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1 Úvod do řešené problematiky 

Život každého jedince je ovlivněn působením dvou vlivů: genů a vnějšího prostředí. 

Některé aspekty života jsou podmíněny především geneticky, např. řada monogenních 

onemocnění nebo chromozómových aberací, jiné jsou dány působením převážně vnějšího 

prostředí. Mezi těmito dvěma póly se nachází řada dalších aspektů, které jsou ovlivněny 

současným působení obou těchto vlivů. U některých multifaktoriálních onemocnění je 

genetický vliv větší, např. diabetes, rakovina, u některých je tento vliv méně výrazný, např. 

obezita.1 (Obr. 1) 

 

 

Obr. 1  Podíl genetických vlivů a vlivů vnějšího prostředí na život jedince. 
Obr. podle Strachan & Read (2004): Human molecular genetics 3, str.109. 

Genetická onemocnění jsou podmíněna sekvenčními změnami genomu – mutacemi.2 

Mutace u dědičně podmíněných onemocnění mají různý rozsah, od chromozomálních 

abnormalit po jednobázové změny, a různý projev.  Mutace mají vliv na úroveň transkripce, 

translace, nebo mění vlastnosti genového produktu.  

Rozsáhlé mutace jako inzere, duplikace, inverze, delece, vedou nejčastěji ke ztrátě nebo 

snížení transkripce postižených genů. Mutace, které mění otevřený čtecí rámec (ORF – open 

reading frame) např. mutace v sestřihových místech, malé inzere, delece, nonsense mutace, 

vedou k tvorbě abnormálního transkriptu. Transkript je zpravidla okamžitě odbouráván 

vlivem opravného mechanismu NMD (nonsense mediated decay) nebo pokud transkript není 

odbourán, genový produkt obvykle není funkční. Mutace zpravidla zásadně mění vlastnosti 
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genového produktu, jsou jimi některé rozsáhlé delece, které vedou k tvorbě fúzního genu, 3 

dále sestřihové mutace a inzere, delece, inverze nebo jednobázové missense mutace, které 

nemění otevřený čtecí rámec. 4-6 

1.1 Rozdělení dědičně podmíněných onemocnění 

Chromozomální. Většina chromozomálních onemocnění jako aneuploidie, uniparentální 

disomie, strukturní aberace nebo izochromozómy vzniká de novo. Výjimku tvoří některé 

translokace, kde jeden z rodičů je nosičem balancované translokace, u potomků však dochází 

k nevyvážené chromozomální výbavě, vzniku částečných trizomií.  

Monogenní. Monogenně podmíněná onemocnění jsou způsobena mutacemi v jednom 

genu. Dnes je známo přes 2300 těchto poměrně vzácných onemocnění. (Tab.1) (Obr.2) 

Incidence souboru všech těchto onemocnění v populaci je zhruba 1:200 narozených.7 Dělíme 

je na autozomálně dominantní, autozomálně recesivní, X-vázané a mitochondriální.4, 8 

 

Tab.1 Počet záznamů dědičných onemocnění v databázi OMIM k 29.květnu 2008 

  Autozomální X-vázaná Y-vázaná Mitochondriální Celkem 

* Geny se známou sekvencí 11691 538 48 37 12314 

+ Geny se známou sekvencí 
a fenotypem 358 30 0 0 388 

# Fenotyp se známým   
molekulárním základem 2103 196 2 26 2327 

% Mendelovský fenotyp nebo lokus, 
molekulární základ není znám 1477 136 5 0 1618 

Ostatní, především fenotypy  
s pravděpodobným Mendelovským 
základem 1944 140 2 0 2086 

Celkem 17573 1040 57 63 18733 

Zdroj: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/mimstats.html. 

Autozomální onemocnění. U autozomálních onemocnění se dominance či recesivita 

zpravidla váže ke klinickému fenotypu onemocnění. Z molekulárního hlediska k projevu 

dominantního onemocnění obvykle stačí výskyt mutace již na jedné z alel, naopak recesivní 

onemocnění se projeví, pouze pokud mutaci nesou obě alely. U recesivních onemocnění se 

zpravidla heterozygoti - přenašeči - klinicky neliší od zdravých jedinců. Mohou však 

vykazovat rozdíly na biochemické (např. rozdílné koncentrace metabolitů), proteinové (např. 

pokles enzymové aktivity) nebo molekulární úrovni (např. snížená transkripce genu). 
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V některých případech dochází u heterozygotů vlivem vnějších podmínek k selektivní 

výhodě, např. heterozygoti pro srpkovitou anémii jsou více rezistentní k malárii, nebo 

heterozygoti pro cystickou fibrózu byli odolnější při epidemiích cholery. Mutace, které svým 

vlivem přinášejí selektivní výhodu heterozygotům, se pak stávají prevalentními mutacemi 

v postižené populaci. Autozomálně dominantní onemocnění se projevují různou expresivitou 

a penetrancí. Expresivita je míra intenzity projevu alely ve fenotypu, penetrance je frekvence 

projevu znaku u osob se stejným genotypem, obvykle vyjadřovaná procenty. Expresivita 

a penetrance je zpravidla ovlivněna dalšími genetickými faktory, vlivy prostředí, či věkem 

jedince. Postižení heterozygotů u autozomálně dominantních onemocnění je většinou méně 

závažné než postižení u homozygotů, např. u achondroplázie apod.9 

X-vázaná recesivní onemocnění jsou dána mutacemi na chromozómu X. U mužů, kteří 

nesou pouze jeden chromozóm X (jsou hemizygoty pro mutace v genech na chromozómu X), 

se onemocnění projeví vždy. U žen, které nesou dva X chromozómy by projevy onemocnění 

měly být stejné jako u ostatních autozomálních poruch. Vzhledem k nerovnováze objemu 

genetické informace u mužů a žen, dochází u žen k X-inaktivaci, umlčení jednoho 

X chromozómu v každé buňce. Tím je vyrovnáno kvantum exprese X-vázaných genů. 

X-inaktivace se děje více méně náhodně již v raném stádiu embryogeneze, čímž dochází 

k mozaicismu, např. různé tkáně, nebo jejich části mají umlčený jiný X chromozóm. 

Mozaicismus vede k rozdílnému projevu onemocnění u heterozygotek. Např. u Fabryho 

choroby, která byla dříve popisována u žen jako recesivní, dnes sledujeme různě závažné 

formy onemocnění dané právě X-inaktivací zdravého X chromozómu v některých tkáních.10, 

11 

Mitochondriální. Mitochondriální, maternálně dědičná onemocnění jsou szpůsobena 

mutacemi v mitochondriální DNA. Expresivita onemocnění je určena stupněm heteroplazmie 

(počet kopií mutované a nemutované mtDNA) v mitochondrii, buňce nebo tkáni. 
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Obr. 2  Vzrůstající počet odpovědných genů dědičných onemocnění nalezených 
během let 1981 - 2005. 
Zdroj: Online Mendelian Inheritance in Man a National Human Genome Research Institute 
(National Institutes of  Health - NIH) http://www.genome.gov/ 
 

Multifaktoriální. Multifaktoriální onemocnění jsou dána kombinací změn v různých 

genech v nezávislých lokusech a vlivem vnějšího prostředí. Změny v genomu nejsou v tomto 

případě „pravými mutacemi“, neboť samy o sobě obvykle nemají vliv na vznik onemocnění, 

jejich účinek se projeví až v kombinaci s dalšími faktory. Mezi multifaktoriální onemocnění 

patří řada tzv. civilizačních chorob jako diabetes, ateroskleróza apod.2, 12, 13 

 
 
Obr. 3 Vývoj studia molekulární podstaty komplexních onemocnění 
Zdroj: National Human Genome Research Institute (National Institutes of  Health - NIH) 
http://www.genome.gov/ 
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Původně se předpokládalo, že multifaktoriální onemocnění jsou podmíněna kombinací 

populačně frekventních polymorfismů. Dnes se ukazuje, že by mohla být způsobena 

privátními, relativně těžkými mutacemi s nízkou expresivitou, která se projeví až vlivem 

dalších genetických a vnějších faktorů. 

 

Epigenetika. Epigenetické jevy souvisí se strukturními i chemickými modifikacemi 

chromatinu – především DNA (metylací CpG dinukleotidů) a nukleozomálních histonů 

(acetylace, metylace). Epigenetika se zabývá mitotickým i meiotickým vznikem a přenosem 

informací, které nejsou kódovány v primární struktuře DNA. Epigenetické změny se šíří 

klonálně a souvisí s řízením diferenciace v průběhu ontogeneze. Dědičné epigenetické jevy 

představují výjimky z Mendelových zákonů, např. odlišná exprese alel v jednom buněčném 

jádře v případě parentálního imprintingu nebo vznik paramutací. Při parentálním imprintingu 

dochází k umlčování některých alel v závislosti na pohlaví rodiče, to znamená, že některé 

geny jsou exprimovány pouze, jsou-li děděny paternálně jiné, jsou-li děděny maternálně. 

Parentální imprinting je přitom nezávislý na pohlaví potomstva a bývá stabilní po celý život. 

Během meiózy pak dochází k odstranění epigenetické modifikace a k jejímu znovunastavení 

podle pohlaví jedince.14 Paramutace jsou výsledkem alelických interakcí na úrovni RNA, 

které vedou k dědičné změně exprese některých genů. Epigenetika může výrazně ovlivňovat 

penetranci a expresivitu dědičných onemocnění, jejich dědičnost, a je jedním z faktorů 

ovlivňujících multifaktoriální onemocnění. Epigenetické jevy přitom samy mohou být 

ovlivněny vnějším prostředím.15 

Jedním z neobvyklých projevů dědičnosti, který vykazuje výjimku z Mendelových zákonů 

u monogenních onemocnění, je anticipace. Průběh a projev onemocnění se s každou 

nastávající generací stává závažnějším a/nebo dochází k jeho dřívějšímu nástupu. Anticipace 

je v současné době nejvíce spojována s nestabilní expanzí trinukleotidových opakování. 

Asymptomatičtí rodiče nesou několikrát zvýšený počet tripletových opakování oproti 

normální populaci, ovšem u potomků dochází k mnohonásobnému zvýšení těchto opakování. 

Počet opakování, při kterém již dochází k projevům onemocnění, závisí na umístění 

trinukleotidových opakování. Pokud se opakování nachází v kódující oblasti, jako je tomu 

u Huntingtonova nebo Kennedyho onemocnění, je kritická hranice nestability již od 36, 

respektive 38 opakovaní; pokud se opakování nachází v nekódující oblasti genu, např. 

Syndrom fragilního X nebo Friedrichova ataxie, je tato hranice mnohem vyšší, přes 200 

opakování.16 
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Diagnostika genetických onemocnění. Chromozomální onemocnění tradičně detekujeme 

cytogenetickým vyšetřením karyotypu, velký rozmach zaznamenala fluorescenční in situ 

hybridizace (FISH) a komparativní genomová hybridizace (CGH).17 K detekci rozsáhlých 

mutací (delecí, inzercí, apod.) slouží obvykle Southern blotting nebo nově CGH a MLPA 

(Multiplex ligation-dependent probe amplifiction). Většina mutací, kolem 90 %,18 je svým 

rozsahem velmi malá a ovlivňuje pouze jeden gen. (Tab.2) K analýze těchto mutací se 

nejčastěji používají molekulárně genetické techniky, různé varianty PCR, sekvenování, 

RFLP, apod. 

 

Tab.2 Typ a počet mutací v databázi HMGD® k 29.květnu 2008 

 
Veřejně přístupné 
záznamy: 

Veškeré 
záznamy: 

Celkem mutací: 57294 79078 

Počet genů 2191 3000 

Počet cDNA sekvencí 2145 2876 

Typy mutací:   

Missense/nonsense 32847 44776 

Sestřihové 5393 7640 

Regulační 768 1227 

Malé delece 9392 12722 

Malé inzere 3756 5179 

Malé indel 841 1155 

Rozsáhlé delece 3240 4609 

Rozsáhlé inzerce 497 886 

Komplexní přestavby 414 667 

Opakující se variace 146 217 

 

Databáze zahrnuje mutace v jaderných genech, které jsou odpovědné za dědičná onemocnění. 
Neobsahuje somatické mutace a mutace v mitochondriálním genomu (databáze 
mitochondriálních mutací je uvedena na Mitomap http://www.mitomap.org/) 
Zdroj: The Human Gene Mutation Database (HGMD®) at the Institute of Medical Genetics in 
Cardiff http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php 

1.2 Identifikace odpovědných genů dědičně podmíněných onemocnění 

Identifikace odpovědného genu, u kterého vlivem mutací dochází k významné změně 

na molekulární úrovni a následně k projevu onemocnění, se stala jedním z hlavních cílů 

lékařské genetiky. K dnešnímu dni je známo přes 2300 onemocnění, u kterých je znám 
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odpovědný gen. (Tab.1) Nalezení mutací v odpovědném genu u těchto onemocnění se tak 

stává součástí diagnostiky. U celé řady onemocnění však odpovědný gen doposud znám není. 

K identifikaci takového genu se používá několik postupů a jejich kombinace. 

Funkční klonování. Funkční klonování je založeno na znalosti biochemické podstaty 

onemocnění, kdy je znám genový produkt (např. protein) a jeho funkce, která je detekovatelná 

(např. enzymová aktivita). Analýza genového produktu (např. sekvenováním proteinu) vede 

k určení genu a následně k jeho pozici v genomu. Takto byla odhalena velká část genů 

kódující enzymy. 

Sekvenování kandidátních genů. Výběr kandidátních genů, které mohou souviset 

s daným onemocněním, je dán znalostmi na klinické, biochemické, popř. molekulárně 

biologické podstatě onemocnění. Např. u poruch růstu budou přednostně analyzovány geny, 

jejichž produkty jsou s růstem funkčně spjaty nebo v případě poruchy transmembránového 

přenosu budou analyzovány nejprve geny, u kterých byly nalezeny typické transmembránové 

domény. Kandidátní geny mohou být dále vybrány na základě porovnání s geny modelových 

organismů, u kterých je v případě jejich dysfunkce znám fenotyp onemocnění.19 Funkce 

mnoha genových produktů v modelových organismech byla objasněna na základě náhodného 

nebo cíleného knock-outování genů.20 Pouze málo odpovědných genů může být 

identifikováno přímo výběrem a sekvenováním kandidátních genů, většinou jde o doplňkovou 

metodu k jiným postupům, jako je funkční nebo poziční klonování. 

Obnovení nebo ztráta funkce genového produktu. K obnovení funkce genového 

produktu se používá komplementační analýza. Zpravidla se jedná o postupnou in vitro 

transfekci klonů z cDNA knihoven do tkáňové kultury pacienta. Naopak při systematické 

RNA interferenci (RNAi), jsou pomocí malých interferujících RNA (siRNA- small interfering 

RNA) cíleně odbourávány mRNA a dochází tak ke sledované ztrátě funkce genového 

produktu. 
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Poziční klonování a vazebná analýza. 

Poziční klonování vychází přímo z analýzy primární struktury genomu, biologická 

podstata onemocnění nemusí být vůbec známa. Je založeno na určení fyzické vazby mutace 

v hledaném genu s dalšími polymorfními alelami na chromozómech postižených jedinců. 

Konfigurace polymorfních alel podél chromozómu se nazývá haplotyp. U jedince tedy 

existují dva haplotypy pro každou sadu autozómů. Variabilita haplotypů v populaci je 

způsobena mechanismem meiotické rekombinace. Princip pozičního klonování je založen 

na skutečnosti, že fyzicky blízké změny v genomu jsou děděny společně, jsou ve vazbě. To 

má za následek, že blízké okolí mutace, respektive genu, je stejné u všech rodinných 

příslušníků nesoucích stejnou mutaci. (Obr.4) K identifikaci odpovědného genu vede 

sledování segregace společně děděných oblastí s fenotypem onemocnění. Důležitým 

faktorem, který ovlivnil velký rozmach pozičního klonování, bylo genetické a později fyzické 

zmapování lidského genomu a detailní popis polymorfismů. Díky pozičnímu klonování 

mohly být na základě vlastností nalezeného genu (např. shodné motivy s jinými geny, 

transmembránové motivy, substrát vazebné motivy) zpětně popsány i samotné genové 

produkty a odhalena jejich funkce. 

 
 

Obr. 4 Dědičnost alel. Během mnoha generací dochází vlivem rekombinace k náhodnému 
rozlámání původního chromozomu. Alela A je děděna spolu s nejbližším okolím. 
Zdroj: International HapMap Project http://www.hapmap.org/, 
http://www.hapmap.org/images002F. 
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Strategie pozičního klonování u monogenních onemocnění. Strategií pozičního 

klonování je nejprve, shromáždit co nejvíce postižených rodin s co nejvíce členy a jasně 

vymezit sledovaný znak onemocnění. Obvykle je sledovaným znakem přímo klinický projev 

onemocnění, ale může jím být i kvantitativní znak, např. biochemická změna jako snížená 

enzymová aktivita, která se nemusí klinicky projevit. Následuje sestavení rodokmenu, popis 

přenosu sledovaného znaku: autozomálně dominantní, recesivní, s úplnou nebo neúplnou 

penetrancí a expresivitou apod. a genotypování pomocí genetických markerů. Genetickými 

markery jsou různé typy polymorfismů s jednoznačně definovanou pozicí na chromozómu: 

jednobázové změny (SNP), inzere, delece, opakující se sekvence (VNTR, STR). V současné 

době rozvoje čipových technik se, vzhledem k jejich ohromnému množství, využívá SNP 

markerů, jejich nevýhodou je, že jsou pouze bialelické. Naopak genotypování pomocí STR 

(short tandem repeats) má v tomto směru velkou výhodu. STR jsou krátké opakující se 

sekvence di-, tri- nebo tetranukleotidů, které jsou náhodně rozmístěny v genomu. (Obr.5) Jsou 

multialelické, vykazují tedy vysoký stupeň heterozygotie v populaci a existuje vysoká 

pravděpodobnost, že většina jedinců je heterozygotních, mají tak vysokou výpovědní 

hodnotu. Dalším krokem je sestavení haplotypu jednotlivých členů rodin na základě 

genotypování a dědičnosti. Následuje vazebná analýza, sledování segregace společně 

děděných oblastí na genomu. (Obr.6) Parametrem vazebné analýzy je LOD (logarithm of the 

odds) skóre. LOD skóre je dekadický logaritmus poměru relativních pravděpodobností, 

existence a neexistence vazby dvou alel u potomků. Jednoduše řečeno, LOD skóre udává, zda 

se dvě alely nacházejí ve vazbě a jsou děděny společně. Čím větší je LOD skóre, tím je větší 

pravděpodobnost, že jsou dvě alely ve vazbě, hranice od které předpokládáme vazbu mezi 

alelami je LOD skóre větší nebo rovno +3, naopak vazbu zcela vyloučíme, pokud je LOD 

skóre menší než -2. V oblastech s vysokým LOD skóre jsou na základě analýzy haplotypů 

určeny rekombinace u jednotlivých členů rodin. Snahou je takto postupně vymezit co 

nejmenší oblast na genomu, která segreguje s přenosem onemocnění v rodině. Výsledná 

kandidátní oblast je různě velká podle počtu informativních meióz v rodině, popř. rodinách 

a počtu genetických markerů. Přehled známých i predikovaných genů v kandidátní oblasti 

a jejich profily (tkáňové exprese, apod.) jsou uvedeny v internetových databázích (NCBI, 

Ensemble, UCSC, aj.). Predikce genů vychází z primární struktury DNA (charakteristické 

začátky transkripce - CpG ostrovy, TATA boxy, atd., charakteristické proteinové nebo RNA 

motivy, apod.), nebo porovnáním s genomy modelových organismů, vyhledáním 

konzervovaných oblastí, ORF’s, EST (expressed sequence tag - expresní štítky), apod. 

Kandidátní oblast je možné přímo analyzovat sekvenováním pomocí nových technik rychlého 
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sekvenování (Roche, Illumina) a vyhledat odchylky v oblasti. Případně lze nejprve vytipovat 

kandidátní geny, u kterých by defekt jejich předpokládané funkce produktu mohl odpovídat 

sledovanému onemocnění. 

 

 
 
Obr. 5 Short tandem repeats (STR). Několikanásobná opakování di- tri- nebo 
tetranukleotidů jsou náhodně rozmístěna v genomu. 
 

Asociační studie. Jiná forma statistické analýzy se využívá v asociačních studiích, kdy je 

sledována rozdílná relativní frekvence alel genetických markerů v populaci postižených 

a nepostižených jedinců.21 Tento typ studií se často uplatňuje k determinaci multifaktoriálních 

onemocnění.13 Studiím založeným na analýze haplotypů má napomoci i International 

HapMap Project,22 který si vzal za cíl sestavit mapu běžných haplotypů a popsat genetickou 

variabilitu u člověka. Ve studii je zahrnuto 270 osob ze 4 populací (Evropa, Čína, Japonsko, 

Nigérie). 
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Obr. 6  Genotypování a vazebná analýza pomocí STR markerů. 

A) Rodokmen s vyznačenou dědičností onemocnění a haplotyp jedinců, sestavený pomocí 
genotypování STR markerů. 

B) Haplotypy jedinců: matky pacienta - přenašečky II.1, pacienta - III.2 a sourozence 
pacienta - přenašeče III.3. Společně děděná oblast, která segreguje s onemocněním je 
vyznačena modře. Odpovědný gen D - červeně. 

Obr. podle Kmoch: Genomics in Medicine, přednáška. 
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Klíčovým bodem při identifikaci odpovědných genů je sestavení vypovídajícího souboru 

vstupních dat a vyhodnocení výsledků provedených analýz. Soubor postižených jedinců musí 

být jasně definován (klinicky, biochemicky) vzhledem ke kontrolní skupině. Především 

u multifaktoriálních onemocnění je důležitá správně postavená hypotéza vztahu sledovaných 

změn a výběru zkoumaných osob. Vyhodnocení velkého množství získaných výsledků se 

dnes neobejde bez složitých matematických modelů. Spolupráce s matematiky, statistiky 

a bioinformatiky je nezbytná. 

Potvrzení vazby mezi nalezeným genem a onemocněním je možné přímo identifikací 

mutací v genu u postižených jedinců, které se nevyskytují u zdravé populace; obnovením 

funkce genového produktu in vitro v tkáňových kulturách, transfekcí zdravé alely, klonované 

do expresního vektoru; nebo vytvořením zvířecího modelu s knock-outovaným ortologním 

genem. 

 

Determinace vztahu mezi onemocněním a jeho molekulární podstatou přináší řadu využití. 

Zpřesňuje klasifikaci onemocnění, mutace v různých nezávislých genech mohou vést ke 

stejnému klinickému fenotypu. Je možné určit funkci doposud neznámých genových produktů 

- proteinů, RNA, a tím lépe porozumět fungování lidského organismu. Přispívá k prognóze 

onemocnění, k jeho cílené léčbě23 nebo k jeho prevenci. V budoucnu bude pravděpodobně 

možné u každého jedince zjistit kritický soubor genetických variant a odhalit tak dispozici 

k některým multifaktoriálním onemocněním. Na druhou stranu vzrůstají obavy o zneužití 

těchto citlivých informací v mnoha oblastech života (zaměstnání, pojištění, apod.). 
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2 Téma dizertační práce a její členění do jednotlivých kapitol: 

 

Hlavním cílem dizertační práce „Molekulární analýza vybraných dědičně podmíněných 

onemocnění“ byla analýza, případně určení odpovědných genů u vybraných dědičně 

podmíněných onemocnění. Práce popisuje různé metodické postupy, které vedly k identifikaci 

a charakterizaci mutací u vybraných odpovědných genů.  

 

Studie je rozdělena do tří kapitol: 

 

• Klinická, biochemická a molekulárně biologická analýza vybraných dědičných 

poruch metabolismu organických kyselin se zabývá analýzou již známých genů 

u souboru pacientů a vyhodnocením vlivu nalezených mutací na stav a vývoj 

onemocnění.  

 

• Charakterizace syndromu spojeného s delecí několika genů na chromozómu X 

uvádí příklad jednoduché molekulárně genetické metody, která vede k odhalení 

rozsáhlých delecí. 

 

• Studium molekulární podstaty mukopolysacharidózy typu IIIC se věnuje 

metodám, které vedou k identifikaci odpovědného genu u monogenního onemocnění. 

A dále analýzou mutací tohoto genu u souboru pacientů.  
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3 Kapitola 1: Klinická, biochemická a molekulárně biologická 

analýza vybraných dědičných onemocnění metabolismu 

organických kyselin 

 

V Ústavu dědičných metabolických poruch v Praze je každý rok přijato kolem pěti až šesti 

tisíc dětí s podezřením na některou dědičnou poruchu metabolismu. Cílem dvou studií bylo 

v rámci diferenciální diagnostiky vypracovat systém biochemických, enzymologických 

a molekulárně biologických metod pro pacienty s defekty v metabolismu ketonových látek 

a pacienty s methylmalonovou acidémií. Výsledky projektů jsou využity k časné a komplexní 

diagnostice pacientů a mají důležitý význam při individuální prognóze a léčbě onemocnění. 

V postižených rodinách je nyní umožněno genetické poradenství, popř. prenatální 

diagnostika. 

 

3.1 Dědičné poruchy metabolismu ketonových látek 

3.1.1 Metabolismus ketonových látek 

Metabolismus ketonových látek, kterými jsou acetoacetát (AcAc), 3-hydroxybutyrát (3HB) 

a aceton, zahrnuje jejich vznik – ketogenezi a jejich následnou utilizaci – ketolýzu. 

Ketogeneze i ketolýza jsou mitochondriální procesy, které probíhají v odlišných tkáních. 

Ketogeneze probíhá v jaterních buňkách a účastní se jí enzymy acetoacetyl-CoA thioláza 

(T2), 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntáza (HMGS), a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

lyáza (HMGL). Výchozí látkou ketogeneze je acetyl-CoA, produkt β-oxidace mastných 

kyselin a ketogenních aminokyselin, především isoleucinu. Ke ketolýze dochází 

v extrahepatálních tkáních, především v mozku, ledvinách, srdci a kosterním svalstvu 

a zahrnuje enzymy sukcinyl-CoA: 3-ketoacid-CoA transferázu (SCOT) a acetoacetyl-CoA 

thiolázu (T2). Acetoacetyl-CoA thioláza je jediným enzymem účastnícím se ketogeneze 

i ketolýzy. 24 (Obr.7) 
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Obr. 7  Metabolismus ketonových látek. Ketogenese probíhá v játerních buňkách, ß-
oxidací mastných kyselin vzniká AcAc-CoA (acetoacetyl-CoA) a Ac-CoA (acetyl-CoA). T2 
(mitochondriální acetoacetyl-CoA thiolasa) katalyzuje interkonverzi mezi Ac-CoA a AcAc-
CoA. AcAc-CoA vstupuje do Lynenova cyklu, kde je přeměněn na AcAc (acetoacetát), 
pomocí enzymů mHS (mitochondriální 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntázy) a HL 
(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyázy). Ketolýza probíhá v extrahepatálních tkáních, AcAc 
je aktivován enzymem SCOT (sukcinyl-CoA:3-ketoacid CoA transferázy) na AcAc-CoA, 
který je přeměněn pomocí T2 na Ac-CoA, ten vstupuje do Krebsova cyklu. 
Reverzibilní reakce mezi AcAc a stabilním netěkavým 3HB (R-3-hydroxybutyrátem) je 
katalyzována 3HBD (3-hydroxybutyrát dehydrogenázou). 
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Ketonové látky jsou důležitou součástí energetického metabolismu organismu,25 v případě 

vyčerpání zásob buněčné glukózy, jako například při dlouhodobém hladovění, při stravě 

s vysokým obsahem tuků, při přechodu z prenatálního do kojeneckého stavu nebo při diabetu. 

Mozek využívá jako hlavní zdroj energie glukózu a její deriváty (laktát, glycerol), ale není 

schopen využívat mastné kyseliny.26 Během lačnění jsou proto až dvě třetiny energetického 

zásobení mozku pokryty utilizací ketonových látek. Dalšími důležitými orgány, které 

využívají ketonové látky k energetickému zásobení, jsou srdce, kosterní sval a ledviny.  

Koncentrace ketonových látek v organismu závisí na více faktorech, normálně jsou vyšší 

během lačnění, stejně tak jsou vyšší u malých dětí než u dospělých.25 Abnormálně vysoké 

hodnoty v krvi a moči se nazývají ketózou, naopak nízké hodnoty během hypoglykémie se 

nazývají hypoketotickou hypoglykémií. Ketóza může být způsobena fyziologicky 

(hladověním, dlouhodobou fyzicky namáhavou prací nebo cvičením, ketogenní dietou) nebo 

může být důsledkem hormonálních poruch (diabetes, deficit glukokortikoidů, deficit 

růstového hormonu), infekcí, intoxikací organismu (především alkoholem), ketotickou 

hypoglykémií a dědičnými poruchami metabolismu. Hypoketotická hypoglykémie může být 

způsobena hyperinsulinismem nebo dědičnými poruchami metabolismu (oxidace mastných 

kyselin a ketogeneze).25 U pacientů s poruchou metabolismu ketonových látek dochází 

k atakám Rey–like syndromu s hypoketotickou nebo hyperketotickou hypoglykémií nebo 

permanentní ketonurií, k atakám ketoacidózy s acetonemickým zvracením, důsledkem může 

být stav bezvědomí, orgánové selhání a náhlá smrt. Ataky následují zpravidla 

po dlouhodobém lačnění nebo zvýšeném přísunu bílkovin. Mezi atakami bývají pacienti často 

asymptomatičtí. 

 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyáza (HL) (deficit HL: OMIM +246450) 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyáza (HL) (EC 4.1.3.4) katalyzuje poslední krok 

ketogeneze a leucinového metabolismu, štěpení 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-

CoA) na acetyl-CoA a acetoacetát. U člověka existuje HL ve dvou isoformách: 

mitochondriální (mHL) a peroxizomální. Prekursor lidské mHL (325 AK zbytků) je štěpen 

na 31.5-kDa monomer (298 AK zbytků).  Maturovaná mHL je homodimer, který ke své 

aktivitě vyžaduje přítomnost divalentního kationtu Mg2+ nebo Mn2+.27 Enzym je vysoce 

evolučně konzervovaný. Nedávno byla publikována jeho krystalová struktura a popsána 

aktivní místa a funkční regiony.28, 29 Aktivní místo tvoří aminokyselinové zbytky R41, E72, 

H233 a C266, k vazbě kationtu jsou nezbytné aminokyselinové zbytky D42 a H235. C-konec 
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enzymu tvoří tripeptid (Cys-Lys-Leu), což je hlavní motiv pro směrování bílkovin 

do peroxizomu. Peroxizomální izoforma lidské HL se vyskytuje asi v 6% v játrech a kolem 

16-20% ve fibroblastech, lymfoblastech a buňkách HepG2.30, 31 Její funkce není dosud známá. 

Gen HMGCL se nachází na chromozómu 1p35.1-36.1, obsahuje devět exonů a zaujímá 

oblast větší než 24 kb. Transkript je dlouhý ~1.7 kb a nachází se ve všech dosud studovaných 

tkáních.27 K dnešku bylo publikováno 28 mutací u 93 pacientů.32 

Pacienti a léčba: Deficit HL je vzácné autozomálně recesivní onemocnění neonatálního 

nebo dětského věku, které se projevuje těžkými hypoketotickými hypoglykémiemi 

a metabolickou acidózou, hyperamonémií, zvracením a hypotonií, kolem 20 % případů je 

fatálních.33 Organické kyseliny v moči ukazují vysoké hodnoty kyselin 3-hydroxy-3-

methylglutarové, 3-hydroxy-isovalerové, 3-methylglutakonové a 3-methylglutarové. Během 

akutních episod je nitrožilně podávaná glukóza, aby se zabránilo poškození mozku a dalších 

orgánů, které by mohlo vést k mentální retardaci, nebo smrti. Dlouhodobá léčba je založena 

na dietě s nízkým obsahem bílkovin a tuků, suplementaci karnitinem a zabránění hladovění. 

Během dospívání onemocnění ustupuje, a pokud bylo správně léčeno, v dospělosti příznaky 

úplně vymizí. 

 

Mitochondriální acetoacetyl-CoA thioláza (T2) (deficit T2: OMIM *607809) 

V savčích tkáních, včetně lidské, bylo nalezeno pět různých 3-oxothioláz: mitochondriální 

3-ketoacyl-CoA thioláza (T1), mitochondriální acetoacetyl-CoA thioláza (T2), peroxizomální 

3-ketoacyl-CoA thioláza (PT), cytosolová acetoacetyl-CoA thioláza (CT) a mitochondriální 

trifunkční protein. Thiolázy sdílejí 34-45% aminokyselinovou sekvenční podobnost a liší se 

v katalytických a imunochemických vlastnostech.24 

Mitochondriální acetoacetyl-CoA thioláza (T2) (EC 2.3.1.9) je klíčovým enzymem 

metabolismu ketonových látek a isoleucinovém metabolismu. T2 je jediným enzymem 

nacházejícím se jak v ketolýze tak v ketogenezi, katalyzuje reverzibilní reakce: 

AcAc-CoA + CoA ↔ 2Ac-CoA 

2MeAcAc-AoA + CoA ↔ Ac-CoA + propionyl-CoA. 

Existence jaterního isoenzymu T2 byla předpovězena Middletonem a Huthem, 24, 34 později 

byla nalezena CoA- modifikovaná izoforma A, která se vyskytuje pouze v játrech, na rozdíl 

od nemodifikované izoformy B, která se nachází ve všech tkáních.35 Obě izoformy jsou 

produktem jednoho genu a jsou aktivovány pouze v přítomnosti K+ iontů. 
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Maturovaný homotetramer lidské T2 vzniká v mitochondriích štěpením prekurzoru na 

41 kDa podjednotky (394 AK zbytků).  Nedávno byla publikována krystalová struktura lidské 

mitochondriální T2.36 Aktivní místo tvoří konzervované aminokyselinové zbytky C126, 

N353, H385, a C413. Na každé podjednotce jsou přítomna vazebná místa pro chloridové 

ionty a ionty kalcia.  

Gen ACAT1 se nachází na chromozómu 11q22.3-q23.1, skládá se z 12 exonů a je velký 

přes 27 kb. Transkript dlouhý ~1.7 kb 37 byl detekován ve všech dosud studovaných tkáních.38 

K dnešnímu dni je publikováno kolem 30 mutací v genu ACAT1. 

Cytosolová acetoacetyl-CoA thioláza (CT) katalyzuje stejnou reakci jako mitochondriální 

T2 a sdílí stejné EC číslo, ale je kódována rozdílným genem ACAT2, který se nachází 

na chromozómu 6.39 CT je prvním enzymem v syntéze cholesterolu a její aktivita není závislá 

na přítomnosti iontů kalcia. 

Pacienti a léčba: Deficit 3-ketothiolázy (3KTD; T2 deficience) je autozomálně recesivní 

onemocnění isoleucinového katabolismu a metabolismu ketonových látek. K nástupu 

onemocnění dochází zpravidla v novorozeneckém věku a projevuje se intermitentními 

epizodami těžkých ketoacidóz spojenými se zvracením, průjmem a bezvědomím, které mohou 

vést až k úmrtí pacienta. Hladina glukózy během těžkých acidóz je často v normě. Profil 

organických kyselin vykazuje zvýšené vylučování tiglylglycinu, 2-methyl-3-hydroxybutyrátu, 

a 2-methylacetoacetátu. Pacienti s mírnější formou onemocnění mohou vylučovat tyto 

metabolity jen během akutní ataky onemocnění. Léčba je založena na nízkobílkovinné dietě 

s nízkým obsahem tuků, suplementaci karnitinem a zabránění dlouhodobému hladovění. 

Během akutních episod je podávána glukóza. Prognóza je závislá na včasné léčbě a zamezení 

vzniku masivních ketoacidotických episod. 

3.1.2 Studie hyperketotických a hypoketotických stavů 

V rámci studie hyperketotických stavů byl vybrán soubor 39 dětí, u kterých bylo podezření 

na některou z poruch ketolýzy, a u kterých dosud žádná dostupná biochemická 

a enzymologická vyšetření neprokázala etiologii onemocnění. U pacientů byl zaveden 

diferenciálně diagnostický systém vyšetření. Dalším cílem projektu byla charakterizace 

onemocnění u pacientů s poruchou ketogeneze. Pro stanovení koncentrace metabolitů 

v tělních tekutinách byly použity techniky plynové chromatografie s hmotnostně 

spektrometrickou detekcí (GC/MS), tandemové hmotnostní spektrometrie (MS/MS), 

spektrofotometrie a vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC). Neradioaktivní 

spektrofotometrické a/nebo HPLC metody byly zavedeny ke stanovení enzymových aktivit 
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u všech enzymů metabolismu ketonových látek (SCOT, T2, HMGS a HMGL) a u jednoho 

enzymu β-oxidace (short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenázy - HADH, dříve SCHAD), 

při jehož deficitu lze očekávat podobný klinický obraz a laboratorní nálezy na úrovni 

metabolitů. V souboru 39 pacientů s hyperketotickými stavy byla pouze v jednom případě 

prokázána porucha ketolýzy (deficit mitochondriální acetoacetyl-CoA thiolázy). U ostatních 

pacientů bylo prokázáno jiné onemocnění nebo vysloveno podezření na něj (poruchy 

β-oxidace mastných kyselin, endokrinologické onemocnění, suspektní porucha 

glukoneogeneze). U třech pacientů s poruchou ketogeneze byl prokázán deficit 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA lyázy. Na základě enzymologických výsledků bylo zavedeno 

molekulárně genetické vyšetření u pacienta s deficitem T2 a u pacientů s deficitem HL. 

Vyšetření umožnilo genetické poradenství v rodinách, a u jedné z rodin s deficitem HL 

provedena prenatální diagnostika. Výsledky studie byly publikovány ve dvou článcích 

v odborném zahraničním časopise Journal of Inherited Metabolic Disease. 

 

3.1.3 Komentář a diskuse k přiložené publikaci  #1 

Pospisilova E, Mrazova L, Hrda J, Martincova O, Zeman J. (2003) Biochemical and 
molecular analyses in three patients with 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria. J Inherit 

Metab Dis 26, 433-41. 

V roce 2003 (Pospíšilová a kol.) byly publikovány výsledky biochemické a molekulární 

analýzy u třech českých pacientů s deficitem 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyázy (HMG 

acidúrie). Jako odezvu na tuto publikaci, jsme byli požádáni o provedení molekulární analýzy 

dvou rakouských pacientů a jednoho německého pacienta. Souhrn výsledků molekulární 

analýzy u všech pacientů vyšetřovaných v naší laboratoři jsou uvedeny v Tab. 3. Detailní 

klinický popis českých pacientů a biochemické hodnoty laboratorního vyšetření metabolitů 

jsou uvedeny v přiložené publikaci #1. Pro měření enzymových aktivit byly na našem 

pracovišti zavedeny dvě neradioaktivní metody: spektrofotometrická40 a HPLC41. Obě metody 

pro měření aktivity 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyázy jsou srovnatelné v lymfocytech 

a fibroblastech a pomocí obou metod je možné diagnostikovat homozygotní pacienty 

i heterozygotní přenašeče onemocnění. U pacientů byla enzymová aktivita nižší než 1 % 

oproti zdravým kontrolám, u přenašečů byly hodnoty v lymfocytech mezi 37-69 % 

u spektrofotometrické metody a mezi 36 – 48 % u HPLC metody ve srovnání se zdravými 

kontrolami. 
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U všech pacientů byly nalezeny mutace v genu HMGCL, nedávno publikovaná krystalová 

struktura a 3D model známých mutací potvrdily jejich patogenní charakter.29 Dvě missense 

mutace p.R41Q a p.H233R a jedna delece p.R10fs byly nalezeny u tří českých pacientů. 

U rakouských pacientů byla nalezena jedna missense mutace p.D42E a jedna delece p.F305fs. 

U německého pacienta byla na genomové DNA nalezena pouze jedna nová heterozygotní 

mutace. Substituce c.252G>A nemění aminokyselinový zbytek p.Q84Q, ale ovlivňuje 

donorové sestřihové místo exonu 3 (AG/gt). Druhá mutace nebyla sekvenováním exonových 

a přilehlých intronvých oblastí nalezena. Přímé sekvenování PCR produktu kódující DNA 

(cDNA) zahrnujícího exony 1-5 ukázalo zdvojenou sekvenci v oblasti exonu 2 a 3. Na jedné 

alele byla patrná delece exonu 2, na druhé alele delece exonu 3. Následné sekvenování 

klonovaných PCR produktů potvrdilo tři typy sestřihu mRNA u tohoto pacienta: deleci exonu 

2, deleci exonu 3, deleci exonu 2 plus exonu 3. Klony, u kterých byla sledována delece exonu 

2, nenesly mutaci c.252G>A v exonu 3. Výsledky ukazují na pravděpodobnou existenci dvou 

sestřihových mutací. Jedna mutace c.252G>A (p.Q84Q) vede k vynechání exonu 3 a možná 

i částečně k vynechání exonů 2 plus 3 při sestřihu do mRNA. Druhá mutace, která nebyla 

nalezena v žádném z exonů ani v jejich okolí, se pravděpodobně nachází v intronu 2, popř. 

intronech 1 nebo 3. Tato mutace patrně vede k tvorbě dvou molekul mRNA, u nichž je 

vynechán exon 2, respektive exony 2 plus 3. Pie a kol. a Puisac a kol. publikovali výsledky 

vyšetření pacientů s mutací E37X, u kterých docházelo ke stejně chybnému sestřihu mRNA, 

vynechání exonu 2 a vynechání exonů 2 plus 3.32, 42 Mutace p.E37X je častá středomořská 

mutace, avšak u námi vyšetřeného německého pacienta nebyla detekována. Tento rozpor by 

mohl být objasněn nalezením námi predikované intronové mutace a ověřením, zda se nachází 

i u pacientů s mutací p.E37X, která je v současnosti považována za příčinu chybného sestřihu.  

Mutace p.R41Q (c. 122G>A) v exonu 2 je nejčastější mutací genu HMGCL. Objevuje se 

asi u 43 % všech studovaných alel. Nejčastějšími nosiči jsou Saudští Arabové (94 % alel), 

jeden homozygot je turecké a jeden heterozygot italské národnosti, jeden český pacient je 

homozygot.43, 44 Výskyt mutace v rozdílných kulturách vede k domněnce, že ke vzniku 

mutace došlo nezávisle u více jedinců. Arg 41 je evolučně konzervovaným 

aminokyselinovým zbytkem a nachází se v aktivním místě HL.29 Tuinstra předpokládá jeho 

roli v deprotonizaci nebo enolizaci acetyldithio-CoA při štepení substrátu. Reakčním místem 

je pozitivně nabitý postranní řetězec argininu, který při záměně za glutamin chybí.45 

Mutace p.D42E (c. 126G>T) v exonu 2 byla detekována pouze u dvou rakouských 

pacientů, jeden z nich byl vyšetřen v naší nlaboratoři.44 Na 42. aminokyselinové pozici byly 

nalezeny další dvě missense mutace p.D42H a p.D42G. Karboxylová skupina Asp 42 se 
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pravděpodobně účastní vazby s Mg2+ ionty.29 Přestože je karboxylová skupina u mutantu 

Glu 42 i nadále přítomna, expresní analýza zde ukázala podstatné snížení aktivity enzymu 

HL.44 

Mutace p.H233R (c. 698A>G) v exonu 7 byla nalezena u dvou českých pacientů (jednoho 

homozygota a jednoho heterozygota) a u jednoho heterozygotního francouzského pacienta.46 

His 233 se nachází v aktivním centru HL, záměnou histidinu za arginin pravděpodobně 

dochází ke strukturním změnám tohoto místa. Dříve byl His 233 pokládán za samotné aktivní 

místo enzymu,47 pozdější práce Fu a kol. předpokládá spíše jeho roli ve vazbě s metalovými 

ionty.29 

Mutace p.R10fsX24 (c. 27delG; původně pojmenovaná p.P9fs(-1)) je nově nalezenou 

mutací. Delece nukleotidu G v prvním exonu, v místě vedoucí mitochondriální sekvence 

polypeptidu, vede k posunu čtecího rámce (ORF) a předčasnému stop kodonu 

na 33 aminokyselinové pozici. Přestože mutace ovlivňuje ORF, vznikající mRNA není 

výrazně degradována. Vzhledem k charakteru mutace - posunu čtecího rámce - 

předpokládáme, že se jedná o mutaci patogenní. 

Mutace p.F305fsX10  (c. 913_915delTT ) byla nalezena v homozygotním stavu u tří 

pacientů ze Saudské Arábie a jednoho homozygotního pacienta z Rakouska.43, 44 Delece dvou 

nukleotidů TT v  exonu 9 vede k posunu čtecího rámce a předčasnému stop kodonu na 

314. aminokyselinové pozici. Vzhledem k tomu, že molekulární analýza byla provedena 

pouze na úrovni genomové DNA, není jisté, zdali dochází k degradaci mRNA (NMD-non 

mediated decay). Mutace postihuje region α11- a α12-helixu, kde se nachází aminokyselinový 

zbytek Cys 323, nezbytný pro dimerizaci enzymu29 a AK zbytky N311 a L313, které jsou 

nutné pro aktivitu HL.48 

 

Korelace genotypu a fenotypu u pacientů s deficitem HL je složitá, protože vývoj 

onemocnění závisí na časné diagnóze a předcházení metabolickému stresu. Například podle 

publikovaných dat některých saudskoarabských pacientů s nejčastější mutací p.R41Q byl 

nástup onemocnění zaznamenán ve třech dnech až v osmi měsících života.43 U českého 

pacienta došlo k první atace onemocnění až v osmnácti měsících života. 
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Tab.3 Mutace v genu HMGCL u pacientů s deficitem HL 

pacient č. původ alela 1 
předpokládaná 

změna alela 2 
předpokládaná 

změna 

1 Česká Rep. c.698A>G p.H233R c.698A>G p.H233R 

2 Česká Rep. c.698A>G p.H233R c.27delG p.R10GfsX24  
#
 

3 Česká Rep. c.122G>A p.R41Q c.122G>A p.R41Q 

4 Rakousko c.126G>T p.D42E c.126G>T p.D42E 

5 Rakousko c.913_915delTT p.F305YfsX10  
##

 c.913_915delTT p.F305YfsX10  
##

 

6 Německo 
c.252G>A;  

r.145_252del
$
 p.N49_Q84del 

r.61_144del; 
 r.61_252del

$$
 

p.V21_K48del; 
p.V21_Q48del 

$ exonová mutace c.252G>A nemění AK zbytek p.Q84Q, ale vede k vynechání exonu 3 r.145_252del 
(p.N49_Q84del) 
$$ nedetekovaná, pravděpodobně intronová mutace vede k vynechání exonu 2 r.61_144del (p.V21_K48del) 
a pravděpodobně i k vynechání exonu exon 2 plus 3 (p.V21_Q48del) 
# mutace p.R10GfsX24 a ## p.F305YfsX10, byly původně pojmenovány p.P9fs(-1), respektive p.F305fs(-2) 

 

3.1.4 Komentář a diskuse k přiložené publikaci  #2 

Mrazova L, Fukao T, Halova K, Gregova E, Kohut V, Pribyl D, Chrastina P, Kondo N, 
Pospisilova E (2005) Two novel mutations in mitochondrial acetoacetyl-CoA thiolase 
deficiency. J Inherit Metab Dis 28, 235-6. 

V roce 2005 (Mrázová a kol.) byl publikován první případ pacienta z bývalého 

Československa s deficitem mitochondriální acetoacetyl-CoA thiolázy (T2). Pacient byl 

zachycen díky nově vytvořenému diferenciálně diagnostickému systému u pacientů 

s hyperketózou. Pacient byl hospitalizován ve 21 měsících života v bezvědomí, kterému 

předcházelo nechutenství, zvracení, poruchy vědomí s namáhavým dýcháním. Výsledky 

biochemických testů a profilu organických kyselin jsou shrnuty v přiložené publikaci #2. 

Enzymová aktivita v kultivovaných fibroblastech byla měřena spektrofotometrickou metodou 

zavedenou na našem pracovišti a potvrdila nulovou aktivitu tohoto enzymu u pacienta. 

Měření enzymové aktivity v lymfocytech nebylo průkazné. 

Následná molekulární analýza prokázala složenou heterozygotii dvou nových mutací 

p.M193T a p.I347T. Expresní analýza těchto nových mutací potvrdila jejich patogenní vliv 

[Fukao, 2005].  

Mutace p.M193T (c. 578T>C) v exonu 6: Met 193 je evolučně vysoce konzervovaný 

aminokyselinový zbytek u obou thioláz, T2 i CT. Met 193 mění konformaci v CoA 

modifikované izoformě T2 vzhledem k izoformě nemodifikované. Mutace v tomto místě 
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pravděpodobně ovlivňuje vazbu CoA, důležitého u specifické jaterní T2.36 Přestože se 

exonová mutace c.578T>C nachází v sestřihovém místě exonu 6 (TG/gt), správný sestřih 

mRNA pravděpodobně neovlivňuje.  

Mutace p.I347T (c. 1040T>C) v exonu 11: Ile 347 je vysoce konzervovaný 

aminokyselinový zbytek v T2, nachází se v ß-listu v katalytickém místě T2.36 

Enzymová a molekulární analýza potvrdila podezření na deficit T2. Byla zahájena dieta 

s omezením bílkovin a tuků ve stravě a antihypoglykemickým režimem. Chlapec je nyní 

ve věku 7 let v dobrém klinickém stavu a jeho psychomotorický vývoj je normální. 

 

V souboru pacientů s hyperketotickými stavy byl pouze v jednom případě potvrzen deficit 

enzymu ketolýzy. Důvodem může být vzácný výskyt těchto poruch v populaci. Dalším 

důvodem může být tkáňová specifita sledovaných enzymů a existence tkáňových izoforem, 

jejichž deficit nemusí být detekován v periferních buňkách. Ve většině případů, z důvodů 

snahy o co nejmenší zatížení pacienta, byla aktivita enzymů stanovena pouze v lymfocytech. 

Tato studie ukázala, že stanovení aktivit enzymů ketolýzy v lymfocytech nemusí být 

průkazné, v případech vysokého podezření na některou z poruch je nutné vyšetření kožních 

fibroblastů. 



27 

 

3.2 Methylmalonová acidémie 

Methylmalonová acidémie (MMA) je dědičné autozomálně recesivní onemocnění 

způsobené poklesem enzymové aktivity methylmalonyl-CoA mutázy (MCM, EC 5.4.99.2). 

MCM katalyzuje reverzibilní reakci, izomerizaci L-methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA, 

v metabolické cestě odbourávání propionyl-CoA na sukcinyl-CoA, intermediát Krebsova 

cyklu. MCM se účastní katabolismu aminokyselin valinu, isoleucinu, methioninu a threoninu, 

taktéž cholesterolu a katabolismu mastných kyselin s lichým počtem uhlíků. MCM je jedním 

ze dvou enzymů, jehož kofaktorem je derivát kobalaminu (vitaminu B12), v tomto případě 

adenosylkobalamin (AdoCbl). Druhým enzymem je methionin syntáza a kofaktorem 

methylkobalamin (MeCbl). 49 

Biochemické studie v tkáních pacientů s MMA in vitro odhalily bloky v syntéze těchto 

kofaktorů. Provedené komplementační studie rozdělily tkáně pacientů do osmi skupin (cblA - 

cblH). Bloky odpovídající komplementačním skupinám cblC, cblD a cblF se nacházejí na 

počátku přeměny kobalaminu a ovlivňují syntézu obou kofaktorů. U pacientů dochází 

ke zvýšenému vylučování homocysteinu i methylmalonátu. Komplementační skupiny cblE 

a cblG jsou specifické pro cytosolovou cestu syntézy MeCbl, u pacientů je zvýšené 

vylučování pouze homocysteinu. Tři komplementační skupiny cblA, cblB a cblH odpovídají 

mitochondriální cestě syntézy AdoCbl, pacienti v tomto případě vylučují zvýšené množství 

methylmalonátu, koncentrace homocysteinu jsou normální.49 Onemocnění způsobená 

funkčním defektem apoenzymu (formy mut) nebo defekty v syntéze adenosylkobalaminu 

(formy cblA, cblB and cblH) se nazývají izolovanou methylmalonovou acidémií. Do dnešního 

dne byl publikován pouze jeden případ odpovídající komplementační skupině cblH, nejsou 

známy žádné podrobnosti tohoto defektu.50, 51 

Zvýšené vylučování methylmalonátu může být způsobeno i defektem DL-methylmalonyl-

CoA racemázy (MCEE), který se projevuje mírnou nebo středně závažnou formou izolované 

MMA. Bobik a kol. identifikoval gen pro lidskou DL-methylmalonyl-CoA racemázu. Gen 

MCEE se nachází na chromozómu 2 a je překládán do 176 aminokyselin dlouhého proteinu.52 

U žádného pacienta v této studii nebyl prokázán defekt MCEE, ani není znám žádný případ 

v České republice s podezřením na toto onemocnění. Vzhledem k mírné formě onemocnění je 

možné, že je diagnóza u těchto pacientů podhodnocena a zvýšené vylučování methylmalonátu 

je zdůvodněno nedostatkem vitaminu B12. (Obr. 8) 
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Obr.8  Metabolismus propionátu, methylmalonátu a kobalaminu.  
Metabolismus propionátu a methylmalonátu. Propionyl-CoA je produktem katabolismu 
některých aminokyselin, cholesterolu a mastných kyselin s lichým počtem uhlíků. PCC 
(propionyl-CoA karboxyláza) katalyzuje karboxylaci propionyl-CoA na D-methylmalonyl-
CoA. PCC ke své aktivitě vyžaduje ATP, Mg++ ionty a kofaktor biotin. MCEE (DL-
methylmalonyl-CoA racemáza) přeměňuje D-methylmalonyl-CoA na L-methylmalonyl-CoA. 
Reverzibilní reakci mezi L-methylmalonyl-CoA a sukcinyl-CoA katalyzuje MCM 
(methylmalonyl-CoA mutáza), která vyžaduje AdoCbl (adenosylkobalamin) jako kofaktor. 
Sukcinyl-CoA vstupuje do Krebsova cyklu. 
Metabolismus kobalaminu. Kobalamin vstupuje do buňky v komplexu transkobalaminu II 
(TCII-OHCbl), který opouští v lysozómu. Poté je řadou reakcí přeměněn na MeCbl 
(methylkobalamin) v cytosolu nebo vstupuje do mitochondrie, kde je redukován a 
adenosylován na AdoCbl. MeCbl je kofaktorem methionin syntázy (MTR), AdoCbl je 
kofaktorem MCM. Poruchy v syntéze MeCbl a AdoCbl jsou rozděleny do osmi 
komplementačních skupin cblA - cblH (kurzívou, modře). Odpovědné geny a jejich 
(predikované) produkty (velkými písmeny) jsou známy u komplementačních skupin: cblA ~ 
MMAA, cblB ~ ATR (ATP : kobalamin(I) adenosyltransferáza), cblC ~ MMACHC, cblD ~ 
MMADHC, cblE ~ MTRR (methionin syntáza reduktáza) a cblG ~ MTR. 

3.2.1 Formy izolované MMA: 

mut forma MMA (deficit MUT: OMIM #251000) 

Methylmalonyl-CoA mutáza je mitochondriální enzym kódovaný v jaderné DNA. Jeho 

struktura je vysoce konzervovaná od bakteriální po lidskou. Model lidské MCM byl vytvořen 

podle krystalové struktury α -podjednotky MCM z Propionibacterium shermanii, se kterou 
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sdílí 65 % sekvenční podobu.53, 54 Lidská MCM je homodimer se dvěma identickými 

podjednotkami (α2) o velikosti 78.5 kDa.54 Každá z podjednotek váže jeden 

adenosylkobalamin jako kofator.55 N-koncový segment (AK zbytky 33-87) se účastní 

dimerizace enzymu, následuje doména vázající substrát - N-koncový (βα)8 barel (TIM-barel, 

AK zbytky 88-422). C-koncová (βα)5 doména vázající kofaktor (AK zbytky 578-750) je s N-

koncovou částí spojena úsekem dlouhým 155 aminokyselin (AK zbytky 423-577). 

Gen MUT pro lidskou MCM se nachází na chromozómu 6 (6p12-21.1), skládá se ze třinácti 

exonů a má velikost přes 35 kb. Transkript dlouhý  ~2.7 kb je překládán do propeptidu o 750 

aminokyselin, včetně 32 aminokyselinové vedoucí mitochondriální sekvence.56, 57 

V kultivovaných fibroblastech byly rozlišeny dva biochemické fenotypy: mut
0, u kterého je 

enzymová aktivita vždy nulová, a mut
-, u které je enzymová aktivita částečně zachovaná 

anebo k jejímu zvýšení dojde po přidání hydroxykobalaminu.58 Nicméně u některých mut
- 

tkání s nízkou enzymovou aktivitou po přidání kobalaminu k zvýšení aktivity téměř 

nedošlo.59 

Většina mutací se nachází ve dvou hlavních funkčních doménách, v N-koncové doméně 

vázající substrát nebo C-koncové doméně vázající kofaktor. Mutace spjaté s mut
- fenotypem 

se často vyskytují v doméně vázající adenosylkobalamin.60 

Existuje pouze málo mutací, které se vyskytují u pacientů rekurentně: mutace N219Y 

u pacientů z kavkazské populace a mutace E117X u pacientů z japonské populace.61-63 

 

cblA forma MMA (deficit MMAA: OMIM #251100) 

Na základě mikrobiálního modelového systému identifikovala Dobson a kol. lidský gen 

MMAA, a potvrdila, že mutace v tomto genu jsou zodpovědné za cblA formu MMA,64 přesto 

funkce predikovaného proteinu MMAA zůstala neznámá. Studie Korotkové a kol. se zabývala 

metalochaperonem MeaB z Methylobacterium extorquensm, který je  členem GTPázové 

podrodiny a je z 67 % sekvenčně podobný k MMAA. Jeho funkcí je pravděpodobně chránit 

bakteriální MCM před nezvratnou inaktivací, pomocí stabilizace dimeru a/nebo chránit 

navázaný kofaktor před ataky kyslíku, vody nebo vysoce reaktivními volnými radikály.65 

Nedávno byla publikována krystalová struktura MeaB 66 a byl podpořen předpoklad pomocné 

role MeaB i MMAA proteinu pro správnou funkci MCM.66, 67 

Gen MMAA je lokalizován na chromozómu 4q31.1-2, skládá se ze 7 exonů a je velký 

přibližně 17 kb. Transkript ~1.2 kb je překládán do predikovaného 418 aminokyselin velkého 

polypeptidu. MMAA protein obsahuje vedoucí mitochondriální aminokyselinovou sekvenci 

se signálním místem štěpení. Northern blot ukázal zvýšenou expresi v kosterním svalu 
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a játrech.64 Do dnešního dne bylo publikováno přes 30 mutací v genu MMAA, většina z nich 

se nachází v prvních čtyřech exonech. Kolem 30 % z toho tvoří malé delece a inzere, většinou 

duplikace (61 %).68 

 

cblB forma MMA (deficit MMAB: OMIM #251110) 

ATP:cob(I)alamin adenosyltransferáza (ATR) katalyzuje přenos skupiny adenosylu z ATP 

na kobalamin(I) za vzniku adenosylkobalaminu (AdoCbl).69 Lidský gen MMAB pro ATR byl 

nezávisle objeven Dobsnovou a Lealem.70, 71 Obě studie byly postaveny na mikrobiálním 

modelovém systému. Lidská ATR patří do PduO rodiny kobalaminových adenosyltransferáz. 

Saridakis a kol. popsala krystalovou strukturu ATR homologu z archebakterie Thermoplasma 

acidophilum (32 % sekvenčně podobný k lidské ATR).72 Na tomto homologu demonstrovala, 

že mutace v MMAB nalezené u pacientů s cblB formou MMA vedou ke ztrátě aktivity ATR 

in vitro. Nedávno zveřejněná krystalová struktura lidské ATR ukázala, že enzym je složen ze 

tří identických podjednotek.73 

Gen MMAB je lokalizován na chromozómu 12q24 a má 9 exonů. 750 bp dlouhý otevřený 

čtecí rámec je překládán do 250 aminokyselin velkého propeptidu, ktrý je směrován 24 

aminokyselinovou vedoucí sekvencí do mitochondrie.71 Zde je štěpen a tvoří 27.3 kDa velký 

protein. Northern blot ukázal zvýšenou expresi v kosterním svalu a játrech, stejně jako 

u MMAA.70 Kolem 20 mutací bylo nalezeno v genu MMAB. Většina známých mutací v genu 

MMAB je lokalizována v exonu 7, který odpovídá aktivnímu centru v ATR.74 

 

Pacienti a léčba: Přesná incidence MMA není známa, uvádí se kolem 1:150 000 v západních 

zemích.75 

K manifestaci onemocnění dochází obvykle brzy po porodu nebo v raném dětství. Pro 

pacienty s neonatální formou jsou typickým příznakem záchvaty zvracení, apatie, 

nechutenství, rychlý váhový úbytek, dehydratace a svalová hypotonie, které mohou 

progradovat do acidotických krizí s dýchacími obtížemi a bezvědomím. Bez správné léčby 

během několika dnů dochází k úmrtí pacienta nebo k permanentnímu poškození mozku. 

Pozdní formy onemocnění se projevují od chronických symptomů, jako jsou neprospívání, 

anorexie, opakované zvracení a poruchy chování, po život ohrožující ataky metabolických 

dekompenzací s vážným orgánovým selháním. 

Během akutních episod metabolické dekompenzace dochází k masivní sekreci metabolitů 

(amoniaku, kyselin methylmalonové, 2-methylcitronové a 3-hydroxypropionové a dalších 
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derivátů propionyl-CoA) a otravě organismu. Hyperamonémie je důsledkem deficitu 

acetyl-CoA v mitochondriích a současně důsledkem sekundární inhibice enzymů 

močovinového cyklu, z důvodu akumulace abnormálních esterů acyl-CoA a organických 

kyselin.76, 77 Homocystinúria není přítomna. Následkem metabolických krizí dochází 

k poškození mozku, a tím k mentální retardaci, epilepsii a motorické dysfunkci, a k dalším 

orgánovým selháním vedoucím k renální tubulární dysfunkci, kardiomyopatii nebo 

pankreatitidě. 

Při léčbě je zapotřebí během atak odstranit energetický schodek podáváním glukózy 

a detoxikovat a rehydratovat organismus, současně začít alkalickou léčbu,s podáváním 

karnitinu a vitaminu B12. Jestliže nedojde ke zlepšení, je nutné odstranit toxické látky 

z organismu hemodiafiltrací nebo hemodialýzou.78 

Dlouhodobá léčba je založena na nízkobílkovinné vysokoenergetické dietě, suplementaci 

karnitinem a metronidazolem, který potlačuje růst střevních bakterií produkujících kyselinu 

propionovou. Vitamin B12 je podáván pacientům, kteří odpovídají na jeho léčbu. Obvykle 

pouze minimum případů pacientů s mut
0 a mut

- fenotypem odpovídá na léčbu vitaminem B12, 

oproti tomu u více než 90 % pacientů s cblA formou a kolem 40 % pacientů s cblB formou 

nastává zlepšení při podávání vitaminu B12.
79, 80 

Předcházení metabolické dekompenzaci včasnou diagnózou je nejúčinnější formou léčby 

MMA. 

Korelace genotypu a klinického fenotypu 

Pro pacienty s formou mut
0 je typický časný nástup onemocnění, vysoká mortalita a závažné 

neurologické komplikace. Projev onemocnění u pacientů s mut
- a cblB formou je rozličný 

od vážných nenonatálních forem, po mírnější formy s pozdějším nástupem. Pacienti cblB, 

kteří neodpovídají na léčbu vitaminem B12 (kolem 60 %) mají stejný klinický fenotyp jako 

pacienti s formou mut
0. Naopak klinický stav pacientů s formou mut

-, u kterých byla 

pozorována odpověď na léčbu vitaminem B12, je zpravidla méně závažný. 79, 80 Pozn.: 

klinický fenotyp mut forem plně neodpovídá biochemickému fenotypu (viz. 4.2.1)  

Mírnou formu onemocnění nacházíme u pacientů s cblA formou MMA. Symptomy 

onemocnění nastupují později v dětství a prognóza je v těchto případech dobrá. Nicméně 

pokud u pacientů přesto dojde k metabolické krizi, může dojít k lehké mentální retardaci.79, 80 
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3.2.2 Komentář a diskuze k přiložené publikaci #3 

Pospíšilová E, Mrázová L, Klement P, Martincová O, Hrubá E, Chrastina P, Přibyl D, 
Vobruba V, Hálová K, Zeman J. (2006) Methylmalonová acidémie: klinická, biochemická 
a molekulárně biologická studie. Čes.-slov. Pediat. 61, 190-198. 

3.2.2.1 Soubor pacientů 

V roce 2006 (Pospíšilová a kol.) byl publikován v Česko-Slovenské pediatrii článek 

popisující 10 pacientů s MMA z oblasti bývalého Československa. Během dalších let jsme 

soubor rozšířili a zde uvádíme kompletní studii 14 pacientů z 13 nepříbuzných rodin, dva 

z pacientů byli sourozenci, dvojčata. 

Pacienti byli přijati ve věku několika dní až měsíců s typickými příznaky zvracení, letargií, 

neprospíváním a metabolickou acidózou. Laboratorní biochemické testy odhalily vysoké 

koncentrace kyseliny methylmalonové, methylcitronové a 3-hydroxypropionové v moči, 

koncentrace homocysteinu v plazmě byla normální. Nejstaršímu pacientovu je dnes 20 let, 

čtyři pacienti zemřeli ve věku 16 dní, 9 měsíců, 5 a 7 let. 

3.2.2.2 Enzymová metoda 

Pro měření enzymové aktivity MCM byla zavedena neradioaktivní HPLC metoda s UV 

detekcí. Aktivita MCM byla stanovena v lymfocytech nebo kultivovaných fibroblastech 

v přítomnosti AdoCbl. V případě pacientů s formou mut
0, je měřená enzymová aktivita 

v přítomnosti AdoCbl pod detekčním limitem. Naopak u cbl forem dochází v důsledku 

přítomnosti AdoCbl ke zvýšení enzymové aktivity na hodnoty srovnatelné se zdravými 

kontrolami. Možnost zvýšení enzymové aktivity v přítomnosti AdoCbl u mut
- forem, je 

diskutabilní. Tradiční radioaktivní metoda je založena na měření inkorporace [14C]-propionátu 

do precipitátu trichloracetové kyseliny v kultivovaných fibroblastech.81 Willard a kol. podle 

toho rozdělil mut formy MMA na: mut
0, u kterých nedochází k žádné inkorporaci 

[14C]-propionátu za žádných podmínek a aktivita MCM je nedetekovatelná in vitro, a na mut
-, 

u kterých dochází k inkorporaci [14C]-propionátu v přítomnosti vysoké koncentrace 

hydroxykobalaminu.58 Přesto Janata a kol. publikoval případ mut
-, kde byla zachována 

částečná aktivita MCM (kolem 2 %), ale odpověď na přídavek hydroxykobalaminu byla 

velice slabá.59 Detekční limit námi zavedené neradioaktivní metody nedovoluje rozlišit mezi 

mut
- a mut

0 formou měřením zbytkové aktivity enzymu. U žádného z vyšetřovaných mut 

pacientů v našem souboru (u pacienta č.13 nebylo provedeno enzymové stanovení) nebyla 
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detekována zbytková aktivita v přítomnosti AdoCbl. Přesto stále nemůžeme vyloučit 

možnost, že dojde k částečnému obnovení aktivity v některých mut
- případech. 

3.2.2.3 Výsledky enzymologie a molekulární analýzy 

Výsledky enzymového stanovení dovolily rozlišit mezi mut formami onemocnění 

a předpokládanými cbl formami. Pacienti s neměřitelnou enzymovou aktivitou byly vyšetřeni 

pro mutace v genu apoenzymu MUT, kdežto u pacientů s obnovenou aktivitou MCM byly 

vyšetřeny geny MMAA a/nebo MMAB. V případech cbl forem bylo přihlédnuto ke klinickému 

stavu pacienta. U lehčích forem MMA byl u pacienta přednostně vyšetřen gen MMAA, 

naopak u pacientů s těžkou klinickou formou onemocnění byl nejprve vyšetřen gen MMAB. 

Výsledky jsou shrnuty v Tab. 4. 

Molekulární analýza v postižených rodinách umožnila genetické poradenství a prenatální 

diagnostiku u dvou rodin s mut
0 formou a u dvou rodin s cblB formou (rodiny: 3, 4, 6, 8) 

Pozice trans nalezených mutací byla ověřena u jedenácti vyšetřovaných pacientů, v devíti 

případech vyšetřením vzorků rodičů; u dvou pacientů č. 7 a 12 byly alely odděleny 

klonováním PCR produktu obsahujícího exon 6 genu MUT a následně analyzovány 

sekvenováním. Ve dvou případech homozygotních mutací u pacientů č. 1 a 13 není možné 

vyloučit přítomnost velké delece na jedné z alel, neboť byly k dispozici vzorky vždy jen 

od jednoho rodiče. 

Mutace v genu MUT 

U osmi pacientů s MMA byly nalezeny mutace v genu MUT. U pacienta č.10 nebyla 

molekulární analýza provedena, ale předpokládáme, že pacient nesl stejné mutace jako jeho 

bratr - dvojče (pacient č. 11).  

Mutace byly nalezeny v obou hlavních doménách MCM apoenzymu, N-koncové doméně 

vázající substrát a C-koncové doméně vázající kofaktor. (Obr. 9) 

Dvě missense mutace p.G203R (c. 607G>A) a p.N219Y (c. 655A>T) a jedna nonsense 

mutace p.R727X (c. 2179C>T) nalezené u našich pacientů byly již dříve asociovány 

s biochemickým mut
0 fenotypem.61, 82, 83 Gly 203 se nachází v Iα3-helixu. Glycin bez 

postranního řetězce umožňuje vysokou flexibilitu Cα vazby, jeho záměna pravděpodobně 

ovlivňuje aktivitu domény.82 Asn 219 leží ve vysoce konzervované sekundární struktuře, 

Iβ4-řetězce. Substituce Asn 219 za Tyr zbytek patrně mění konformaci tohoto úseku 

a narušuje substrát vázající doménu.61 Nonsense mutace p.R727X vede k předčasnému stop 
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kodonu, předpokládaný vznikající polypeptid je dlouhý 726 aminokyselin ve srovnání 

s 750 aminokyselin u wild typu. 

Mutace p.R369H (c. 1106G>A) a p.R369C (c. 1105C>T) ovlivňují stejný aminokyselinový 

zbytek. Arg 369 leží v Iα7-helixu, který je součástí rozhraní účastnící se dimerizace. Dříve 

byla mutace p.R369H asociována s fenotypem mut
-, na základě funkční expresní analýzy,59, 84 

později bylo zjištěno, že buněčná kultura, u které byly analýzy provedeny, není homozygotní 

pro mutaci p.R369H, ale jedná se o složenou heterozygotii p.R369H a p.R108G. Worgan 

a kol. a Lempp a kol. poté publikovali biochemické studie u homozygotních pacientů 

p.R369H a asociovali tento typ mutace s mut
0 fenotypem.83, 85 

Další nalezená missense mutace p.R694W (c. 2080C>T) je na základě transfekčních studií 

a klinických a biochemických nálezů asociována s fenotypem mut
-.60, 85 Substituce Arg 694 

za Trp ovlivňuje hydrofobní skupinu na povrchu domény, čímž narušuje místní chemické 

interakce, ale k samotnému rozbití domény pravděpodobně nedochází.54 

Byly nalezeny dvě nové missense mutace p.H386N (c. 1156C>A) a p.H627Q (c. 1881T>A). 

His 386 se nachází ve vysoce konzervovaném regionu na konci Iβ8-řetězce.54 Predikční 

program SIFT 86 ukázal, že není možná záměna za jiný aminokyselinový zbytek, aniž by 

došlo k vážnému poškození výsledného proteinu. 

V kodonu 627 byly již dříve nalezeny missense mutace p.H627R a p.H627N.82, 87 His 627 se 

nachází ve smyčce mezi IIβ1 a IIα1 a společně s Asp 625 a Lys 621 se podílí na vazbě 

kobaltového atomu kofaktoru.54 Mutace p.H627R byla asociována s mut
0 biochemickým 

fenotypem.82  

Nová sestřihová mutace [c. 546_911del, c. 754_911del] vede ke dvěma transkriptům, 

u jednoho dochází k vynechání exonu 4 a u druhého k vynechání exonu 4 plus části exonu 3. 

Sekvenováním exonů genu MUT i s přilehlými intronovými oblastmi nebyla nalezena žádná 

změna na úrovni genomové DNA. K nesprávnému sestřihu vede pravděpodobně změna 

v intronových oblastech, nejspíše intronů 3 nebo 4. Delece exonu 4 v transkriptu vede 

k posunu čtecího rámce a předčasnému stop kodonu na pozici 273, zatímco delece exonu 4 

plus části exonu 3 v transkriptu vede pravděpodobně ke zkrácenému proteinu, u kterého chybí 

aminokyselinové zbytky Ser183 až Arg304. 
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Obr.9  Topologie lidské MCM. N-konec (AK zbytky 33-87), N-koncová doména 
vázající substrát (βα)8 barel, (TIM-barel, AK zbytky 88-422), spojovací úsek (AK zbytky 
423-577), C-koncová (βα)5 doména vázající kofaktor (AK zbytky 578-750). Missense 
a nonsense mutace nalezené v genu MUT u pacientů s MMA jsou vyznačeny modře. COB = 
kobalamin. 
Obr. podle Thoma & Leadlay, 1996. 

Mutace v genu MMAA 

U dvou pacientů s cblA formou onemocnění byly nalezeny mutace v genu MMAA, 

p.C184YfsX3 (c. 551dupG) a p.T198SfsX6 (c. 592_595delACTG). Obě mutace jsou 

homozygotní a vedou k posunu čtecího rámce a předčasnému stop kodonu. Mutace p.T198fs 

byla již dříve publikovaná,64 mutace p.C184fs je nová. V obou případech byl pomocí RT-PCR 

detekován transkript, předpokládáme, že vlivem těchto mutací nedochází k výrazné degradaci 

mRNA (NMD). 

Mutace v genu MMAB 
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U třech pacientů byla na základě molekulární analýzy diagnostikována cblB forma MMA. 

Všechny mutace nalezené v genu MMAB se nacházejí v exonu 7. Dvě nalezené missense 

mutace p.R186W (c. 556 C>T) a p.E193K (c. 577G>A) byly již publikovány.70, 88 Arg 186 

pravděpodobně interaguje přímo s kobalaminem. Glu 193 se účastní koordinace Mg2+ iontu, 

substitucí za Lys patrně dochází k inhibici vazby ATP.73 Biochemické studie obou mutací 

potvrdily jejich vliv na onemocnění, expresní analýza ukázala zanedbatelnou aktivitu ATR. 

In vivo patrně dochází k degradaci ATR, neboť Western blot z pacientských buněk prokázal 

absenci proteinu.88 

Nová indel mutace p.R186PfsX28 (c.557_559delGGinsC) je první inzerí - delecí 

nalezenou v genu MMAB. Mutace vede k posunu čtecího rámce a k předčasnému stop kodonu 

v aktivním místě ATR. 

3.2.2.4 Diskuze 

Mutace p.N219Y v genu MUT byla nalezena ve čtyřech z šestnácti sledovaných alel. 

Všichni pacienti byli heterozygoti. Vysoký výskyt této mutace (25 % alel) u českých 

a slovenských pacientů koresponduje s vysokou frekvencí mutace v kavkazské populaci 

(kolem 20 %).61 

Některé z mutací v genu MUT se nacházejí velice blízko u sebe nebo přímo na stejném 

místě, navíc byly některé z nich nalezeny u pacientů různého původu, to ukazuje na možný 

výskyt mutačních hot spotů.83 Jeden ze známých mutačních hot spotů dinukleotid CpG, se 

nachází v kodonu 369, kde byly u našich pacientů zaznamenány již dříve popsané mutace 

p.R369H a p.R369C, a v kodonu 727, kde byla lokalizována známá mutace p.R727X. Také 

kodon 627 je pravděpodobným mutačním hot spotem, neboť zde došlo dokonce ke třem 

záměnám, k p.H627Q, nové mutaci u českého pacienta a ke dvěma publikovaným mutacím 

p.H627R a p.H627N. Mutace p.G203R zjištěná heterozygotně u našeho pacienta byla popsána 

Worganem a kol. u homozygotního pacienta.83 Analýza SNP polymorfismů odhalila, že tento 

pacient nesl mutaci na dvou alelách s rozdílným haplotypem. Předpokládáme, že ke vzniku 

těchto mutací došlo v historii více než jednou. 

Dvě homozygotní mutace v exonu 3 a exonu 4 genu MMAA způsobují posun čtecího 

rámce. Povaha obou mutací odpovídá většině mutací nalezených v genu MMAA u pacientů 

s cblA formou.68 

Většina známých mutací v genu MMAB se nalézá v exonu 7,74 stejně jako všechny tři 

mutace nalezené u našich pacientů. Exon 7 obsahuje vysoký podíl GC a má repetitivní 

charakter. Také se zde vyskytuje většina aminokyselinových zbytků, které tvoří aktivní 
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centrum enzymu. Záměna p.R186W je nejčastější mutací v evropské populaci (kolem 30 %), 

Dobson a kol. původně publikovala tuto mutaci jako potenciální vzácný polymorfismus, 

protože byl nalezen ve 4 z 240 alel kontrolních vzorků.70 V české populaci bylo vyšetřeno 300 

kontrolních alel, ale žádná nenesla tuto mutaci. Vysoký výskyt této mutace v populaci může 

být vysvětlen přítomností CpG dinukleotidu, známého mutačního hot spotu. 

Kompletní provedená klinická, biochemická a molekulární analýza nám dovolila porovnat 

genotyp a fenotyp u většiny pacientů s MMA. 

U sedmi z devíti pacientů s deficitem apoenzymu nastoupily první klinické příznaky 

v době prvního dne až tří týdnů života. Čtyři z těchto dětí zemřely a u dvou pacientů lze 

sledovat vážný průběh onemocnění. Všichni tito pacienti jsou heterozygoti alespoň pro jednu 

dříve popsanou mutaci asociovanou s fenotypem mut
0. Dva, respektive tři pacienti, dívka, 

která zemřela ve věku pěti let během akutní metabolické dekompenzace a bratři dvojčata, 

z nichž jeden zemřel ve věku 16 dní na enterogenní sepsi, druhý je v současnosti (6 a půl 

roku) léčen, byli heterozygoti pro stejné mutace p.N219Y/p.H627Q. Vzhledem k časnému 

nástupu onemocnění (2, respektive 3 dny života), jeho těžkému průběhu a také povaze nové 

mutace p.H627Q, se domníváme, že tuto mutaci lze spojovat s mut
0 formou onemocnění.  

Mutace p.R369H, která byla původně chybně asociována s mut
- fenotypem,59, 84 byla 

u jednoho pacienta nalezena heterozygotně s mutací p.R369C a u dalšího pacienta taktéž 

heterozygotně s novou mutací p.H386N. Pacientka s mutacemi p.R369H/p.R369C zemřela 

ve věku sedmi let, během akutní metabolické dekompenzace. Těžký průběh onemocnění 

u našeho pacienta odpovídá pozdějším studiím, které asociují obě mutace s mut
0 fenotypem.83, 

85 Heterozygotní pacient s mutací p.R369H a novou mutací p.H386N byl poprvé přijat ve 

věku 1-2 měsíců v souvislosti se zvracením a těžkými stavy metabolické acidózy (ph 7,15). 

MMA u něj byla diagnostikována až ve věku 13 měsíců. V současné době, 15 let, je jeho stav 

relativně uspokojivý v porovnání s ostatními pacienty, i přes opakované porušování léčby. 

Předpokládáme proto, že nová mutace p.H386N je spjata s mut
- formou onemocnění. 

U dvou pacientů byla nalezena nová sestřihová mutace. Konkrétní změna na genomové 

DNA nebyla detekována. Oba pacienti jsou heterozygoti pro tuto sestřihovou mutaci a mutaci 

s mut
0 fenotypem p.G203R, respektive p.N219Y. Jedna z dívek překonala novorozeneckou 

ataku metabolického rozvratu s vážnými následky a v 9 měsících zemřela v průběhu 

respiračního infektu. Předpokládáme, že sestřihová mutace, při které dochází k posunu 

čtecího rámce popř. ke ztrátě ve funkční oblasti TIM-barelu, je spojena s mut
0 formou 

onemocnění. 
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U pacienta heterozygotního pro dvě známé mutace p.N219Y/p.R727X asociované s mut
0 

biochemickým fenotypem došlo k manifestaci onemocnění již první den po porodu. Přesto 

jeho současný stav, v 15 letech, není ve srovnání s ostatními pacienty tak závažný. Podobný 

případ byl publikován v Japonsku.89 Dívka homozygotní pro mutaci p.R727X se klinicky 

presentovala relativně mírnou formou onemocnění, než by se dalo v takovém případě 

očekávat. Tento rozpor by se dal u našeho pacienta vysvětlit interalelickou komplementací, 

každá z mutací se nachází v jiné doméně MCM, ale toto vysvětlení nelze použít v případě 

japonské dívky homozygotní pro tuto mutaci. Stejně tak biochemická analýza tkáně 

heterozygotního pacienta s mutacemi p.R727X a p.R108C (každá z mutací se taktéž nachází 

v jiné doméně) neprokázala zvýšení enzymové aktivity.83 

Nejstarší pacient našeho souboru, 20letý chlapec, trpí lehkou mozkovou dysfunkcí, 

přechodnými stavy deprese a rozvinul se u něj Aspergerův syndrom. V porovnání s ostatními 

pacienty však můžeme považovat jeho klinický stav za méně vážný. Nástup onemocnění byl 

pozdější, až ve 4 měsíci života, v prvních letech trpěl metabolickými dekompenzacemi během 

infektů, později se však jeho stav upravil. Tento vývoj odpovídá nalezené homozygotní 

mutaci p.R694W, která je asociována s mut
- fenotypem.60, 85 Enzymová aktivita MCM tohoto 

pacienta nebyla stanovena. 

Oba pacienti s cblA formou MMA se projevují klinicky mírným fenotypem a prospívají 

dobře. Naopak u všech tří pacientů s cblB formou MMA je stav velmi vážný, čemuž odpovídá 

povaha nalezených mutací v exonu 7 genu MMAB. 

Odpověď na léčbu kobalaminem byla pozorována u obou cblA pacientů. V případě 

pacienta č.13 s mut
- fenotypem došlo během léčby k výraznému zlepšení jeho stavu, nicméně 

nelze jasně prokázat, zdali se tak stalo vlivem léčby vitaminem B12, nebo zdali to byl 

důsledek celkové metabolické kompenzace. V případě druhého pacienta s mut
- fenotypem, 

pacienta č. 12, nebyl vliv léčby vitaminem B12 na průběh onemocnění zaznamenán. Žádný 

z pacientů s fenotypem mut
0 ani žádný z cblB pacientů neodpovídal na léčbu vitaminem B12. 

Tyto nálezy korespondují s dříve publikovanými výsledky o B12 responsivitě pacientů 

s MMA.79, 80 



40 

 

3.3 Souhrn kapitoly 1 

Hlavním zdravotnickým přínosem dvou zmíněných studií bylo vytvoření komplexního 

systému biochemických, enzymologických a molekulárně biologických metod pro účinnou 

diferenciální diagnostiku dětí s poruchami metabolismu ketonových látek a methylmalonovou 

acidémií. Takový systém dosud v ČR neexistoval. Správná a včasná diagnóza umožní rychlé 

nasazení vhodné léčby. V případě zavedení preventivního screeningu je navíc možné předejít 

metabolickému rozvratu, který má za následek často těžké poškození mozku, ledvin a dalších 

orgánů. Vyšetření methylmalonové acidémie bylo proto zahrnuto do pilotního projektu 

novorozeneckého screeningu některých organických acidémií, aminoacidopatií a poruch 

β-oxidace mastných kyselin pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie (MS/MS) na našem 

pracovišti. Tandemová hmotnostní spektrometrie dovoluje ze suché kapky krve stanovit 

metabolity charakteristické pro zmíněné dědičné poruchy. Zavedení celoplošného screeningu 

a jeho rozšíření o další stanovované látky, např. charakteristické u pacientů s poruchou 

metabolismu ketonových látek zatím brání jak nedostatečná kapacita přístroje, tak logistika 

sběru materiálu. Vzhledem k časnému nástupu onemocnění, především u MMA, by screening 

měl proběhnout nejpozději druhý den po porodu, což je v současnosti na celostátní úrovni 

na jednom pracovišti neproveditelné. 

Zavedené molekulární metody potvrdily biochemické a enzymologické výsledky 

a pomohly v individuální prognóze onemocnění a zahájení vhodné léčby. Např. u nemocných 

s MMA dovoluje enzymologická analýza potvrdit pouze pacienty s mut
0 a většinu pacientů 

s mut
- formou onemocnění. U pacientů s cbl formou je vysloveno podezření na tento deficit 

na základě laboratorních nálezů, vysoké koncentrace kyseliny methylmalonové v tělních 

tekutinách, a obnovené enzymové aktivitě MCM v přítomnosti adenosylkobalaminu. 

Rozlišení všech forem MMA (mut
0, mut

-, cblA, and cblB) je možné až na základě 

molekulárně biologického vyšetření. Znalost formy onemocnění pomáhá v zavedení 

individuální terapie, např. podáváním vysokých dávek vitaminu B12 u responzivních pacientů. 

Molekulárně biologické vyšetření také umožňuje genetické poradenství v postižených 

rodinách včetně prenatální diagnostiky. Vyšetření plodu ve vzorku choriových klků je možné 

již ve 12. týdnu těhotenství, což je o 4 - 5 týdnů dříve, než vyšetření na úrovni metabolitů 

při amniocentéze, které bylo dříve prováděno ve spolupráci se zahraničními laboratořemi. 

Porovnání klinických, biochemických a molekulárně biologických analýz přináší celkový 

pohled na studovanou problematiku dědičných metabolických onemocnění. 
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4 Kapitola 2: Charakterizace syndromu spojeného s delecí 

několika genů na chromozómu X 

4.1.1 X- chromozóm a repetitivní sekvence 

Chromozóm X má jedinečné postavení pohlavního chromozómu savců. U žen, které jsou 

homogametické (XX), dochází z důvodu vyrovnání kvanta exprese X-vázaných genů k X-

inaktivaci. U mužů, kteří jsou heterogametičtí (XY), je fenotyp závislý výlučně na genech 

nesených jediným zděděným X chromozómem. Původ chromozómu X je pravděpodobně 

autozomální, vyvinul se během posledních 300 miliónů let.90 Zatímco chromozóm X zůstal 

konzervován, u chromozómu Y došlo k postupné ztrátě téměř všech oblastí a tím i genů 

původního autozómu. Pouze malé oblasti na koncích obou ramének chromozómu X 

a chromozómu Y jsou homologní a dochází zde k rekombinaci; geny, které se zde nacházejí, 

jsou tzv. pseudoautozomální. Vzhledem k odlišné dědičnosti X-vázaných onemocnění, 

výhradnímu přenosu z matky na syna, byla na chromozómu X nalezena řada odpovědných 

genů monogenních onemocnění, mezi prvními gen chronického granulomatózního 

onemocnění 91 nebo Duchennovy muskulární dystrofie.92 

 Na chromozómu X bylo nalezeno 1098 genů, to je pouze 1,7 % sekvence chromozómu X 

(7,1 genu na 1 Mb). To zařazuje X chromozóm mezi chromozómy s nejmenší hustotou 

genů.93 Naopak výskyt repetitivních sekvencí je 56 % v sekvenci chromozómu X,93 oproti 

45 % v celém genomu. 94 Největší zastoupení mají LINEs elementy rodiny L1, které zaujímají 

29 % sekvence chromozómu X, oproti 17 % v celkovém genomu. Také zde byl zaznamenán 

vysoký výskyt intrachromozomálních duplikací 2,59 %.93 Intrachromozomální duplikace 

na chromozómu X byly popsány jako příčina vzniku několika genetických onemocnění,95 

při kterých vlivem rekombinace mezi vysoce homologními úseky dochází k rozsáhlým 

delecím, jako je tomu např. u delece STS genu u X-vázané ichtyosy.96 

Repetitivní sekvence roztroušené v genomu, retrotraspozóny, jsou velmi staré, vysoce 

homologní úseky DNA. K značnému rozšíření retrotraspozónů došlo během vývoje díky 

jejich schopnosti replikativní transpozice, tj. schopnosti přepisu existující sekvence 

a začlenění její kopie na jiném místě v genomu. Většina retrotranspozónů tuto schopnost 

vzhledem k nahromaděným mutacím ztratila. Retrotranspozóny se u savců dělí do tří hlavních 

tříd: LINEs (Long Interspersed Elements), SINEs (Short Interspersed Elements) a retrovirus 

like elementy. Retrotranspozóny LINEs jsou autonomní ve svém přepisu a přenosu na jiné 
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místo genomu, neboť obsahují nezbytnou reverzní transkriptázu. Nejvíce zastoupený je 

LINE1 element, který je cca 6.1 kb dlouhý a tvoří až 17 % lidského genomu. Naproti tomu 

SINEs elementy jsou neautonomními retrotranspozóny. K přepisu a přenosu využívají 

elementy LINEs a nacházejí se často v jejich okolí.97 Nejčastějšími SINEs elementy jsou Alu 

repetice, které zaujímají až 10 % lidského genomu. Jsou dlouhé cca 300 bp, CpG bohaté 

a vyskytují se průměrně každé 3 kb. Obsahují RNA III polymerázový promotor a RNA-like 

poly(A) konec.98, 99 Alu rodina je specifická pro primáty, vnitřní homologie jejích členů je asi 

70 - 98 %.100, 101 

Vysoká homologie repetitivních sekvencí může vést v těchto úsecích k nerovnoměrnému 

crossing-overu, a tím ke vzniku rozsáhlých delecí, duplikací nebo inverzí,102 které byly 

popsány jako příčina mnoha onemocnění.3 Deininger a Batzer popsali tyto rekombinace 

u některých typů nádorových onemocnění.103  

4.1.2 Identifikace rozsáhlých delecí 

K identifikaci rozsáhlých delecí v genomu se v současné době nejčastěji používá 

komparativní genomová hybridizace (CGH),104 kvantitativní PCR, dříve Southern blot. 

Rozsáhlé delece u hemizygotů X-vázaných onemocnění nebo u homozygotů autozomálních 

onemocnění lze identifikovat levnou a jednoduchou metodou PCR prób. U heterozygotů 

s autozomálním onemocněním s rozsáhlou delecí na jedné alele, dochází k amplifikaci PCR 

produktu z druhého vlákna a výsledek daný přítomností PCR produktu není informativní. 

4.1.3 Komentář a diskuse k přiložené publikaci #4 

Sediva A, Smith CI, Asplund AC, Hadac J, Janda A, Zeman J, Hansikova H, Dvorakova L, 
Mrazova L, Velbri S, Koehler C, Roesch K, Sullivan KE, Futatani T, Ochs HD (2007) 
Contiguous X-chromosome deletion syndrome encompassing the BTK, TIMM8A, 
TAF7L, and DRP2 genes. J Clin Immunol 27, 640-6. 

U třech českých pacientů ze dvou nepříbuzných rodin s diagnostikovanou 

X-agamaglobulinémií (XLA) byly pozorovány atypické neurologické komplikace, 

sensorineurální hluchota a dystonie, odpovídající Mohr-Tranebjaergově syndromu. 

Kombinace obou onemocnění svědčila pro rozsáhlou deleci na chromozómu X. Do souboru 

pacientů byli později začleněni dva sourozenci z Estonska a jeden pacient z USA 

s obdobnými příznaky. 
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X-vázaná agamaglobulinemie (XLA, Brutonova agamaglobulinemie, OMIM300300) je 

vrozenou poruchou imunitního systému.105 U pacientů dochází k defektu zrání B-lymfocytů, 

a tím k nízké tvorbě imunoglobulinů. Pacienti trpí od raného dětství častými mikrobiálními 

infekcemi. Onemocnění se léčí substitučně imunoglobuliny.106, 107 XLA je způsobena 

mutacemi v genu BTK. Gen BTK (Bruton tyroxine kinase), leží na chromozómu Xq22.1, je 

složen z 19 exonů a má délku 37,5 kb.108, 109 Gen je exprimován ve všech hematopoetických 

buňkách, kromě T-lymfocytů a plazmatických buněk.110 

Mohr-Tranebjaergův syndrom (MTS; dystonia-deafness syndrome, DDS, DDP; 

OMIM 304700) se projevuje postupnou ztrátou sluchu, poruchou řeči, dystonií, slepotou 

a mentální retardací.111-113 Syndrom je způsoben mutacemi v genu TIMM8A (translocase of 

inner mitochondrial membrane 8 homolog A; dříve DDP1).114 Tento malý gen, cca 3 kb, je 

tvořen 2 exony a kóduje 97 aminokyselin dlouhý polypeptid. Protein TIMM8A s proteinem 

TIMM13 tvoří komplex, který se účastní přenosu proteinů přes vnitřní mitochondriální 

membránu.114-116  

První exon genu TIMM8A začíná pouhých 770 bp downstream od polyadenylačního 

signálu genu BTK.117 

Delece, která postihuje oba geny BTK a TIMM8A byla nalezena u všech 5 pacientů (tři 

Češi, dva Estonci). U pacienta č. 6, který byl molekulárně geneticky vyšetřen v USA, 

zahrnovala delece navíc geny TAF7L a DRP2. Podobně rozsáhlé delece byly v minulosti 

popsány pouze u 6 pacientů s XLA a DDS.118-120  

Jelikož se jedná o gonozomálně recesivní onemocnění, rozsah delece byl určen přítomností 

nebo nepřítomností PCR prób u vzorků genomové DNA pacientů v sérii s kontrolními vzorky 

zdravých jedinců. Celkem bylo použito 16 informativních PCR prób. PCR produkty měly 

délku cca 200 až 400 bp, primery byly navrženy podle referenční sekvence v GenBank 

(accession No. NC_000023.9). Specifita PCR produktů byla ověřena sekvenováním 

u kontrolních vzorků. PCR próby byly umístěny mimo oblast repetitivních sekvencí. Oblast 

genů BTK, TIMM8A, TAF7L a DRP2 a rozsah delece u všech pacientů je znázorněn na obr viz 

přiložená publikace (Fig.1). Detailní zobrazení delece u pacientů 1 - 5 v okolí genů BTK 

a TIMM8A a pozice prób je na Obr. 10.  
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Obr. 10 Rozsah delece u pacientů 1 - 5 v okolí genů BTK a TIMM8A. 
Pozice prób je vyznačena modře, rozsah delece u pacientů zeleně, oblast hranice delece u 
pacientů 3 - 5 šedě. 

Delece všech pěti pacientů vyšetřených pomocí PCR prób zahrnovala část genu BTK a gen 

TIMM8A; gen TAF7L byl přítomen. Rozsah delece u pacientů 1&2 (bratři) je 30 kb, začíná 

cca 25 kb centromericky od genu TIMM8A a končí v intronu 18 genu BTK. Rozsah delece 

u pacienta č. 3 je 16 – 25 kb, začíná cca 9 – 20 kb centromericky od genu TIMM8A a končí 

v intronu 18 genu BTK. Hranice obou delecí v intronu 18 je rozdílná. Rozsah delece 

u pacientů 4&5 (bratři) je přibližně 15 - 18 kb, zahrnuje oba exony genu TIMM8A a exony 6 –

 19 genu BTK. Překlenutí deletované oblasti pomocí PCR u všech pěti pacientů nebylo 

možné, vzhledem k vysokému obsahu repetitivních sekvencí v této oblasti.  

Rozsah delece u pacienta č. 6 (196 kb) byl určen v USA (viz přiložená publikace), 

vyšetření pomocí PCR prób tyto výsledky podpořilo.  

Okolí genů BTK a TIMM8A obsahuje repetitivní sekvence až z 80 %, jedná se především 

o elementy SINEs Alu rodiny (32 %) a LINEs elementy LINE1 (40 %). Okolí genů TAF7L 

a DRP2 obsahuje repetitivní sekvence již jen z asi 40 %. (Obr 11) 
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Obr. 11  Okolí genů BTK a TIMM8A s vyznačenými repetitivními sekvencemi. 
Zdroj: databáze UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks) 

Vysoký výskyt Alu a L1 sekvencí v oblasti genů BTK a TIMM8A koreluje s poměrně 

častým výskytem delecí v této oblasti a naznačuje možný vznik delecí nerovnoměrnou 

homologní rekombinací. 
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5 Kapitola 3: Studium  molekulární  podstaty 

mukopolysacharidózy typu IIIC 

Mukopolysacharidóza typu IIIC (MPS IIIC) patří do skupiny lysozomálních onemocnění. 

Lysozomální onemocnění (LSDs) jsou způsobena poruchou degradace makromolekul uvnitř 

lysozómu, která vede ke střádání neodbouraných makromolekul (lipidů, glykosaminoglykanů, 

olighosacharidů aj.). V současné době LSDs zahrnují 48 monogenně dědičných onemocnění, 

z toho je 30 enzymopatií (29 hydroláz a 1 acetyltransferáza), 8 je spojeno s aktivováním, 

ochranou nebo posttranslační úpravou těchto enzymů a 10 je způsobeno defektem 

lysozomálních membránových proteinů.117 

Většina lysozomálních onemocnění je autozomálně recesivně dědičná. Výjimkou jsou 

Hunterova nemoc a Fabryho nemoc, které jsou gonozomálně recesivně dědičné. Incidence 

LSDs je 1:6000 narozených.121 Lysozomální onemocnění se projevují širokou škálou 

klinických příznaků. Většina z nich má chronický progresivní průběh. Častými příznaky jsou 

zvětšení jater a sleziny, často jsou postiženy kosti. Postižení mozku se projevuje opožděním 

respektive regresí psychomotorického vývoje. 

Lysozomální onemocnění byly jedněmi z prvních popsaných metabolických onemocnění 

(Tay, Sachs, Gaucher v 19. století). V současné době jsou LSDs velmi dobře zmapovanou 

skupinou onemocnění, v posledních 40. letech byla popsána většina LSDs na molekulární 

úrovni. Byla zavedena enzymová substituční terapie u Gaucherovy a Fabryho choroby, 

mukopolysacharidóz I, II a VI a Pompeho choroby. Jiným terapeutickým postupem je snaha 

zabránit vzniku samotného substrátu nebo genová terapie.122 

Zatímco u všech 29 enzymopatií, u kterých byl příčinou deficit některé z hydroláz, byl 

znám odpovědný gen již poměrně dlouho, u mukopolysacharidózy typu IIIC se identifikace 

odpovědného genu pro N-acetyltransferázu dlouho nedařila. Důvodů bylo několik. Pro účely 

funkčního klonování se nepodařilo izolovat čistý protein vzhledem k jeho 

transmembránovému charakteru. Pro komplementační analýzu nebyl nalezen odpovídající 

klon. A poziční klonování selhalo na nedostatečně velkém souboru pacientů. 

V poslední kapitole je uveden postup, kterým se podařilo identifikovat odpovědný gen pro 

mukopolysacharidózu typu IIIC. Pro zmapování oblasti na chromozómu 8 pomocí pozičního 

klonování bylo shromážděno 5 pacientů ze 4 nepříbuzných rodin a jejich 49 rodinných 

příslušníků, tento relativně malý soubor byl dostačující vzhledem k zavedení kodominantního 
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modelu pro vazebnou analýzu na základě biochemického znaku. Po vymezení kandidátní 

oblasti byl odpovědný gen identifikován na základě známých biologicko-molekulárních 

vlastností enzymu (předpokládaná velikost proteinu, přítomnost transmembránových domén, 

aj.) a na základě průkazu snížené exprese tohoto genu u pacientů. 

Studie byla vypracována v rámci mezinárodní spolupráce se skupinou Dr. Pshezhetskyho 

z Montrealu. Práce byla publikována v mezinárodním odborném časopise American Journal 

of Human Genetics. 

5.1 Mukopolysacharidóza IIIC (Sanfilippo C syndrom) 

Mukopolysacharidózy (MPS) patří do skupiny střádavých lysozomálních onemocnění. 

MPS jsou způsobeny deficitem enzymů katalyzujících degradaci glykosaminoglykanů 

(dermatan sulfátu, heparan sulfátu, keratan sulfátu, chondroitin sulfátu, hyaluronanu). Celkem 

jedenáct enzymopatií je rozděleno do sedmi typů MPS. Degradace heparan sulfátu se účastní 

minimálně osm enzymů: čtyři sulfatázy, tři exo-glykosylázy a jedna N-acetyltransferáza.123 

(Obr. 12) U typu MPSIII dochází k hromadění heparan sulfátu z důvodu deficitu některého 

ze čtyř enzymů: heparan-N-sulfatázy (MPSIIIA), α-N-glukozaminidázy (MPSIIIB), 

acetyl-CoA:α-glukozaminid N-acetyltransferázy (MPSIIIC) a N-acetylglukozamin 6-sulfatázy 

(MPSIIID). N-acetyltransferáza je jediný lysozomální enzym, který není hydrolázou. 

Katalyzuje transmembránovou N-acetylaci  amino skupiny koncového glukosaminu, která se 

tak stává přístupnou pro následnou intralysozomální degradaci α-N-

acetylglukosaminidázou.123 Lidská a myší N-acetyltransferáza byla částečně purifikována, 

výsledky ukázaly, že se jedná o transmembránový glykoprotein velký cca 100 kDa, který 

obsahuje aktivní místo.124 

Čtyři enzymopatie, které spadají pod typ MPSIII se vyznačují stejným klinickým 

fenotypem, Sanfilippo syndromem s autozomálně recesivní dědičností. Sanfilippo syndrom se 

projevuje těžkou degenerací centrálního nervového systému. K nástupu onemocnění dochází 

mezi dvěma až šesti lety pacienta po předchozím normálním vývoji. Děti jsou v první fázi 

hůře sociálně přizpůsobivé, vývoj je pouze mírně opožděn, fyzický zjev je zpočátku normální. 

Ve druhé fázi se pacienti projevují extrémní hyperaktivitou, neklidem a agresivitou. Trpí 

poruchami spánku, sluchu, řeči, jejich vývoj se opožďuje, je zde zřetelná ztráta sociálních 

vazeb, trpí inkontinencí. Ve třetí fázi mezi šestým až desátým rokem dochází k masivní 

neurologické degeneraci. Oproti druhé fázi dochází ke zklidnění, pacienti ztrácí dříve nabyté 

schopnosti, přestávají chodit, polykat, potravu přijímají sondou. Demence rychle postupuje. 
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Na rozdíl od jiných typů MPS, srdce a oči nejsou poškozeny a tělesný vzrůst je normální. 

Většina pacientů se nedožívá dospělosti. 

 

 
Obr. 12 Degradace heparan sulfátu. Defekty v degradaci heparan sulfátu odpovídají 
mukopolysacharidózám: MPS II - Huntrův syndrom, MPS I - Hurler, Hurler-Sheie a Sheie 
syndrom, MPS IIIA Sanfilippo syndrom typ A, MPS IIIC - Sanfilippo syndrom typ C, MPS 
IIIB - Sanfilippo syndrom typ B, MPS IIID - Sanfilippo syndrom typ D. Obr. podle Neufeld 
& Muenzer, 2001. 
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5.2 Komentář a diskuse k přiložené publikaci #5 

Hrebicek M, Mrazova L, Seyrantepe V, Durand S, Roslin NM, Noskova L, Hartmannova H, 
Ivanek R, Cizkova A, Poupetova H, Sikora J, Urinovska J, Stranecky V, Zeman J, Lepage P, 
Roquis D, Verner A, Ausseil J, Beesley CE, Maire I, Poorthuis BJ, van de Kamp J, van 
Diggelen OP, Wevers RA, Hudson TJ, Fujiwara TM, Majewski J, Morgan K, Kmoch S, 
Pshezhetsky AV (2006) Mutations in TMEM76* cause mucopolysaccharidosis IIIC 
(Sanfilippo C syndrome). Am J Hum Genet 79, 807-19. 

5.2.1 Identifikace genu HGSNAT 

V roce 2006 (Hřebíček a kol.) byl identifikován gen HGSNAT, který kóduje enzym heparin 

acetyl-CoA: α-glukosaminid N-acetyltransferázu (HGSNAT, EC 2.3.1.78). K identifikaci 

genu HGSNAT vedlo nejprve zúžení intervalu v kandidátní oblasti na chromozómu 8 pomocí 

vazebné analýzy ve čtyřech postižených rodinách. Poté byl na základě předchozích 

biochemických a molekulárních studií vybrán kandidátní gen. Sekvenovaním kandidátního 

genu u pacientů s MPS IIIC byly nalezeny mutace, které jsou odpovědné za deficit N-

acetyltransferázy. Postup je podrobněji rozepsán v následujících kapitolách. 

5.2.1.1 Rodiny pacientů 

U pěti českých pacientů ze čtyř nepříbuzných rodin bylo diagnostikováno onemocnění 

MPS IIIC na základě biochemického vyšetření aktivity N-acetyltransferázy. K měření aktivity 

N-acetyltransferázy v kultivovaných fibroblastech nebo lymfocytech byla použita metoda 

s fluorogenním substrátem 4-methylumberlliferyl β-D-glukosaminidem.125 Aktivita 

N-acetyltransferázy byla dále měřena u sedmi nepochybných heterozygotů a 89 zdravých 

kontrol. Hodnoty aktivit byly u pacientů nižší než 1.0 nmol/h/mg, u heterozygotů byly 

v intervalu 11.6 ± 1.5 nmol/h/mg a u kontrol byly v intervalu 24.4 ± 5.7 nmol/h/mg. 

Na základě hodnot aktivit u 54 rodinných příslušníků ze čtyř postižených rodin byl sestaven 

autozomálně kodominantní model dědičnosti onemocnění. U čtyř jedinců, u kterých byla 

hodnota mezi 13.0 – 14.6 nmol/h/mg, nebylo možné určit biochemický fenotyp. Rodokmeny 

čtyř českých rodin s vyznačenou dědičností onemocnění na základě měření aktivit 

N-acetyltransferázy jsou na obr viz. přiložená publikace (Fig.1). 
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5.2.1.2 Poziční klonování a vazebná analýza 

Ausseil a kol. publikoval kandidátní oblast genu pro MPS IIIC o velikosti 8.3 cM 

na chromozómu 8 v okolí centromery.126 U čtyř českých postižených rodin byla vyhotovena 

vazebná analýza na základě biochemických dat s kodominantním modelem dědičnosti 

s penetrancí 0.99. Osmnáct STR markerů na chromozómu 8 zahrnovalo interval 18.7 cM, 

včetně publikovaného 8.3 cM intervalu. Označení a pozice markerů jsou v Tab. 5. 

Genotypování bylo provedeno na sekvenátoru LI-COR IR2 za použití Saga genotyping 

software.127 Výsledky vazebné analýzy v rodině A (člen AIV.10) a B (člen BIII.7) zúžily 

interval na 2.6 cM mezi markery D8S1831 a D8S1051. Maximální LOD skóre bylo 7.8 

v blízkosti markeru D8S531. 

Tab. 5 Označení a pozice STR markerů použitých při mapování genu HGSNAT. 

     umístění na ch8 

D-number název próby Heterozygotie opakování velikost cM  cM  

          deCode Marshfield 

D8S1477 GGAA20C10 86% (pcr)n 139-179   60.34 

D8S532 AFM081yd11 83% Di (AC)n 239-255 59.76 64.75 

D8S268 AFM156xa3 58% Di (AC)n 255-265 60.01 65.13 

D8S1051 UT7847 53% (pcr)n 206 60,92 66,73 

D8S1115 ATA17H02  72% (pcr)n 142-172   67.27 

D8S1460 ATA38C03 74% (pcr)n 125-140 61,85 66,2 

D8S531 AFM081xe9 64% Di (AC)n 125 62,26   

D8S1745 AFM200xh12 81,50% Di (AC)n 125-137 62,89 66,2 

D8S589 GATA12H01 33% Tetra (GATA)n 137-149 62,89 66,73 

D8S1133 GATA28C05 36% Tetra (GATA)n 177-197 62,89 67,27 

D8S1831 AFMa071yf9 73% Di (AC)n 263-277 63,65 67,27 

D8S538 AFM274ve5 82% Di (AC)n 169-181 63,89 67,27 

D8S524 AFM242zf6 64% Di (AC)n 248-272 64,48 67,27 

D8S1815 AFMa046wg9 81,50% Di (AC)n 217-249 64,73 67,27 

D8S1110 GATA8G10 73% Tetra (GATA)n 262-286 65,47 67,27 

D8S601 AFM276xe9 89% Di (AC)n 223-236 65,75 67,27 

D8S2332 GATA156H01 75% (pcr)n 148-176 68,19 69,4 

D8S1113 GGAA8G07 81% Tetra (GGAA)n 217-245 70.74 77.89 

 

5.2.1.3 Kandidátní gen TMEM76 

Kandidátní oblast obsahovala 32 známých nebo predikovaných genů a ORFs. Na základě 

publikovaných molekulárních vlastností N-acetyltransferázy124 byla vyloučena většina genů 

z této oblasti. Naopak predikovaný gen označený TMEM76 (transmembrane protein 76) 
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odpovídal výše zmíněným kritériím. TMEM76 je velký cca 73 kDa a obsahuje jedenáct 

transmembránových domén128 a čtyři potenciální N-glykosylační místa.129 Prvních 67 

aminokyselin tvoří předpokládaný signální peptid. C-konec, který pravděpodobně směřuje do 

cytosolu, obsahuje konzervované motivy Tyr-X-X-Θ a Leu-Leu. Motivy se účastní interakce 

s adaptorovými proteiny zodpovědnými za směrování membránových proteinů do cytosolu. 

Predikovaná aminokyselinová sekvence TMEM76 s vyznačenými doménami je na obr. viz 

přiložená publikace (Fig.3). 

5.2.1.4 Gen HGSNAT 

Současné oficiální označení genu TMEM76 je HGSNAT (heparan-α-glucosaminide 

N-acetyltransferase gene). HGSNAT se nachází na chromozómu 8p11.1 a obsahuje 18 exonů. 

Plnodélková cDNA je dlouhá 4.5 kb, obsahuje 1.992 bp otevřený čtecí rámec a dva 

polyadenylační signály. Celkem byly amplifikovány pomocí RT-PCR tři transkripty, kromě 

hlavního transkriptu, kódujícího aktivní protein ještě dva kratší transkripty. Transkript, 

u kterého dochází k vynechání exonů 9 a 10, patrně vede k tvorbě neaktivního zkráceného 

proteinu (in-frame delece 64 AK), a tím k absenci transmembránových domén III a IV. 

U dalšího transkriptu dochází k vynechání exonů 3, 9 a 10, které vede k posunu čtecího rámce 

a předčasnému stop kodonu na aminokyselinové pozici 126. 

RT-PCR 5’-konce vedlo k posunu počátku transkriptu oproti referenční sekvenci 

NM_152419.2 o více než 36 nukleotidů upstream (84 nukleotidů nad uvedený počátek ORF), 

kde se nachází ATG kodon ve čtecím rámci genu. Předpokládaný translatovaný produkt je tak 

o 28 AK delší než v referenční sekvenci NP_689632. 

5.2.1.5 Sekvenování genu HGSNAT a analýza mutací 

Sekvenování genu HGSNAT potvrdilo výsledky vazebné studie. U všech pěti českých 

pacientů byly nalezeny mutace, které svým charakterem vedou ke ztrátě funkce 

N-acetyltransferázy. Později bylo vyšetřeno dalších 18 pacientů z 15 nepříbuzných rodin ze 

zahraničí. Výsledky molekulární analýzy všech pacientů vyšetřených v Praze jsou v Tab. 4. 

Pozice trans nalezených mutací byla ověřena u pěti českých a dvou řeckých pacientů 

vyšetřením vzorků rodičů. Dále byla ověřena přítomnost nalezených mutací u rodinných 

příslušníků ve všech českých rodinách. Přítomnost či nepřítomnost mutací plně segregovala 

s naměřenou enzymovou aktivitou N-acetyltransferázy. Mutace byly přítomny u všech 

jedinců, biochemických heterozygotů se sníženou enzymovou aktivitou, včetně čtyř jedinců, 
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u kterých se hodnoty aktivity pohybovaly mezi 13.0 – 14.6 nmol/h/mg, tj. mimo původně 

stanovený interval pro heterozygoty. 

U ostatních zahraničních pacientů nebyly vzorky rodičů dostupné. U heterozygotů 

předpokládáme, že vzhledem k patogennímu charakteru nalezených mutací ve spojitosti 

s onemocněním jsou nalezené mutace v pozici trans. U homozygotů nemůžeme vyloučit 

přítomnost rozsáhlé delece na jedné z alel. Většina homozygotů pochází z rodin uzavřených 

etnických skupin (tureckých, pákistánských), tudíž předpokládáme, že stejnou mutaci nesou 

obě alely. U jednoho pacienta původem z Běloruska, byla sekvenováním genomové DNA 

nalezena pouze jedna heterozygotní mutace. cDNA nebyla v tomto případě dostupná. 

Celkem byly nalezeny 4 nonsense mutace, 11 missense mutací, 2 mutace, které způsobují 

posun čtecího rámce, 6 intronových mutací, které ovlivňují sestřihová místa a jedna rozsáhlá 

delece, která zahrnuje exon 1. 

Všechny nalezené missense mutace se nacházejí v mezidruhově vysoce konzervované 

oblasti genu HGSNAT. (Obr. 13) 

 

 

 
 
Obr. 13 Topologie lidské HGSNAT v lysozomální membráně s predikovanými 11 
transmembránovými doménami a 4 glykosylačními místy - žlutě. Missense mutace nalezené 
v ÚDMP Praha jsou červeně, mutace nalezené v ústavu v Montrealu modře. 
Obr. podle Hřebíčka 2006 a Ruijtra 2008. 
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Tab. 6 Mutace v genu HGSNAT u pacientů s MPSIIIC 

rodina. 
pacient původ alela 1 předpokládaná změna 

exon/ 
intron alela 2 předpokládaná změna 

exon/ 
intron 

1.1 Czech c.1118-1133del16 p.I373SfsX5 11 c.1600C>T p.R534X 15 

2.1 Czech c.1046T>G p.L349X 10 c.1529T>A p.M510K 14 

3.1 Czech c.935+5G>A p.F313XfsX1 9 c.1234C>T p.R412X 12 

3.2 Czech c.935+5G>A p.F313XfsX1 9 c.1234C>T p.R412X 12 

4.1 Czech c.1115G>A p.R372H 11 c.1796C>T p.P599L 17 

5.1 Belorussia c.311G>T p.C104F 2 ? ?  

6.1 Turkey c.1810+1G>A p.S567NfsX14 17 c.1810+1G>A p.S567NfsX14 17 

6.2 Turkey c.1810+1G>A p.S567NfsX14 17 c.1810+1G>A p.S567NfsX14 17 

7.1 Turkey g.124_2462del
$
 del promotor_exon1  g.124_2462del

$
 del promotor_exon1  

8.1 Turkey g.124_2462del
$
 del promotor_exon1  g.124_2462del

$
 del promotor_exon1  

9.1 USA c.1706C>T p.S569L 17 c.202+1G>A # 1 

9.2 USA c.1706C>T p.S569L 17 c.202+1G>A # 1 

9.3 USA c.1706C>T p.S569L 17 c.202+1G>A # 1 

10.1 Germany/Turkey c.1334+1G>A # 12 c.1334+1G>A # 12 

11.1 Germany/Turkey c.1234C>T p.R412X 12 c.1234C>T p.R412X 12 

12.1 Germany c.1114C>T p.R372C 11 c.1114C>T p.R372C 11 

13.1 Germany c.1541G>A p.G514E 14 c.1541G>A p.G514E 14 

14.1 Germany/Turkey c.932C>T p.P311L 9 c.932C>T p.P311L 9 

15.1 Germany c.494T>C p.L165P 4 c.1637C>T p.S546F 16 

16.1 Greece c.1706C>T  p.S569L 17 c.1351_1355dupG p.I453HfsX45 13 

17.1 Greece c.1495G>A p.E499K 14 c.1351_1355dupG p.I453HfsX45 13 

18.1 GB c.1626+4dupA  # 15 c.1758C>G  Y586X  17 

19.1 GB/Pakistan c.828-2A>G # 7 c.828-2A>G # 7 

        

$ Hranice delece 2339 bp byly stanoveny podle gDNA sekvence z GenBank Accession   

number NC_000008.9 (CON 03_MAR_2008) Region: 43112749_43177127    

# pravděpodobná sestřihová mutace, cDNA nebyla k dispozici     

 

Dvě mutace, jedna delece 16 nukleotidů (c.1118_1133del16) a jedna duplikace 

(c.1351_1355dupG), vedou k posunu čtecího rámce a předčasnému stop kodonu 

na aminokyselinové pozici 376, respektive 497.  

Celkem šest mutací vedlo k abnormálnímu sestřihu transkriptu. Mutace c.1810+1G>A 

vede ke ztrátě donorového sestřihového místa gt v intronu 17. Dinukleotid gt na začátku 

intronu je konzervovaným donorovým sestřihovým místem, jakákoliv mutace v tomto místě 
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vede k abnormálnímu sestřihu. Analýza cDNA potvrdila vynechání exonu 17 v transkriptu, 

který měl za následek posun čtecího rámce a tvorbu předčasného stop kodonu 

na aminokyselinové pozici 583. U dalších dvou mutací c.202+1G>A a c.1334+1G>A nebyla 

k dispozici cDNA, vzhledem ke stejnému charakteru mutací, ztrátě donorového sestřihového 

místa, předpokládáme, že i zde dochází k abnormálnímu sestřihu mRNA. 

Analýza cDNA u dvou českých sourozenců ukázala, že sestřihová mutace c.935+5G>A 

vede k inzeri prvních 89 bazí intronu 9 a ztrátě exonu 10 v transkriptu.  

Intronová mutace c.1626+4dupA ovlivňuje konzervované donorové sestřihové místo 

exonu 15. Podle dvou predikčních programů132, 133 dochází vlivem mutace přednostně 

k využití dinukleotidu gt na pozici + 5_6 jako donorového sestřihového místa, a tím k tvorbě 

abnormálnímu transkriptu a posunu čtecího rámce (wt: TATTCTTgtaagtaa, mut +4dupA: 

TATTCTTGTAAAgtaa). 

Mutace c.828-2A>G ruší akceptorové sestřihové místo (agGA) exonu 8, nukleotid A na 

pozici -2 je plně konzervovaným sestřihovým místem u eukaryot. Předpokládáme, že 

záměnou za jiný nukleotid dochází k abnormálnímu sestřihu. 

Rozsáhlá delece byla nalezena pomocí PCR prób u dvou homozygotních pacientů 

původem z Turecka. Metoda identifikace rozsáhlých delecí pomocí PCR prób u homozygotů 

je popsána v kapitole 2. V tomto případě se navíc podařilo překlenout deletovanou část a 

amplifikovat zkrácený PCR produkt. Sekvenováním tohoto PCR produktu byla přesně 

vymezena hranice delece a určen její rozsah na 2339 bp. Ačkoliv delece zahrnuje exon 1 

a velkou část předpokládané promotorové oblasti, u obou pacientů byly pomocí RT-PCR 

amplifikovány produkty zahrnující exony 2 – 18. 

5.2.2 Diskuze 

K identifikaci genu HGSNAT odpovědného za onemocnění MPS IIIC vedlo několik 

navzájem se doplňujících přístupů. Poziční klonování a vazebná analýza u čtyř českých rodin 

byla založená na autozomálně kodominantním modelu, který vycházel z rozdílné aktivy 

N-acetyltransferázy u homozygotů, heterozygotů a zdravých jedinců. Současně byla 

provedena montrealskou skupinou vazebná analýza založená na autozomálně recesivním 

modelu, do které bylo postupně zahrnuto 60 pacientů. Oba modely vedly k zúžení dříve 

publikované kandidátní oblasti124 na interval 4.2 cM u montrealské skupiny a na interval 

2.6 cM u pražské skupiny. Vymezená kandidátní oblast obsahovala 32 známých a 



55 

 

predikovaných genů. Na základě molekulárních vlastností hledaného genu byl vybrán gen 

TMEM76, v současnosti označovaný jako HGSNAT, u kterého byly identifikovány 

transmembránové domény a glykosylační místa. Navíc byla pomocí DNA čipů sledována 

exprese všech 32 kandidátních genů u dvou pacientů a čtyř kontrol. Všechny zmíněné 

přístupy vedly k označení genu TMEM76 (HGSNAT ) jako kandidátního odpovědného genu 

pro onemocnění MPS IIIC. 

Sekvenováním kandidátního genu TMEM76  (HGSNAT ) byly nalezeny patogenní mutace 

u 44 vyšetřovaných pacientů ze 40 rodin s MPS IIIC (z toho u jednoho pacienta 

vyšetřovaného v ČR a u čtyř pacientů vyšetřovaných na pracovišti v Montrealu byla nalezena 

pouze jedna heterozygotní mutace). U dvou pacientů žádná mutace zatím nalezena nebyla.  

Při Northern blot analýze byl hybridizován 220 bp dlouhý fragment z cDNA , který 

zahrnoval exony 8-10. Ve všech sledovaných tkáních byly detekovány dva hlavní transkripty 

dlouhé 4.5 a 2.1 kb, to odpovídá přítomnosti dvou polyadenylačních signálů v cDNA, na obr. 

viz přiložená publikace (Fig.5). Nejvyšší exprese byla zaznamenána v leukocytech, srdečním 

svalu, plicích, placentě a játrech, naopak nízká exprese byla zaznamenána v thymu, tlustém 

střevě a mozku, což je ve shodě s expresí ostatních lysozomálních proteinů. Dva, respektive 

tři transkripty byly amplifikovány pomocí RT-PCR v kultivovaných fibroblastech, 

lymfocytech a kosterním svalu. Transkript, který zahrnoval celou kódující oblast, byl 

detekován ve všech uvedených tkáních a dva kratší fragmenty. U prvního z kratších 

transkriptů (detekovaný ve všech studovaných tkání) dochází k vynechání exonů 9 a 10, a tím 

k deleci 64 aminokyselin; u druhého (detekovaném pouze v kosterním svalu) dochází 

k vynechání exonů 3, 9 a 10, a tím k posunu čtecího rámce a k vytvoření předčasného stop 

kodonu. Předpokládáme, že tyto krátké transkripty vedou k tvorbě neaktivního enzymu nebo 

k jejich translaci vůbec nedochází. Předpoklad podporuje analýza u pacienta CIII.1. Pacient je 

složeným heterozygotem pro nonsense mutaci v exonu 12 a pro sestřihovou mutaci 

v intronu 9. Ve fibroblastech byl kromě transkriptů, které nesou mutaci v exonu 12, a nebo 

u nichž dochází k abnormálnímu sestřihu vlivem mutace v intronu 9, nalezen i nemutovaný 

zkrácený transkript, u kterého je vynechán exon 9 a 10 (stejný jako u kontrolních vzorků). 

Přesto naměřená enzymová aktivita N-acetyltransferázy pacienta CIII.1 je téměř nulová. 

Jako důkaz, že mutace v genu HGSNAT vedou k onemocnění MPS IIIC byla provedena 

funkční expresní studie. Bylo připraveno několik konstruktů obsahujících kódující sekvence 

lidského HGSNAT nebo myšího orthologu Hgsnat. K transfekci byly použity kultivované 

fibroblasty pacienta s nedetekovatelnou enzymovou aktivitou N-acetyltransferázy, pacient byl 
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homozygotem pro sestřihovou mutaci, která vede k vynechání exonu 17. Komplementační 

studie prokázala obnovení aktivity N-acetyltransferázy ve fibroblastech. Popis konstruktů 

a podrobné výsledky funkční analýzy jsou uvedeny v přiložené publikaci. 

Protein kódovaný genem HGSNAT, heparin acetyl-CoA:α-glukozaminid 

N-acetyltransferáza (HGSNAT), je vysoce konzervovaný a je predikován téměř ve všech 

známých zvířecích genomech. Přesto HGSNAT protein nevykazuje sekvenční podobnost 

k žádné jiné známé prokaryotické nebo eukaryotické N-acetyltransferáze nebo k jinému 

lysozomálnímu proteinu. Domníváme se, že HGSNAT patří do nové strukturní třídy proteinů, 

které jsou odpovědné za transport acetyl-CoA přes buněčnou membránu a následnou N-

acetylaci. Jediným dalším homologním proteinem je COG4299 z rodiny bakteriálních 

proteinů, který není blíže specifikován. Nemůžeme vyloučit podobnou funkci těchto proteinů 

v glykosaminoglykanovém metabolismu, případně v transmembránové acetylaci. Samotný 

mechanismus transmembránové acetylace je nejasný. Byly publikovány dvě rozdílné teorie. 

Prvním je ping-pong mechanismus,134-136 kde vlivem navázání acetylové skupiny na His 

zbytek v aktivním místě proteinu dojde ke konformační změně, a tím k přenosu do lysozómu, 

kde dojde k N-acetylaci heparan sulfátu. Druhou teorií je tvorba přechodného terciálního 

komplexu enzymu, acetyl-CoA a heparan sulfátu.137  

Ve stejné době, kdy byla Hřebíčkem a kol. publikována analýza genu HGSNAT 

odpovědného za onemocnění MPS IIIC, dospěl nezávisle ke stejným výsledkům Fan a kol.138 

K identifikaci genu HGSNAT použil odlišný postup, založený na proteomické analýze. 

Hlavním rozdílem v obou publikacích je velikost genu HGSNAT, jeho 5’-konec. Hřebíček 

a kol. uvádí velikost ORF 1992 bp, tj. o 84 nukleotidů delší směrem k 5’-konci než Fan a kol. 

a databáze NCBI (GenBank: NM_152419.2). Delší transkript, který zahrnoval nový ATG 

kodon ve čtecím rámci byl opakovaně nalezen pomocí RT-PCR u kontrolních i pacientských 

vzorků. Velikost predikovaného polypeptidu HGSNAT je tak o 28 aminokyselin delší na 

N-konci než velikost uvedená v GenBank: NP_689632.2. Rozdíl v uvedeném počátku 

transkripce je pravděpodobně dán vysokým obsahem GC v 5’-koncové oblasti genu, 

amplifikace PCR produktů je v tomto místě velice obtížná. 

Další nejasností genu HGSNAT je promotorová oblast. U dvou pacientů byla nalezena 

rozsáhlá delece, která vedla ke ztrátě více než 2 kb, včetně exonu 1, CpG oblasti 

a předpokládané promotorové oblasti 300 až 600 bp upstream od genu HGSNAT.139-141 Přesto 
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u těchto pacientů byl pomocí RT-PCR detekován transkript, který zahrnoval exony 2 – 18. 

Domníváme se, že zde existuje alternativní promotor v intronu 1.140, 141 



58 

 

5.3 Souhrn kapitoly 3 

Pomocí několika postupů, tj. porovnáním známých molekulárních vlastností enzymu, 

vazebné analýzy a genové exprese, se podařilo identifikovat gen HGSNAT, který kóduje 

protein heparin acetyl-CoA: α-glukosaminid N-acetyltransferázu (HGSNAT). Mutace v genu 

HGSNAT vedou k deficitu enzymu HGSNAT a k onemocnění MPSIIIC. Protein HGSNAT 

byl posledním enzymem v degradaci glykosaminoglykanů, u kterého nebyl znám odpovědný 

gen. 

Ačkoliv je MPSIIIC recesivním onemocněním, byl k mapování genu HGSNAT u českých 

pacientů použit autozomálně kodominantní model. Sledovaným znakem byla snížená aktivita 

N-acetyltransferázy u přenašečů onemocnění. Tím se počet informativních jedinců zvýšil 

z 5 na 54. 

Identifikace genu HGSNAT otevřela řadu otázek, co se týká molekulárních vlastností 

samotného genu i proteinu. HGSNAT je pravděpodobně členem nové strukturní třídy 

transmembránových proteinů a je tudíž nemožné odvozovat jeho vlastnosti na základě 

homologie s jinými proteiny. Hlavními cíli dalšího studia bude proto objasnění a potvrzení 

buněčné lokalizace proteinu, lokalizace C- a N-konce vně nebo uvnitř lysozómu, identifikace 

aktivního místa enzymu, vysvětlení mechanismu transmembránové acetylace, stejně jako 

objasnění funkce prokaryontních proteinů rodiny COG4299. Dalším cílem bude určení 

počátku transkripce a s tím související velikost proteinu a identifikace promotoru, případně 

alternativních promotorových oblastí. K potvrzení vlivu nalezených mutací na aktivitu 

enzymu budou zavedeny expresní studie. 
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6 Závěr 

Určení vztahu mezi onemocněním a jeho molekulární podstatou je jedním z hlavních cílů 

lékařské genetiky. V rámci studie: „Molekulární analýza vybraných dědičně podmíněných 

onemocnění“ byly popsány postupy, které vedou k objasnění molekulární podstaty 

u onemocnění s již známými odpovědnými geny i u onemocnění, u kterého byl odpovědný 

gen teprve identifikován. 

Souhrnem lze říci, že hlavní cíle studie byly splněny: 

Klinická, biochemická a molekulárně biologická analýza vybraných dědičných 

poruch metabolismu organických kyselin 

• Byl zaveden komplexní systém diferenciální diagnostiky u pacientů s poruchou 

metabolismu ketonových látek a s methylmalonovou acidémií. 

• Byla zavedena molekulární analýza u pacientů s poruchou metabolismu 

ketonových látek, jmenovitě s deficitem 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyázy 

a β-ketothiolázy, a u pacientů s methylmalonovou acidémií. 

Charakterizace X-vázaného syndromu spojeného s delecí chromozómu X 

• Byla popsána rozsáhlá delece u pacientů s X-vázanou agammaglobulinémií 

a vyslovena hypotéza pravděpodobné příčiny vzniku těchto delecí. 

• Byla zavedena jednoduchá metoda pro stanovení rozsáhlých delecí u hemizygotů 

a homozygotů. 

Studium molekulární podstaty mukopolysacharidózy typu IIIC 

• Byl identifikován gen HGSNAT spjatý s onemocněním MPS IIIC.  

• Byly nalezeny mutace v genu  HGSNAT u pacientů s MPSIIIC. 

• Byly charakterizovány hlavní molekulární vlastnosti genu HGSNAT.  

Studie přispěla k rozšíření znalostí zkoumaných dědičných onemocnění. Zavedené postupy 

molekulárních analýz jsou součástí diagnostiky na Ústavu dědičných metabolických poruch 

v Praze. Výsledky těchto analýz slouží k prevenci, prognóze i léčbě onemocnění 

a u postižených rodin byla umožněna prenatální diagnostika. Výsledky byly publikovány 

v několika domácích i zahraničních odborných časopisech a prezentovány na mezinárodních 

konferencích. Některé z publikací byly dále citovány. 
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7 Podíl autora na řešené problematice a poděkování 

 

V rámci jednotlivých kapitol se autorka podílela zejména na částech souvisejících 

s molekulární analýzou onemocnění, konkrétně: 

Kapitola 1: Klinická, biochemická a molekulárně biologická analýza vybraných dědičných 

poruch metabolismu organických kyselin: 

• zavedení metod pro molekulární analýzu a vyšetření pacientů s poruchou metabolismu 

ketonových látek (deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyázy a β-ketothiolázy), 

a u pacientů s methylmalonovou acidémií 

• korelace genotypu a fenotypu onemocnění 

Kapitola 2: Charakterizace X-vázaného syndromu spojeného s delecí několika genů 

na chromozómu X: 

• zavedení metod a zjištění rozsahu delecí u pacientů s X-vázanou agammaglobulinémií 

pomocí PCR prób 

Kapitola 3: Studium molekulární podstaty mukopolysacharidózy typu IIIC 

• poziční klonování a vazebná analýza genu HGSNAT 

• molekulární analýza genu HGSNAT u pacientů u pacientů s MPSIIIC 

• charakteristika molekulárních vlastností genu HGSNAT - identifikace transkriptů, 

identifikace 5’-konce transkriptu 
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9 Seznam použitých zkratek a nomenklatura 

3KTD  deficit 3-ketothiolázy 
AcAc  acetoacetát 
AdoCbl adenosylkobalamin 
AK  aminokyselina 
ATR  ATP : kobalamin(I) adenosyltransferáza 
CGH  komparativní genomová hybridizace 
cDNA  kódující DNA 
cM  centiMorgan 
DDS, DDP dystonia-deafness syndrom 
HL  3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyáza 
HGSNAT heparin acetyl-CoA: α-glucosaminide N-acetyltransferase 
LINEs  long interspersed elements 
LSDs  lysozomální onemocnění 
LOD  logarithm of the odds 
MeCbl  methylkobalamin 
MCEE  DL-methylmalonyl-CoA racemáza 
MMA  methylmalonová acidémie/acidúria 
MCM  methylmalonyl-CoA mutáza 
MPS IIIC mukopolysacharidóza typu IIIC 
MTS  Mohr-Tranebjaerg syndrom 
NMD  nonsense mediated decay 
ORF  otevřený čtecí rámec 
PCR  polymerázová řetězová reakce 
RT-PCR reverzní transcripce PCR 
SINEs  short interspersed elements 
SNP  single nukleotide polymorphism 
STR  short tandem repeats 
T2  mitochondriální acetoacetyl-CoA thioláza 
VNTR  variable number of tandem repeats 
XLA  X-vázaná agammaglobulinémie 
   

Nomenklatura: Mutace byly pojmenovány ve shodě s Human Genome Variation Society 

http://www.hgvs.org/.  

Kvůli přehlednosti je většina mutací v práci popsána na úrovni proteinu, vliv mutace na 

proteinovou strukturu nebyl experimentálně zjišťován, jedná se o předpokládaný vliv. 
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