepopsané mutace. Celkem bylo ur¢eno 11
druhi@i mutaci, z toho 3 jednonukleotidové delece, 1 jednonukleotidova inzerce, 2
nonsense mutace a 5 missense mutaci. Mutace nalezené u nemocnych s

Wilsonovou chorobou jsou shrnuty v tabulce 8.

U 5 pacientd (W1, W11, W23, W24, W33) byla v 8.exonu nalezena
inzerce cytosinu v pozici 2298 2299, kterd vede k posunu ¢teciho ramce a
brzkému ukonceni proteinu. Déle byla v 8. exonu nalezena u 5 pacientd (W12,
W18, W25, W26, W31) nonsense mutace zplsobend zaménou 2336 G>A, coz
zméni kodon pro tryptofan na terminac¢ni kodén. V 10. exonu byla u pacienta W6
zjisténa mutace guaninu na adenin, ktera zptsobi v proteinu zadménu 840.
aminokyseliny prolinu na leucin. Delece adeninu v pozici 2530 v exonu 10 u
pacienta W21 a delece adeninu v pozici 3140 v exonu 14 u pacienta W5 vedou
k posunu ¢éteciho ramce a pred¢asnému ukonceni proteinu. U 4 pacientll (W1, W2,
W4, W28) vede delece cytosinu 3400 vexonu 15 ke vzniku predCasného
termina¢niho kodoénu. V 15. exonu byla také nalezena u pacienta W10 mutace
3403 G>A, ktera zplsobi zaménu alaninu za tyrosin na 1135. misté v proteinu.

Tato mutace je nové popsana (obr. 7, 8). U pacienta W16 vede mutace 3527 G>A
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v 16. exonu k zdméné 1176. aminokyseliny glycinu za arginin. Nova mutace byla
zjiSténa v exonu 17 u pacienta W20. Jedna se o zaménu 3688 A>G, ktera zaméni
isoleucin za valin v mist¢ 1230 v proteinu (obr. 7, 9). Dal$i nukleotidova zména
byla nalezena pacienta W27. Mutace guaninu na thymin v exonu 18 nahradi 3784.
aminokyselinu valin za fenylalanin. V 19. exonu byla u pacienta W19 zjisténa
mutace 3955 C>T, kterd vede ke zruSeni kodénu pro arginin a vytvoieni

termina¢niho koddnu.
4.3.3 Analyza mutaci genu ATP7B rodinach

Pacienti W1, W2 jsou bratfi, u obou byla v predchazejicich vySetfeni
nalezena mutace H1069Q. Druha patologicka mutace byla hledana v této praci. U
obou pacientll byla zji§téna druha mutace 3400 delC. OvSem u jednoho z bratri
(W1) se vyskytla jeste treti kauzalni mutace 2298 insC. Vyskyt tfi mutaci u

vvvvvv

choroby.

Presymptomatickd analyza mutaci genu pro Wilsonovu chorobu byla
provedena u dvou synli pacientky W10 (H1069Q/A1135T). U obou syni byly
dfive nalezeny mutace H1069Q, nicmén¢ druha pfi¢inna mutace nebyla objevena

ani u jednoho z nich.

Daéle byl na pfitomnost mutaci v genu ATP7A vySetfen asymptomaticky
syn pacientky, ktera byla diive urena jako homozygotni pro mutaci H1069Q. U
syna byla také pfitomna jedna mutovana alela H1069Q, av§ak druh4 mutace u n¢;j

nebyla zjisténa.
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Tabulka 8: Mutace nalezené v genu ATP7B

pacienti exon | nukleotid kodén publikace
w1, w11, w23, w24, w33 | 8 (2298 insC |P768P-fs |Thomas et al. 1995
w12, w18, w25, w26, w31 8 2336 G>A |W779X Waldenstrom et al. 1996
we 10 12519 G>A |P840L Loudianos et al. 1998
w21 10 (2530 delA |K844K-fs |Figus et al. 1995
W5 14 {3140 delA |D1047V-fs |Vrabelova et al. 2005
W1,W2, W4, W28 15 (3400 delC |P1134P-fs |Tanzi et al. 1993
W10 15 3403 G>A [A1135T |[nova
W16 16 3527 G>A [G1176R [Ha-Hao et al. 1998
W20 17 3688 A>G (11230V nova
w27 18 |3784 G>T |V1262F Loudianos et al. 1999
w29 19 13955 C>T [R1319X |Thomas et al. 1995
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Obrazek 7: Nové mutace nalezené v genu ATP7B a jejich projev v proteinu
(schéma proteinu upraveno podle Payne et al. 1998).
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Obrazek 8: Mutace 3403 G>A, A1135T
a) sekvencni analyza u pacienta W10 (pozice vyznaéena Sipkou)

b) kontrolni sekvence
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Obrazek 9: Mutace 3688 A>G, 11230V
a) sekvencni analyza u pacienta W20 (pozice vyznaena Sipkou)

b) kontrolni sekvence
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5. DISKUSE

5.1 Mutaéni analyza genu ATP7A

Mutaéni analyza genu ATP7A byla provadéna v souboru 5 neptfibuznych
pacientii s podezienim na Menkesovu chorobu. Mutace vedouci ke vzniku

Menkesovy choroby byly zjistény u 4 nemocnych (tab. 7).

Pfima sekven¢ni analyza je spolu s PCR velmi c¢asto vyuZivanym
postupem pfi analyze mutaci u Menkesovy choroby (Hahn et al. 2001, Liu et al.
2003). Pomoci mnohonasobné PCR je mozno u postizenych chlapci piimo
odhalit rozsahlé delece genu, které jsou u tohoto onemocnéni casté. Patologické
mutace vedouci ke vzniku tohoto onemocnéni byvaji zpravidla jedine¢né a
roz§ifeni mutaci je obvykle specifické pro jednotlivé rodiny s vyskytem

onemocnéni (Tiimer et al. 2003).

V pfipadé vySetienych Ctyf chlapch byla sekvenéni analyza UspéSna
v zachyceni mutaci a bylo na zakladé toho mozné definitivné potvrdit diagnézu
Menkesovy choroby. U jedné pacientky se dosud poruchu genu najit nepodafilo.
Menkesova choroba u divek je velmi vzacna a dosud bylo zaznamenéno jen osm
takovychto pfipadl, pficemz u vétSiny znich byly nalezeny chromozémové
pfestavby narusujici oblast genu na chromozomu X (Abusaad et al. 1999).
Podezieni na Menkesovu chorobu bylo u této divky vyjadieno ve dvanacti letech
na zéklad¢ klinickych projevii a sniZzené koncentrace médi v séru. Je velmi
pravdépodobné, Ze molekularni pfi¢ina onemocnéni pacientky je jedine¢na, a
nemusi poSkozovat jednotlivé exony, které byly analyzovany, nybrz gen jako
celek. Jinym vysvétlenim by mohlo byt, Ze se jedna o jiné onemocnéni, které se
projevuje poruchou metabolismu médi. Tato divka byla jiz diive vy3etfovana pro
mutace v genu ATP7B (WD) s negativnim vysledkem. Zkoumani patologie u této

divky bude dale pokracovat.

Uspésnost zachytu mutaci pii vyuzZiti pfimé sekvenéni analyzy v této praci
je velmi vysoka, u chlapcti 100%, coz potvrzuje vhodnost jejiho vyuziti pti velké

naro¢nosti na presnost analyzy. Pro vyjimeénost ptipadu sledované divky a nizky
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pocet pacientli by nebylo vhodné vyjadrovat uspéSnost zachytu mutaci ¢iselné pro

cely soubor vySetfenych pacientti.

V této praci byly pii vlastni analyze genu ATP7A nalezeny 2 nové mutace,
které dosud nebyly popsany. Jedna se o mutaci v 9. exonu genu ATP7A, ktera je
zplusobena tranzici 2173 C>T a vede ke zméné kodénu CAG na TAG (Q724X), a
tim k pfed€asnému ukonceni proteinu. Mutace postihne protein v jeho druhé
transmembranové doméné¢ a tim zcela znemozZni jeho spravnou funkci. Dalsi
mutace, kterd se vyskytuje v 19. exonu genu ATP7A, je zplisobena transverzi
3745 G>T, ktera méni kodén GAA na TAA (E1249X) a ukoncuje protein v tomto
mist¢ (obr. 2).

V ptipadé¢ Menkesovy choroby je tfeba zacit s 1é€bou u nemocnych co
nejdfive po narozeni, aby bylo mozné piedejit trvalému neurodegenerativnimu
poskozeni. Vytvofeni postupu pro analyzu mutaci genu ATP7A v této praci a jeho
zavedeni pro diagnostiku Menkesovy choroby v Ceské republice ma velky
vyznam pro terapii tohoto onemocnéni u postizenych osob a identifikace mutaci
umozni jejich sledovani v rodinach s vyskytem choroby. Az dosud bylo tfeba
zasilat vzorky DNA k vySetieni do Danska. MozZnost molekularné-genetické
diagnostiky Menkesovy choroby v Ceské republice by méla dovolit rychlé

vySetieni pfi podezieni na toto onemocnéni, aby bylo mozné ihned zacit s [ébou.
5.2 Mutacni analyza genu ATP7B

Mutaéni analyza genu ATP7A byla provadéna v souboru 33 pacientd
s podezienim na Wilsonovu chorobu. Mutace vedouci ke vzniku Wilsonovy
choroby byly zjistény u 20 nemocnych (tab. 8). U 13 pacientti se dosud poruchu

genu najit nepodafilo.

Analyza kodujicich oblasti pfimym sekvenovanim zpravidla umoziuje
odhalit mutace v genu ATP7B u vice nez 90% postiznych osob s Wilsonovou
chorobou. Niz8i Uspésnost detekce mutaci genu ATP7B v této praci je mozZno
vysvétlit nepfitomnosti mutaci v kdédujicich oblastech genu, i kdyZz to je malo
pravdépodobné, protoZze 1 okrajové oblasti introni jsou zahrnuty do
amplifikovananych usekii a mutace v promotoru genu jsou znamy pouze ze

Sardinie, kde jsou velmi Casté (Loudianos et al. 1999), ale jinak se téméf
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neobjevuji (Cullen et al. 2003). Moznym vysvétlenim by mohla byt nespravné
stanovend diagndéza onemocnéni, avSak u vSech vySetfovanych se vyskytovaly
ptiznaky Wilsonovy choroby a vSichni byli pravé heterozygoti s nejcastéjsi mutaci
u Wilsonovy choroby, coZ by spiSe diagnézu potvrzovalo. Moznym vysvétlenim
mohou byt také mutace v genu, které narusi zmnoZeni poskozeného useku alely a
tim pak znemozni jeho sekvenéni analyzu, nebo mutace, které takto neni mozno

zachytit (rozsahlé delece). VySetieni téchto pacientti bude dale pokracovat.

Pii vysetfeni genu ATP7B byly nalezeny dvé dosud nepopsané mutace.
V 15. exonu byla nalezena tranzice 3403 G>A, ktera zpusobi zaménu kodoénu
GCA na ACA (A1135T). Tato mutace se nachazi v oblasti smy¢ky s doménou pro
vazbu ATP, kde by zména alaninu za tyrosin mohla zplsobit snizeni aktivity
proteinu. Dal$i novd mutace byla zjisténa v 17.exonu a jednd se o tranzici
3688 A>G, ktera zaméni kodon ATT na GTT (I11230V). I kdyz rozdil mezi
nepolarnimi aminokyselinami isoleucinem a valinem neni velky, v oblasti domény
pro vazbu ATP miZe mit patologicky vyznam. Interpretace téchto vysledki je
vSak komplikovand, nebot” dopad missense mutaci na funkci proteinu se da jen
odhadovat. Bylo by proto vhodné analyzovat mutované proteiny a ovéfit jejich
skute¢nou aktivitu. MoZznym zpusobem analyzy je vtomto pfipadé exprese
proteinu a sledovani jeho schopnosti transportovat méd v burikdch nebo

v izolovanych vezikulech (Voskoboinik et al. 2003) (obr. 7).

Vybér pacienti s Wilsonovou chorobou nebyl nahodny, protoze vsechny
vySetfované osoby byly uréeny jako heterozygoti pro nejcastéj$i mutaci H1069Q.
Nelze tedy piesné stanovit frekvence jednotlivych alel, protoze frekvence alely
H1069Q v souboru byla vybérem uréena na 50%. Je ovS§em mozno piedpokladat,
Ze typy a frekvence druhé mutované alely jsou podobné jako v ndhoné vybraném
souboru pacientli. Soucet frekvenci viech ostatnich alel by pak mél predstavovat
zbytek do 100% od frekvence alely H1069Q u pacientd s Wilsonovou chorobou.
Frekvence vyskytu nejcastéj$i mutace v kavkazské populaci je primérné asi 38%
(Shah et al. 1997), nejvyssi v Polsku (73%) (Czlonkowska et al. 1997). V Ceské
republice byla stanovena frekvence mutace H1069Q v rozsahu 57% - 66%
(Vrabelova et al 2002, 2005). Pokud se pouZiji tyto hodnoty, pak frekvence
mutaci identifikovanych v této praci (ve srovnani s frekvencemi mutaci podle

analyzy Vrabelova et al. 2002, 2005 uvedenymi v zavorkach) je pfiblizné pro
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mutace 2298 2299 insC 6% (1,1%; 1,25%), pro mutaci W779X 6% (2,6%;
2,75%), pro mutaci 3400 delC 4,8% (4,6%; 3,5%). Odchylky frekvenci mutaci
v analyzovaném souboru od jiz dfive zjiSténych jsou dosti vyrazné, avSak
pravdépodobné mohou byt zplisobeny pouze nedostatecné¢ velkym souborem
sledovanych alel. Presto napiiklad frekvence 6% je uvadéna pro mutaci
2298 2299 insC v Italii (Loudianos et al. 1999). Je také mozné, ze pravé tyto
mutace ovlivnily projevy choroby u pacientti zplisobem, ktery umoznil presné
urCeni klinické diagnézy a zaclenéni do vySetfeného souboru. Frekvence tii
castych zjisténych mutaci dohromady je v populaci nejméné 7,2% (Vrabelova et
al. 2002, 2005). Pro rychlou analyzu u novych pacienti bude tedy mozno, po
vySetfeni nejcastéjsi alely H1069Q, vyuzit restrikéni test (PCR/RFLP), ktery by

mohl u pacienti odhalit mutace asi v pétiné zbyvajicich alel.

Postupy analyzy méné castych mutaci genu ATP7B vyuzité v této préci
umozni  presné stanoveni diagnézy u nemocnych a  vySetfovani
presymptomatickych pacienti vrodinach s vyskytem Wilsonovy choroby, aby

bylo mozZno v¢as zahgjit 1é¢bu a pfedchazet zdvaznym projeviim onemocnéni.
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6. SHRNUTI

Stanoveni spravné diagnézy je u Menkesovy choroby i1 Wilsonovy
choroby nezbytné pro vcasné zahdjeni lécby. Molekuldrné-genetickd analyza
mutaci genu ATP7A, respektive ATP7B, které jsou zodpovédné za vznik téchto
onemocnéni, pomohla u pacientii potvrdit diagnozu stanovenou podle klinickych a
biochemickych pozorovani. Identifikace mutaci u postizenych osob umoznila

vySetieni mutaci u pfibuznych v rodinach s vyskytem onemocnéni.

Ptfima sekvenéni analyza genu ATP7A odhalila u 4 postizenych chlapcii
s projevy Menkesovy choroby mutace ve vSech pfipadech a je tedy vhodnym
postupem pii vySetfeni tohoto onemocnéni. Zavedeni molekularni diagnostiky
Menkesovy choroby v Ceské republice umozni rychlé a piesné stanoveni
diagn6zy tohoto onemocnén, sledovani mutaci v rodinach s vyskytem Menkesovy
choroby, genetické poradenstvi a prenatalni diagnostiku. Vyrazn€ se urychli
diagnostika choroby, protoze vzorky DNA k analyze jizZ nebude tieba zasilat do
zahrani¢i, kde byla vySetfeni provadéna dosud. VEasné stanoveni diagnodzy je
v tomto piipadé naprosto urCujici pro brzké zahajeni 1éCby, které ovlivni dalsi

pribéh choroby.

VySetteni 33 nepiibuznych pacienti s Wilsonovou chorobou pro
pfitomnost mutaci v genu ATP7B odhalilo mutace u 20 z nich a umoznilo tak
potvrzeni klinické diagnozy. V rodinach postizenych osob s ur¢enou mutaci bude
pak mozno provést presymptomatickou diagnostiku, zahajit 1écbu jesté pred

nastupem ptiznaki choroby a pfedejit tak zdvaznym komplikacim.
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