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Abstrakt

Fabryho choroba je X vazanym onemocnénim zptisobenym mutaci v genu GLA,
ktery koduje lysozomalni enzym oa-galaktosiddizu A. Defekt enzymu vede k
progresivnimu ukladani neutralnich glykosfingolipidt v lysozomech, coz ma vyznamné
fyziologické implikace. Fabryho choroba je velmi variabilni ve svém klinickém
projevu. Pfi¢inou je kombinace mnoha faktord, z nichz ne v§echny jsou znamé. Ackoli
heterozygotni zeny jsou nositelkami 1 zdravé alely, nejsou asymptomatické a
onemocnéni se u nich manifestuje, sic obvykle v mirnéjsi podobé¢. Jelikoz u zen dochazi
k inaktivaci jednoho z X gonozomu, muze dojit k vychyleni poméru gonozomu ve
prospéch mutované alely, a tedy pravdépodobné ke zvySeni zavaznosti projevu. Na
téma zeSikmeni X inaktivace u pacientek byly publikovany cetné studie s
protichtidnymi zavéry. Ugelem této prace je zhodnotit piivodce fenotypové variability u

hemizygotl a u heterozygotek se zeSikmenim X inaktivace.

Kli¢ova slova: Fabryho choroba, o-galaktosidaza A, gen GLA, neutralni

glykosfingolipidy, X inaktivace, heterozygotky

Abstract

Fabry disease is an X linked illness caused by mutation in the GLA gene which
codes lysosomal enzyme a-galactosidase A. The defect of this enzyme leads to
progressive storage of neutral glycosphigolipids in the lysosomes which has significant
physiological implications. Fabry disease has very variable clinical manifestations
because of the combination of many factors, yet not all of them are known. Even though
heterozygotic women carry also a wild type allel, they are not asymptomatic. Their
symptoms, however, are usually in a milder form. Due the random inactivation of one
of the X gonosomes, there is a posibility of skewed X inactivation pattern, which may
inflict an increase of symptoms on the disordered woman. Many studies concerning X
inactivation have been published, however their conclusions were contradictory. The
purpose of this work is to summarise the causes of fenotypic variability in hemizygotes

and heterozygotes with skewed X inactivation.

Key words: Fabry disease, a-galactosidase A, GLA gene, neutral

glycosphyngolipids, X inactivation, heterozygotes



Obsah

L UVOA e 1
2. FabryNo CROMODA..........cuiiiice e 3
2.1. BioChemiCKe PICINY FD ...c.ocuiiieieiiiiiiiesiisie ettt st 3
2.1. Charakteristika a metabolismus neutralnich glykosfingolipidli ..........cccoovnivviiiinennnnne. 3

2.2. Alfa-galaKtoSIAAZa A.......coiveieiiiiiiiise s 5

2.2. GENELIKA FD ... s 7
2.2.1. GLA QBN et 7

2.3. Fenotyp a klinické projevy ChorobY .........ccciiiiiiiiiiiiee e 9
2.3.1. KIASICKA VATTANLA .....c.viiiieiiiiiiic st 9
2.3.2. DalST VATIANLY ...oiviiiiieiieitie ittt n e sbe e b e 11
2.3.3. Manifestace FD u heterozygotnich Zen...........ccocuovvveiiieneiciiiiise e 12
2.3.4. Pri¢iny variability fenotypt a korelace genotypu a fenotypu.........ccccceevvereericinennn 12

2.4. Diagnostika a MOZNOSH 1ECDY .......cciviiiiiiiiiieii i e e 13
B B T Vo 41015 11 VOSSR 13
2.4.2. TRIAPIE. ... eeeeetiett ettt ettt ettt h bbb bbbt bbb r et r s 15

3. Vztah X inakKtivace K FD ......c.ccoiiiiiiiiiii s 17
3.1 XNAKEIVACE ...t 17
3.3 X ZESIKIMENI ...ttt et 18
3.4, FD @ ZESTKIMENI . .....ecviiiiiiiiiiiii ettt ettt sttt b e b e 19

A ZAVET oot E e E bt e R Rt R bRttt ere s 22
5. Seznam pouZityCh ZKIateK.........coveiviiiiiiiiiie e 23

6. SezZNam POUZILE ITLETALUTY .......ccvviveeieriieiieite ettt bbbt n e re e nnas 24



1. Uvod
Fabryho choroba (FD; OMIM 301500) je vrozena porucha katabolismu

glykosfingolipidi vedouci k hromadéni neutralnich glykosfingolipidi, a to pfedevsim
globotriaosylceramidu, v lysozomech (Sweeley & Klionsky 1961). Jeji pii¢ina spoc¢iva
Vv absentujici aktivité enzymu o-galaktosidazy A (a-Gal), ktera odstépuje a-galaktosyl
z glykosfingolipidu. S porusenim funkce enzymu dochazi k akumulaci zminénych
metaboliti v lysozomech (Vance et al. 1975).

Za defektem enzymu stoji mutace v genu GLA lokalizovaném na dlouhém
raménku chromozomu X v oblasti Xg22 (Bishop et al. 1988). Lokalizace na X
gonozomu determinuje dédi¢nost choroby. Muzi hemizygoti maji dcery ptenaSecky a
zdravé syny. Zeny heterozygotky maji 50 % dcer pienaseek a 50 % synil postizenych
onemocnénim. Oznaceni heterozygotnich zen jako pfenaSecek, je vSak nedostatecné a
nevystihuje pIn¢ projevy u Zen (Germain 2012). Kvili nahodné inaktivaci jednoho z X
chromozom u Zen, lyonizaci, miize dojit k X zeSikmeni ve prospéch mutované alely, a
Zena poté manifestuje symptomy FD, byt typicky v mirn&j$i podob¢ nez u hemizygott
(Lyon 1961; Street et al. 2006). Srovnani fenotypového projevu v zavislosti na pohlavi
je jednim z cili prace.

FD je multiorgdnovym onemocnénim S velmi variabilnimi klinickymi projevy,
odvislymi zejména od residualniho mnozstvi aktivniho enzymu. Klasickymi symptomy
FD jsou akroparestézie v koncetinach, hypohidréza, abdominalni bolesti a kieCe spojené
S pocitem naplnéni 1 po menSim jidle, dale koZni projevy v podobé angiokeratomii
prevazné v oblasti tfisel a podbfisku, cornea verticillata a o¢ni katarakt. Hromadéni
glykosfingolipidli v buiikach ledvin progresivné zhorSuje jejich funkci. Selhani ledvin
mezi Ctvrtym a patym deceniem je tak castou pfi¢inou smrti. FD postihuje také
obéhovou soustavu. ZasaZen je endotel cév a srdecnimi projevy byva leva ventrikularni
hypertrofie, arytmie, infarkt myokardu a abnormality chlopni. Pacienti maji vyssi riziko
mozkové mrtvice a krvaceni do mozku (MacDermot et al. 2001).

Klasickou formu FD, s manifestaci vSech ptiznakut, vSak vykazuje pouze 30 %
pacientl. VétSina pacienti vykazuje pouze nckteré symptomy a to Vrizné mire
zavaznosti. Krom klasické varianty rozeznavame jesté kardidlni variantu, kdy postizeny
je jinak asymptomaticky a jedinym zasazenym organem je srdce (Scheidt et al. 1991).
Podobné¢ je rozliSovana renalni varianta s projevy omezenymi na ledviny (Nakao et al.

2003). Popsana sife fenotypového projevu je znacna, coz velmi znesnadiuje diagndzu.



Vcasna diagnéza je nutna pro nasazeni enzymové terapie, ktera zvysuje veék doziti i
kvalitu zivota pacientti (Germain et al. 2015).

Udavana frekvence vyskytu je 1:40000 v celkové populaci. Novéjsi plosné
studie v8ak ukazuji na daleko vyssi prevalenci 1:7057 (Inoue et al. 2013; Thomas 2007).
Obtizna diagnostika tedy pravdépodobné skryva skutecnou incidenci choroby.
Onemocnéni bylo poprvé popsano nezavisle na sobé dvéma dermatology, a to Fabrym

v Némecku a Andersonem v Anglii, v roce 1898.



2. Fabryho choroba
2.1. Biochemické pric¢iny FD
2.1. Charakteristika a metabolismus neutralnich glykosfingolipidt

FD je zpisobena hromadénim neutralnich glykosfingolipidi, zejména
globotriaosylceramidu a globotriaosylsfingosinu (Pastores & Lien 2002). Nasledujici
radky priblizi jejich vyskyt a metabolické procesy, kterych se v lidském téle ticastni.

Glykosfingolipidy jsou soucasti pocetné rodiny latek vyskytujicich se
v membranach lidskych bunék a to jak v membrané cytoplasmatické, tak v membranach
organel jmenovit¢ lysozomu nebo Golgiho aparatu (Thompson & Tillack 1985).
V krevni plasmé jsou vazany na lipoproteiny, ponejvice pak na low density lipoproteiny
(Dawson et al. 1976).

Lipidickou ¢ast glykosfingolipida tvoti hydrofobni ceramid. Ceramid se sestava
ze Ctyf sfingosini a pres amidovou vazbu navazaného fetézce riznych mastnych
kyselin. U neutralnich glykosfingolipidli, u kterych dochazi ke stfadani, se jedna o
nasycené¢ a mononasycené kyseliny s fetézci dlouhymi Sestnact az dvacet Sest uhlika.
Na ceramid se pfes jeho terminalni hydroxyl vazi cukerné zbytky. Cukernou casti
molekuly mtze byt jednoduchy monosacharid, ¢i bohaté vétveny oligosacharid s vice
nez dvaceti cukernymi zbytky (Simon et al. 1990). Glykosfingolipidy, které se stfadaji u
nemocnych, jsou svym slozenim totozné s glykosfingolipidy u zdravych jedinct
(Martensson 1966).

Mezi hlavni glykosfingolipidy, hromadici se u pacientd sFD, patfi
globotriaosylceramid (Gb3). Gb3 se akumuluje ponejvice v lysozomech bunék endotelu
cév, v bunkéach hladké svaloviny a také parietdlnich bunikdch a epitelidlnich bunkéach
vétSiny vnitinich organll. Mezi organy, nejsilngji zasazené, patii ledviny, dale pak aorta,
slezina a jatra. AvSak zvySené koncentrace Gb3 vykazuji vSechny tkané a buné&cné
populace, vyjma erytrocyta (Schibanoff et al. 1966). Modely na GLA knockout mysich
detailnéji ilustruji stizeni jednotlivych organu, viz Tab. 1 (Sueoka, Aoki, et al. 2015).



Tab. 1: Srovnani koncentraci Gb3 u GLA wild-type mysi a GLA knockout mysi

vzorek Gb3 Wild-Type [ng/mg] narust Gb3 u GLA KO
srdce samce 0.8640.21 1127 %
srdce samice 14-0.3 1300x
ledvina samce 120420 81x
ledvina samice 7029 200 x
jatra samce 1.240.4 4166 x
jatra samice 1.8+1.4 3TTTX
plasma samce 0.016%0.004 2T3%
plasma samice 0.01840.002 155%

Prevzato Sueoka et al. (Sueoka, Aoki, et al. 2015)

U lidskych pacientd hemizygoti jsou koncentrace Gb3 zvysSené tficetkrat az
tfistakrat v zavislosti na pfislusném organu oproti zdravym jedinciim. U padesatileté
symptomatické heterozygotni Zeny se koncentrace Gb3 ve vzorcich ze srdce, jater a
ledvin zvysily proti zdravym kontrolam 3,2x; 3,7x; 6,8x (Hozumi et al. 1990).

Druhym vyznamnym neutralnim glykosfingolipidem je galabiosylceramid.
Stejné jako Gb3 se galabiosylceramid abnormalné akumuluje u postizenych hemizygoti
a v mensi mife 1 U heterozygotek. Rozsifeni galabiosylceramidu je vSak oproti Gb3
tkanove specifické a k jeho detekci dochézi pouze v ledvinach, slinivce, pravém srdci,
plicich, mo¢ovém sedimentu a gangliich sympatiku (Schibanoff et al. 1966).

Dale u lidi stizenych FD skrevni skupinou B a Bl dochazi k hromadéni
glykosfingolipidu funkéniho vzorce: [Gal(al — 3)Gal(2«<—1aFuc)(Bl — 3)GlcNAc(B1
— 3)Gal(Bl — 4) Glc (Bl — 1")Cer], ktery je povrchovym antigenem v ptipadé krevni
skupiny B a glykosfingolipidu funk¢niho vzorce: [Gal(al — 3)Gal(2«—1aFuc)(pl —
4)GIcNAc(Bl — 3)Gal(pl — 4) Gle(Bl — 1")Cer] u skupiny B1 (Asfaw et al. 2002).
V obou piipadech dochazi k akumulaci v buiikach pankreatu (Wherrett & Hakomori
1973). Z toho vyplyva, ze u nositell skupin B a Bl dochazi k stfadani navic dvou
glykosfingolipidd proti nositelam skupin A a 0.

Biosyntéza neutrdlnich glykosfingolipidi probihda skrze sekvenci na sebe
navazujicich enzymatickych reakci, zahrnujicich adici monosacharidovych jednotek.
Enzymy, syntézy se ucastnici, patii do skupiny glykosyltransferaz. Pro FD jsou

vyznamné alfa-galaktosyltransferazy, nebot’ jejich odliSnda pfitomnost v rznych



bunéénych populacich vede k tkanoveé specifickému postizeni organt (Stults et al.
1989). Katabolismu glykosfingolipidii se i¢astni skupina specifickych exoglykosidaz,
které maji funk¢ni optimum v kyselém pH a jsou pievazné lokalizovany v lysozomech.
Defektni alfa-galaktosidaza A, podilici se na katabolismu, vede k propuknuti FD (Vance
et al. 1975; Sandhoff & Kolter 1998).

Obr. 1: Reakce katalyzované a-Gal. a) obecny reakéni mechanismus katalytické reakce
odstépeni terminalniho galaktosylu. b) zdznam rozpadu globotriaosylceramidu (Gb3),

hromadiciho se v lysozomech, na galaktézu a lactosylceramid
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Prevzato Garman et al. (Garman & Garboczi 2004)

2.2. Alfa-galaktosidaza A
Enzym o-galaktosiddaza A Se vaze na substrat a Stipe a-glykosidickou vazbu

mezi terminalni galaktozou a laktosylceramidem. Struktura o-Gal byla ur¢ena



rentgenovou krystalografii s rozlisenim 3,25 A. Enzym se v aktivni formé vyskytuje
jako homodimer. Monomer se sestava ze dvou domén. Doména (/ag) obsahuje aktivni
misto enzymu a 31 aminokyselin dlouhou signalni sekvenci (Bishop et al. 1988). Po
odstépeni signalni sekvence vznika peptid ¢itajici celych 299 aminokyselin, stacejici se
v barrel, ve kterém je lokalizovano aktivni misto. Druhd C-termindlni doména
monomeru, tvofena aminokyselinami 331 az 429, obaluje doménu prvni. Cely funkéni
dimer ma 101 kDa, lascivni konkdvni tvar s rozméry pohybujicimi se okolo 75 A x 75
A x50 A, povrch dimeru mé plochu 2200 A? a zdélenost obou aktivnich mist je 50 A
(Garman & Garboczi 2004).

Obr. 2: Struktura monomeru o-Gal. N konec kolorovan modie, C konec &ervené.

Vcentru domény 1 se nachézi aktivni centrum s pfitomnou molekulou galaktdzy

Prevzato Garman et al. (Garman & Garboczi 2004)

Reak¢éni mechanismus spociva ve dvou po sobé nasledujicich nukleofilnich
atacich. Prvniho se ucastni aspartat D170, rozrusujici glykosidickou vazbu za vzniku
kovalentni vazby enzym-substrat. Poté reakce pokracuje deprotonaci molekuly H,O
aspartatem D231. Dochazi k dal$imu nukleofilnimu ataku na C; uhliku a-galaktosylu.
Tim se rozpadda komplex enzym-substrat za vzniku galaktézy a laktosylceramidu
(Vasella et al. 2002).



Dimer ma relativné vyrazny zéporny naboj s pomérem 47 karboxylovych skupin
ku 36 bazickym. Pfedpokladany naboj pfi neutralnim pH je -11. AvsSak je nutné brat
V potaz, Ze misto ucinku enzymu je kysel¢ prostiedi lysozomu a tedy nckteré
karboxylové kyseliny se protonuji, ¢imz se negativni naboj snizuje. Negativni naboj
samotného peptidu dale zvysuje N-glykosylace na tfech mistech pro kazdy monomer, a
to hlavn¢ fosforylace a sialyzace (Garman & Garboczi 2004). 1zoelektricky bod enzymu
se Vv zavislosti na zdrojové tkani pohybuje mezi hodnotami 4,3 az 5,1. Maximalni
efektivitu galaktosidaza vykazuje pii hodnotach pH 4,6 (Beutler & Kuhl 1972).

Jelikoz enzym vykazuje velmi malou konforma¢ni zménu po vazb¢ substratu do
aktivniho mista, pravdépodobné nedochazi mezi dvéma aktivnimi centry enzymu ke

kooperativité (Bishop & Desnick 1981).

2.2. Genetika FD
2.2.1. GLA gen

FD je zpusobena mutaci v genu GLA, jehoz lokus je lokalizovan na dlouhém
raménku X chromozomu v oblasti Xq 22.1 (Grzeschik et al. 1972). Pozice genu GLA na
X gonozomu urcuje zpusob dédicnosti. Hemizygot pfenasi mutovanou alelu na vSechny
své dcery. Heterozygotky maji 50 % synu stizenych a 50 % dcer heterozygotek
(Thomas 2007).

Gen, o velikosti 12,436 kbp, koduje protein a-galaktosidazu A. GLA obsahuje
sedm exont (Bishop et al. 1988). Jsou znamy mutace ve vSech sedmi exonech. K datu
bylo publikovano 845 mutaci (www.hgmd.cf.ac.uk). Typové rozliSeni mutaci
zpusobujicich FD je pestré, nejcastéji se jedna o bodové mutace missense a 0 méné
pocetné nonsense mutace. Dale pak setfihové mutace, zpisobené¢ zmeénou exon-
intronovych rozhrani. Dochazi i k delecim i inzercim rizného rozsahu. V genu GLA
dochdzi 1 k drobnym piestavbam. Zvlasté nachylny k prestavbam je exon 7. Ohniskem
téchto ptestaveb je oblast 353 - 365, analyza vtomto useku odhalila Ctyfikrat se
opakujici dinukleotidové repetice AT a GA. Coz pravdépodobné zvySuje chybovost
béhem DNA replikace v replikacni vidlicce. Podobnym ohniskem piestaveb je jesté
oblast 111 - 122 na exonu 2 (Eng et al. 1997). Vzacnym druhem pfti¢iny lysozomalniho
sttadani je komplexni pfestavba intronovych oblasti. Tyto pfestavby mohou vést k down

regulaci mRNA a tim i snizovat expresi GLA (Gervas-Arruga et al. 2015).



Studie zabyvajici se strukturou a funk¢nosti mutované a-Gal, uvadi rozmanity
vliv konkrétnich mutaci na enzym a to od zmény polarity az po zménu tvaru a objemu
molekuly. V celkovém pohledu nejvétsi procento bodovych mutaci narusuje hydrofobni
interakce proteinu, coz je v rozporu s puvodnim piedpokladem, Ze hlavni pii¢inou
nefunk¢nosti proteinu budou mutace postihujici aktivni centrum enzymu. Mutaci
pozménujicich aminokyselinové slozeni aktivniho mista enzymu je ve skuteCnosti
pouze 10 %. FD je tedy lépe povazovat za protein folding chorobu (Garman 2011;
Filoni et al. 2011). Vyvoj studie mutaci ilustruje Tab. 2.

Tab. 2: Tabulka vyvoje popisu novych mutaci genu GLA a pocet publikaci s ptislusnou

tematikou

rok  missense jiné celkem pocet publikaci

1995 D2 49 101 20
2000 128 110 238 46
2005 257 192 449 86
2010 373 261 634 138
2015 457 314 771 184

Prevzato Lukas et al. (Lukas et al 2015).

Vzhledem k diverzit¢ mutaci neni ptekvapenim, Ze jednotlivé postizené rodiny
vétSinou maji svou vlastni unikdtni mutaci. Tato unikétnost znacn€ znesnadnuje
predikci vyvoje onemocnéni u pacienti. Jsou také znamy piipady vzniku de novo
mutaci a germinalniho mosaicismu. leomolo a kolektiv popsal ptipad muze
manifestujiciho klasickou formu FD. Po sekvenaci byla zjisténa zaména v nukleotidu
453 7 G na C, a kodon plivodné piekladany v aspartat nové kddoval histidin. Piibuzni,
vSak az na jednoho, vSichni nesli wild type alelu genu. Jediny se stejnou alelou byla
dcera probanda (lemolo et al. 2014). Dalsi pfipad de novo mutace u manifestujiciho
pacienta byl zaznamenan Pisanim et al. Hemizygot s mutaci v nukleotidu ¢.901 C>T
exonu 6 bez zadné rodinné historie choroby (Pisani et al. 2015). V roce 2005 byl na
padé Ustavu dédiénych metabolickych poruch v Praze Dobrovolnym popsan piipad
dvou sester, nesoucich stejnou mutaci genu GLA. Rodice pacientl neprojevovali zadné

ptiznaky choroby. Co vic, po testovani leukocyti z periferni krve ani po vytéru bukalni



sliznice a ani po mocovém sedimentu nebyly u rodi¢l nalezeny mutované alely.
Genotypovou analyzou byl zjistén zdroj mutované alely u pacientek v paternalni linii.
Nasledné vySetfeni spermatu otce prokazalo pfitomnost wild type i mutované alely.
Dobrovolny et al. vidi pfi¢inu v germinalnim mosaicismu otce a mutaci v zarode¢ném
vyvoji spermatogonii (Dobrovolny et al. 2005). VySe uvedené piipady dokladaji, ze
diagnostika by méla byt zalozena na projevech pacienta. Chybéjici rodinnd anamnéza

FD nijak nevylucuje.

2.3. Fenotyp a Kklinické projevy choroby

Klinické projevy choroby prameni z progresivniho ukladani glykosfingolipidii
ve tkanich postizeného. Vzhledem k vySe popsané pestrosti genetickych pfi¢in, pacienti
s FD nevykazuji jednotny fenotyp nybrz celou plejadu projevt v rizné mite zdvaznosti
a rychlosti progrese. Fenotypovy projev FD je délen na Klasickou variantu, ktera se
tyké ptfedev§im hemizygotli s minimalni aktivitou alfa-galaktosidazy, pak na Kardidlni a
Rendlni variantu, projevujici se u pacientli se zbytkovou aktivitou a-Gal. Median doziti
u hemizygota se pied zavedenim dialyzy a transplantace ledvin pohyboval okolo 40 let,
s vyvojem mediciny se zvysil na 50 let, coZ stale predstavuje zkraceni zivota primérné

0 20 let (Colombi et al. 1967; MacDermot et al. 2001).

2.3.1. Klasicka varianta
Neuropaticka bolest

Objevuje se prumérné ve veékovém rozmezi 4. az 12. roku, ale Casto se u
pacientli objevi pozdéji. Bolest je spousténa horkym pocasim, fyzickou zatézi, ptijmem
alkoholu, horeckou, ale 1 bez znamé pfi¢iny. Lokalizace bolesti je pievazné
vV koncCetinach, kde se projevuje pocitem paleni. N&ktefi pacienti maji zkuSenost s
idiosynkratickou bolesti. Bolest se miiZze vyskytovat jako dlouhodoba konstantni bolest
nebo jako ndhly naval prudkych bolesti, trvajicich i n€kolik dni. Median skore bolesti
je, na stupnici 0-10, u hemizygoti 5. U nékterych pacientt bolesti s vékem ustanou,
pramérné kolem 24. roku. U déti se vyskytuje nepiijemna citlivost rukou a koncetin

béhem obvyklych détskych onemocnéni (MacDermot et al. 2001).

Selhani ledvin
Mira 1 vék, pfi kterém dochazi k selhani ledvin, je velmi variabilni mezi

postizenymi rodinami. Pfi¢inou je hromadéni glykosfingolipidi, hlavné Gb3,



v podocytech, epitelidlnich bunkach a tubularnich bunkéach distdlniho kanalku a
Henleovy klicky. Nemoc se potom manifestuje proteinurii, poklesem glomerularni
filtrace vedouci k chronickému onemocnéni ledvin a progresi ke kone¢nému renalnimu
selhani v détstvi je vSak velmi vzacna (Najafian et al. 2011; Waldek & Feriozzi 2014).
Srdce a cévy

Zasazeni srdce je Castym symptomem u pacientl s FD. Srdecni projevy spocivaji
Vv koncentrické levé a pravé ventrikularni hypertrofii a zvetSeni levého atria. Studie na
padesati postizenych (vék 45 £+ 2 roky, 50 % muzi) odhalila zasazeni srdce u 48 %
pacientil, pficemz ve srovnani s kontrolami méli o 34 % zbytnélé levé ventriculum. U
zen dochazi diive k fibrotickym zménam myokardu nez hypertrofii (Kozor et al. 2016).
Na samotné hypertrofii se podili pfedevs§im papilarni svalstvo (Kozor et al. 2015). Na
ultrazvuku jsou patrné abnormality srdecnich chlopni v podobé mitralni regurgitace a
tloustnuti aortalni chlopné. Pfi¢ina abnormalit je shledavana jak v sttddani v samotnych
chlopnich, tak sekundarn¢ deformaci srdce (MacDermot et al. 2001; Lubor Golan, ustni
sdéleni). Brachialni %FMD (flow-mediated dilation) je sniZzeny, naopak IMT (intima

media thickness) v karotid¢ je zvySeny (Rombach et al. 2012).

Gastrointestindlni obtize

Gastrointestindlni obtiZze se projevuji hlavné abdomindlni bolesti, popisovanou
jako kolika, ¢i paleni v niz§im abdomenu. Dale pak nauseou, zvracenim, pocitem
naplnéni 1 po menSim jidle nebo citlivosti kiize na bfiSe. Symptomy se objevuji
nejcastéji po jidle. VySetfeni bariem, gastroskopii nebo kolonoskopii se ukazuje u
pacienti v pofddku. Symptomy se zacinaji projevovat jiz v détském veéku. Jako
disledek obtizi je sniZzeny pifijem potravy a niz§i hodnoty BMI (FD pacienti
gastrointestinalnimi  komplikacemi vykazuji BMI 18,6 oproti asymptomatickym
nemocnym s BMI 254 (MacDermot et al. 2001)). Pfi¢ina problému souvisi
S poskozenim cév zasobujicich nervy inervujici GIT (Pensabene et al. 2016; Lubor

Golan, tstni sdéleni).
Angiokeratomy

Tato charakteristickd vyrazka se objevuje mezi 14. az 16. rokem u hemizygotu.

Léze sestavajici z dilatovanych kapilar, které po tlaku nemizi, se vyskytuji v oblasti
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ttisel. S vékem pribyvaji na cetnosti, tmavnou, vystupuji z kize a rozsifuje se misto

jejich vyskytu.

Dalsi symptomy FD

Byly zaznamenéany piipady poruch sluchu, a to unilaterdln¢ i bilaterdlné¢ ve
frekvencich 2-3 kHz. Nékteti pacienti popisuji extrémni unavu a slabost. Do jisté miry
dochazi k dysmorfii obli¢eje. Dalsim projevem onemocnéni je ¢asteCna nebo celkova
hypohidroza, vedouci k prehiivani a nesnasenlivost horka. O¢ni projevy piedstavuje
¢asteCna neprasvitnost rohovky, neposkozujici zrak. Cerebrovaskularni postizeni
zahrnuje Casnou mrtvici ¢i zavrat' (Desnick et al. 2007; MacDermot et al. 2001;

Germain 2012). Symptomy FD a jejich frekvenci vyskytu popisuje Tab. 3.

Tab. 3: Souhrnny vyc¢et klinickych projevu a jejich frekvenci vyskytu u pacienti s FD

symptom procento manifestujicich  pocet vySetienych
Neuropatickd bolest 17 93
Angiokeratomy ul 73
Hypohidréza 56 52
Konec¢nd faze rendlniho selhdni 31 84
Proteinurie 84 44
Abnormadlni funkce ledvin 47 60
Bolest na hrudi 56 61
Leva ventrikuldrni hypertrofie 88 3¢
Abnormality srde¢nich chlopni 29 3
Gastrointestinalni obtize 69 70
Unava 62 61
Oblicejova dysmorfie 56 41
Abnormadlni audiogram 78 23

Prevzato MacDermot (MacDermot et al. 2001).

2.3.2. Dalsi varianty
Kardialni varianta

Pacienti s kardialni formou FD jsou prakticky bez klinickych pfiznakt po
vétsinu zivota. Oproti klasické formé maji alespon residualni mnozstvi aktivni a-Gal.
Kardidlni varianta je spojena s projevy jako jsou kardiomegalie a to ve formé
hypertrofie levé komory a mezikomorového septa, dale pak kardiomyopatie. Tkanové
biopsie prokazuji, Ze k hromadéni Gb3 dochazi v myokardu, nikoli v§ak v endotelu cév
(Elleder et al. 1990; Morrissey et al. 2011). To doklada, Ze i nizké koncentrace enzymu
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predchazi poskozeni cév (Desnick et al. 2007). Vzhledem k tomu, Ze se kardialni forma
projevuje poskozenim srdce ve vyssim veku, je pomérné obtizné rozpoznavana. Plosny
screening pacientil s nevysvétlenou levou ventrikuldrni hypertrofii ukazuje, ze az 4 %

ptipadt jsou zpisobena pravé FD (Palecek et al. 2014).

Rendlni varianta

Byly popsany piipady hemizygoti s omezenim projevii FD na postiZzeni ledvin.
Renalni formu poprvé rozlisil Nakao et al. Podobné jako u kardidlni varianty maji
pacienti residualni aktivitu a-Gal (pfiblizn¢ mezi 1 az 10 % normalu) (Nakao et al.
2003). Plosny screening paciantt na dialyze v Japonsku odhalil prevalenci FD 0,02 %
(Saito et al. 2015).

2.3.3. Manifestace FD u heterozygotnich Zen
Ptesto, ze FD je oznacovana jako X-recesivni onemocnéni, jsou heterozygotky

Casto postizeny (Street et al. 2006). Heterozygotni Zzeny manifestuji celé spektrum
projevit FD od prakticky asymptomatickych piipadt az po klasickou formu FD (Eng et
al. 2007). U vysokého procenta zen se vyviji poSkozeni vnitinich organt, predevsim
srdce a méné Casto ledvin (Hozumi et al. 1990). Ackoli toto posSkozeni se projevuje se
zpozdénim okolo deseti let proti hemizygotim. Z 1077 Zen registrovanych v Fabry
registry 69,4 % vykazovalo né&jaké piiznaky FD (www.fabrycommunity.com). Vékovy
median prvniho klinického projevu byl 13 let. 20 % Zen ve vékovém medianu 46 let

vykazovalo cerebrovaskularni, kardilni, ¢i renalni piihody (Wilcox et al. 2008).

2.3.4. Prriciny variability fenotypii a korelace genotypu a fenotypu
PIné vysvétleni fenotypové Sife nebylo dosud publikovano a stile probiha

vyzkum. Korelace genotypu a fenotypu byla ¢etnymi pracemi do jisté miry vyvracena.
Byly popsany piipady, kdy pfes zndmou mutaci indukujici FD proband nevykazoval
zadné priznaky a naopak, proband manifestujici bez mutace v GLA (Colomba et al.
2015) Jsou znamé mutace sriznym efektem na fenotyp, napf. mutace C142X
zpusobujici jak klasickou tak rendlni variantu, ¢i mutace R301Q s kardidlnimi, nebo
renalnimi projevy (Altarescu et al. 2001; Topaloglu et al. 1999; Germain et al. 2002).
Coz vsak neznamena, ze by se vztah mezi genotypem a fenotypem zcela ztracel. Byla

sesbirana souhrna data z deseti publikaci o 281 nositelech mutace v genu GLA. Data

12



zahrnuji 235 mutaci. U 26 z nich byl dohledan vice nez jeden nositel a mohla byt
zkontrolovana korelace s fenotypem. Konflikt se prokazal u 5 mutaci, tedy u 19,2 %. To
doklada, ze mutacni analyza mtize mnohé napovédét, ale v zadném piipadé neni zcela
prukazna (Altarescu et al. 2001; Eng et al. 1997; Germain et al. 2002; Inoue et al. 2013;
Oder et al. 2016; Saito et al. 2015; Dobrovolny et al. 2005; Medical & Hospital 1997;
Topaloglu et al. 1999; Shabbeer et al. 2006).

Zavaznost jednotlivych mutaci je riznd. Nonsense mutace a veétsi prestavby ¢i
mutace aktivniho centra jsou spojeny s téz§i klasickou formou FD, mirngjsi varianty,
jako kardialni a renalni, jsou spojeny vylu¢né s missense mutacemi. Tyto poznatky
naznacuji 1 jiny zdroj variability nez mutace v genu GLA. V jedné z ptedchozich kapitol
byl zminén vliv krevni skupiny na pocet hromadicich se glykosfingolipidii. Krevni
skupina B mize posunout onemocnéni k téz8imu projevu (Ledvinova et al. 1997).
Nékteti autofi zmifuji i environmentalni faktory ovliviiujici fenotyp, avSak nijak je
nekonkretizuji a jedna se spiSe o spekulace (Nakao et al. 2003). FD je ze stiadavych
lysozomalnich onemocnéni, jako napt. Tay-Sachsova choroba (Lew et al. 2015),
porucha srelativné pomalou progresi. Coz v dusledku zvyraziiuje individualni
odliSnosti pacientli, jako residudlni mnozstvi aktivniho enzymu nebo genetické
predispozice zasazenych organti. Variabilita klinickych projevil je jesté¢ vyraznéjsi u

heterozygotnich zen. Tuto skute¢nost osvétli fadky nasledujicich kapitol.

2.4. Diagnostika a moZnosti 1écby
2.4.1. Diagnostika

Vcasna diagnostika FD je krucidlni pro nasazeni vhodné terapie, kterda muze
predejit projeviim choroby. Zasadni je rozpoznani symptomil oSetfujicim lékafem, které
ale pro §ifi projevll je velmi obtizné a ¢asto vede ke Spatné diagnoze. Zpétnou analyzou
bylo zjisténo, ze v Némecku dochazi ke zpozdéni diagnézy u muzii o 13 let a u zen
dokonce o0 17 let (Hoffmann & Mayatepek 2009).

Po klinickém podezieni na onemocnéni je u pacienta zmétena aktivita enzymu
a-Gal. Stanoveni aktivity je zakladnim testem, avSak u heterozygotek nemusi byt viibec
vypovidajici, kviili ndhodné X inaktivaci. Nasleduje sekvenace genu GLA a mutacni
analyza. Mutacni analyza muze prozradit, jakym zpiisobem se u pacienta onemocnéni
projevi, pfima spojitost mezi genotypem a fenotypem je vsak problematicka (Gal et al.

2011).. Pro vySe uvedené¢ je mozné tvrdit, ze FD se pravdépodobné v populaci
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vyskytuje ¢astéji, nez je predpokladano. Stejné tak jesté neni vytvorena metodika, ktera
by s jistotou dokazala vést k 100% diagnoze.

Stanoveni aktivity o-Gal je provadéno na syntetickém substratu 4-
methylumbellylferyl-a-D-galaktosidu (Kint 1970). Dalsi moznosti Stanoveni je vyuziti
hmotnostni spekrometrie (Zhang et al. 2010). V obou piipadech je nutné inhibovat a-
galaktosidazu B a-N-acetylgalaktosaminem, tento isoenzym miuize vykazovat afinitu ke
stejnym substratim jako a-Gal, a tak zpusobit faleSnou negativitu testu (Gal et al.
2011). Dale je doporucovano pouzit pro kontrolu kvality vzorku B-galaktosidazu. Jako
vzorek nejcastéji slouzi leukocyty z periferni krve. Dals$i moznosti je plasma, avsak je
nutné pouzit silngjsi acetatovy pufr a pfi inkubaci plasmy dochdzi K snizeni aktivity
enzymu az na 20 %. Pouziti fibroblastii jako materidlu pro enzymovou analyzu neni
ptili§ vyuzivdno, hlavné pro invazivni zptsob jejich ziskani. JelikoZ vySetfeni aktivity
a-Gal neni relevantni pro Zeny heterozygotky (enzymologie nevychazi u 25 % zen), je
nutné v jejich ptipadé pristoupit kK mutacni analyze (Helena Poupétova, ustni sdéleni).
K identifikaci mutace by mélo dojit i v ptipad¢é pozitivniho vysledku u hemizygotu.
Analyza se sestava ze sekvenace exontll a rozhrani exon/intron. Timto postupem miize
vSak dojit k ptehlédnuti nékterych chorobu zplsobujicich mutaci, jako naptiklad
komplexné&jSich zmén v oblasti intront, jedna se ale pouze o 3 % piipadu (Gervas-
Arruga et al. 2015). Dalsi problém vyvstava v ptipadé rozsahlé delece celého exonu u
heterozygotek. Tento nedostatek analyz zalozenych na PCR vhodné dopliuje
molekularni technika Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
(Stuppia et al. 2012). MLPA je pouzivana u vice monogennich onemocnéni k vylouceni
rozsahlejSich genovych prestaveb a je doporucovana i v piipadé, Ze se nenajde mutace
indukujici FD klasickou metodou. AvSak nejnovéjsi studie z roku 2015 ukazuje, Ze
MLPA muze selhat a to i v pfipadé¢ FD hemizygottu (Ferri et al. 2015). Vzdy by méli
pacienti mit moznost genetického poradenstvi. Studie rodokmenu je G€inny nastroj,
nebot’ frekvence de novo mutaci se pohybuje mezi 3 - 10 % a tedy minimalné 90 %
pacientd ma FD v rodin¢ (Gal et al. 2011).

Po potvrzeni diagnézy, ziskava na dulezitosti hodnoceni postupu nemoci,
efektivity 1é¢by a stav pacienta. Puvodni piedstava, Zze marker, ktery by plnil tuto
funkci, bude globotriaosylceramid, nedosla naplnéni. Pro nékteré mutace napf. N215S
nedochazi k zvySeni jeho koncentrace. Soucasné u mnohych heterozygotek koncentrace
Gb3 nebyly detekovany vyssi nez u zdravych kontrol (Young et al. 2005). Jako

perspektivnéjsim markerem byl studovan globotriaosylsfingosin (lyso-Gb3). Vznik
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lyso-Gb3 jest¢ neni plné¢ vysvétlen, pravdépodobné vznika sérii glykosylaci
sfingoidniho substratu. Relace mezi lyso-Gb3 a FD se zda byt ptiméjsi nez u Gb3, jak
doklada studie pro mutaci 919G>A (Liao et al. 2013). Dale bylo zjisténo, ze muze
inhibovat samotnou a-Gal a stimulovat buriky hladké svaloviny k proliferaci, stejné tak
muze mit vliv na levou ventrikularni hypertrofii, coz je Casty symptom pacientti s FD
(Aerts et al. 2008). Prednosti lyso-Gb3 jesté zvysila citliveéj§i metoda nano-Liquid
Chromatografy-tandem mass spektrometry (nano-LC-MS/MS) navrZzena Sueoka et al.
Vyhodou metody je, Ze si vystaci s niz§imi koncentracemi markeru, je tak citlivéjsi a
odhali i pfipady pacientd s pozdnim néstupem choroby nebo heterozygotnich zen, u
kterych pro jejich nevyzpytatelnost jiné metody selhavaji (Sueoka, Ichihara, et al.
2015). Aktualngjsi vyzkum vyuzitelnost lyso-Gb3 jako markeru pro plo$né vyuziti
vyvraci, Lukas a kol. na vzorku 73 pacientu nenaSel korelaci poSkozeni a tirovni lyso-
Gb3 (Lukas et al. 2015). Vzhledem k tomu, Ze se FD velmi ¢asto projevuje poskozenim
ledvin, je snaha nalezeni optimalniho markeru, ktery by dysfunkci ledvin blize
specifikoval. Lepedda et al. zjistil zvySeni hodnot bikuninu v moc¢i. Studie tedy navrhuje
bikunin jako vhodny biomarker pro v¢asné rozpoznani zasazeni ledvin (Lepedda et al.
2013). Potvrzujici studie na vétsim poctu pacientti zatim neprob¢ehly.

Prenatalni diagnostika se z etickych diivoda bere v potaz pouze u hemizygott.
Vysetfeni spociva v analyze aktivity a-Gal v bunkach ziskanych v 9. az 10. tydnu z
choriovych klkd, ¢i kultivaci bunék odebranych amniocentézou v 15. tydnu (Desnick

2007), (Mahmud 2014).

2.4.2. Terapie

Terapeuticky pfistup k pacientim s FD stoji na podptirné 1écbé symptomt a
1dealné jejich prevenci.

Snizovéani dopadi FD zacind u Upravy zivotniho stylu. Pacienti by se méli
vyhybat spoustéctim bolesti, jako je naptiklad intenzivni fyzicka aktivita (MacDermot et
al. 2001). Klasickda ptredepisovana analgetika, s vyjimkou opiati, u FD nezabiraji
(Gordon et al. 1995). Doporucovanymi terapeutiky tak jsou difenyl hydantoin,
Carbamezapine, Gabapentin, ¢i jiz zminéné opiaty jako napiiklad morfin (Lenoir et al.
1977; Desnick et al. 2007; Gordon et al. 1995).

Pacienti se zasazenymi ledvinami jsou léceni dialyzou, v kone¢né fazi je nutna

transplantace ledviny. Uspé&$nd transplantace napravuje renalni obtize. Allograft si
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zachovava schopnost metabolizovat glykosfingolipidy, ale korekce jejich stfadani
Vv jinych organovych soustavach nebyla pozorovana (Erten et al. 1998; Mosnier et al.
1991).

Od roku 2001 je mozné FD 1éCit specificky pomoci enzymové suplementace
(Eng et al. 2001). V soucasné dob¢ jsou na trhu dva enzymy, agalsidaza o (pod
obchodnim nézvem Replagal) a agalsiddza B (pod obchodnim ndzvem Fabrazym).
Terapeutika se 1iSi zptisobem produkce. Replagal je piipravovan lidskych bunécnych
kulturach, zatimco Fabrazym vyuziva bunék kiecka Cinského. Rozdily 1ze naleznout na
urovni glykosylace, syalizace a fosforylace mandsovych zbytkli enzymu. Stejné tak je
odlisné davkovani. (Desnick et al. 2007; Germain et al. 2015) V roce 2015 vysla
publikace doporucujici Fabrazym pro zhorSeni u pacienti po piechodu na Replagal
(Politei et al. 2015). Stars$i prace s vétS§im poétem pacientli vSak zadnou relevantni
zménu neuvadi (Tsuboi & Yamamoto 2012). Vybér verze 1éku je tedy na uvazeni 1ékate
a na ucinnosti u konkrétniho pacienta (Lubor Golan, ustni sdéleni).

Mezi 1écebné postupy patii dale plazmaferéza, tedy mimotélni filtrace plazmy,
ktera se vSak plos$né neprosadila (Pyeritz et al. 1980). Abe et al. publikoval mozné
terapeutické vyuziti specifickych inhibitorG syntézy prekurzorti stfadajicich se
sfingolipidi. A ackoli testy na lymfoblastech odebranych pacientiim byly Gspésné, vliv
inhibitort in vivo nebyl plné provéten (Abe et al. 2000).

Pro nékteré mutace, ovlivilyjici stabilitu a-Gal, se ukazuje jako mozny zplisob
1écby pomoci kompetitivnich inhibitori a-Gal. Tim se zvysi stabilita komplexu enzym-
inhibitor a nedochazi k degradaci v endoplazmatickém retikulu. Pacientim je podavana
pravidelné intravenézné galaktéza v mnozstvi 1 mg/kg. Uéinnost 1é¢by je limitovana
pouze na omezeny typ mutaci, napt. A156V, LV166V, G328R (Okumiya et al. 1995;
Frustaci et al. 2001).

Vzhledem k povaze FD a existenci cross-korekce ukazuje se jako velmi slibna
genova terapie (Medin et al. 1996). Na tomto poli probiha vyzkum idealniho vektoru,
vhodného pro FD (Ruiz de Garibay et al. 2013).
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3. Vztah X inaktivace k FD

3.1. X inaktivace
Pohlavi lidi, stejné jako u jinych savcl, je uréeno kombinaci pohlavnich

chromozomil. Zeny jsou nositelkami dvou X gonozomtl a muzi nesou gonozomy X a 'Y
(Lyon 1961). Inaktivace jednoho ze dvou chromozomi X u Zen zajiStuje vyrovnani
genové doze u obou pohlavi, diky ¢emuz nemaji geny X chromozomu u Zzen
dvojnasobny efekt (Chow et al. 2005; Starmer & Magnuson 2009). Samotny proces X
inaktivace (XCI) neni stale zcela objasnén a ukazuje se, Ze mySi model neodpovida
zcela skutenosti u Clovéka (Briggs & Reijo Pera 2014). XCIl probiha odlisné
V extraembryondlnich  bunkach trofoektodermu, kde dochazi k preferenénimu
umlcovani paternalniho chromozomu (Norris et al. 1994). V somatickych bunkach
vyvijejictho se embrya pak dochazi k nahodné inaktivaci. Ackoli v mechanismu
inaktivace jsou stale mezery v poznani, obecny mechanismus je pro potieby této prace
znam. Inaktivaci predchazi pocitdni poméru gonozomti a autozomil. Na pocitani a
zahajeni inaktivace se podili X inaktivaéni centrum (Xic) lokalizované na Xql3.3
(Naumova et al. 1998). Pokusy prokazaly, ze chromozomy bez Xic nejsou schopny
inaktivace (Belmont 1996; Cerase 2016). Jednim z Gstfednich genti Xic je gen XIST
kodujici 17 kbp dlouhou nepiekladanou RNA. Xist RNA je exprimovéana pouze na
umlCovaném gonozomu (Xi), se kterym interaguje a indukuje pfestavbu struktury
chromatinu (Brown et al. 1992; Engreitz et al. 2013). Odpovéd’ na otazku, jakym
zpusobem je mnozstvi Xist regulovano, dava prace Jonkerse a kol. v podobé molekuly
Rnf12, ktera upreguluje Xist v bunkach svice X gonozomy (Jonkers et al. 2009;
Gendrel & Heard 2011). Xist RNA neni jedinou nekodujici RNA ucastnici se
inaktivace, dalsi dalezitou molekulou se zd4 byt XACT RNA, ktera se vdze na aktivni
gonozom (Xa) a v nepfitomnosti Xist také Xi. Toto by mohl byt mechanismus ochrany
vychazejici z pokust na mysich, totiz tuto funkci ptisuzoval TSIX RNA v roli antisense
represoru, avSak nedavné studie tento vztah u ¢loveéka nepotvrdily (Migeon et al. 2002;
Migeon et al. 2001).

Na tUrovni DNA dochazi kcelé tadé epigenetickych zmén spojenych
s umlovanim gent.. Vyznamné rozdily mezi Xi a Xa se ukazuji v methylaci CpG
ostrovl, které jsou na Xi methylovany (Bernardino et al. 1996; Kelkar & Deobagkar

2010; Tribioli et al. 1992; Sharp et al. 2011). Vyznamné se ukazuji i zmény
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V histonovém koédu. Zde stoji zminit methylaci lysinti 9 a 27 histonu H3 a ubiquitinilaci
lysinu 119 histonu H2A na Xi (Mermoud et al. 2002; Fang et al. 2004), histony H3 a H4
jsou deacetylovany, coz dale snizuje transkripéni aktivitu na Xi (Belyaev et al. 1996;
Jeppesen & Turner 1993).

Umlceni Xi neprobiha v plném rozsahu, nékteré geny inaktivaci unikaji
(Berletch et al. 2010). Jedna se piedpokladem o 25 % gent, jde predevs§im o geny
vV homologickych oblastech s Y gonozomem na kratkych raménkach X, avSak i mimo
né (Brown et al. 1997; Carrel & Willard 2005; Berletch et al. 2010; Miller & Willard
1998). Zptsob uniku piislusnych gend je Vv soucasnosti intenzivné zkouman. Geny,
které XCI unikaji, se netcastni interakci S Xist RNA, ale pfesto umoznuji jeji dalsi

Sifeni po chromozomu (Engreitz et al. 2013; Briggs & Reijo Pera 2014).

3.3. X zeSikmeni
Proces X inaktivace se zdd byt obecné¢ nahodny, ovSem kone¢ny pomér

inaktivovanych chromozomu v téle pouhou souhrou ndhody byt nemusi. Jednak jsou
znamy mutace, které vedou k preferen¢ni inaktivaci mutované alely (Plenge et al.
1997). Spekulace na téma preferencniho uml¢ovani u FD se objevila, byla vSak
vyslovena na podklad€ dat ziskanych od pouze jediné a¢ pocetné rodiny a pozdéji
nebyla potvrzena (Ropers et al. 1977). Stejné tak vliv proliferace nebo selekénich tlaka
na pivodné malé bunéné populace muze mit vliv na Xi, jak bylo také nicméné
pozorovano na hematopoetickych stem bunkach. Vliv senescence na pomér XCI
v hematopoetickych burikach neni nijak vyrazny, pfesto je po 30. roku patrny (Busque
et al. 1996; Gale et al. 1997; Tonon et al. 1998; Hatakeyama et al. 2004).

Renault et al. dale dodava, ze empiricka data poméru XCI odpovidaji spiSe
modelu geneticky podminéné inaktivace nez modelu ¢iré nahody. Je tedy mozné, Ze
budoucnost ptinese vice o vlivu genti na X inaktivaci a zeSikmeni (Renault et al. 2013).

Minimalné vlivem statistické ndhody muze dojit k zeSikmeni poméru
inaktivovanych gonozomu ve prospéch jednoho z nich (Minks et al. 2008; Wang et al.
2014). Tento pomér podléha normalnimu rozdéleni. Hranice, od které je pomér
oznacovan jako zeSikmeny, je 75 % bun¢k s inaktivovanou stejnou alelou. Od 90 % je
fe¢ o extremnim zeSikmeni (Amos-Landgraf et al. 2006). V populaci se tedy pomér X
inaktivace pohybuje mezi 50 — 100 %, podrobnéjsi hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4
(Amos-Landgraf et al. 2006; Belmont 1996). Zajimavym aspektem je vyvoj zeSikmeni
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Vv pribehu zivota. Zda se, Ze srovnavaci studie X inaktivace u novorozencu a dospélych
doklada vyvoj X zeSikmeni s vékem k jedné alele. To by mohlo mit i implikaci k FD
Vv piipadé, ze by se jednalo o mutovanou alelu (Amos-Landgraf et al. 2006; Sharp et al.
2000; Chagnon et al. 2005). Je vSak tieba zminit i publikace, které zminénou korelaci
mezi vékem a zeSikmenim nepozorovaly, avSak byl studovan fadové mensi pocet Zen
(Racchi et al. 1998).

Tab. 4: Vztah véku a zeSikmeni XCI

Procento populace s prisluSnym pomérem X inaktivace
pocet primér SD <20:80/>80:20 <10:90/>90:10 <5:95/>95:5

Novorozenci 590 50:50 15.4 49 0.5 0.2
Dospéli 415 48:52  19.3 14.2 3.6 157
Celkem 1005 49:51 17.2 8.8 1.8 0.8

Prevzato Amos-Landgraf (Amos-Landgraf et al. 2006)

Zesikmeni X inaktivace je davdno do souvislosti s celou fadou geneticky
podminénych onemocnéni. Ne vzdy se souvislost potvrdi, jako naptiklad v ptipadé
rakoviny vaje¢niku, ¢i rakoviny prsu (Struewing et al. 2006). Ale kuptikladu
revmatoidni artritida, autoimunitni poskozeni $titné zlazy nebo mukopolysacharidésa
druhého typu je pomérem Xi ku Xa ovlivnéna (Chabchoub et al. 2009; Tuschl et al.

2005). O vlivu zeSikmeni je spekulovano i v ptipadé FD.

3.4. FD a zeSikmeni
K dnesku publikované prace, zda-li ma na projev FD u zen vliv pomér XCI,

dochazi k opa¢nym zavérum. Vyzkum na piislusné téma ma sva specifika a uskali, ktera
Kk rozporuplnym vysledkiim pfispivaji. Z toho divodu je dobré se v kratkosti o n¢kolika
zminit.

Jednou z prvnich problematickych oblasti je zvoleni vysetfované tkan¢.
Nejvyuzivangjsi je v tomto sméru odbér periferni krve (Gal et al. 2011), zde musi byt
zohlednéno mozné zkresleni vékovou strukturou vySetiované skupiny, nebot’, jak bylo
zminéno vyse, X zeSikmeni se muze v hematopoetickych buiikdich ménit smérem
k vyraznéjsimu zeSikmeni (Hatakeyama et al. 2004). Mezi dal§i mozné vzorkové
materialy patfi mo¢, stér bukalni sliznice, biopsie kize a vlasovy folikul. Studie
zkoumajici priukaznost uvedenych zdroji materialu, uvadi stér bukalni sliznice, jako
nejvhodnégjsi material, z divodu své vysoké miry shody s nepfistupnymi tkanémi a
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neinvazivnosti odbéru. Bukalni stéry maji vys$i vypovidajici hodnotu i ve srovnani
s krvi (de Hoon et al. 2015).

Dalsim uskalim je volba metody stanoveni XCI. V praxi se vyuzivaji dva
piistupy, a to metody na zaklad¢é analyzy methylace a nasledné PCR, ¢i stanoveni na
zaklad¢é poméru transkripti X vazaného genu. V prvnim feseni, tedy vyuziti odliSnosti
methylace Xm a Xp, se nejCastéji provadi analyza methylace lidského androgenniho
receptoru  lokalizovaného v oblasti Xqgl1l-12 (HUMARA). Metoda spociva
Vv selektivnim nastépeni nemethylované alely s naslednou amplifikaci pomoci PCR a
vyhodnoceni na elektroforéze (Allen et al. 1992; Wolf et al. 1984; Brown et al. 1989).
Limitace metody spocivaji v nutnosti korelace mezi methylaci testované oblasti a XCI.
Déle, bylo publikovédno, ze methylace v isolovaném CpG ostrové nemusi plné
korespondovat s XCI celého chromozomu (Swierczek et al. 2016). Proto se zdaji byt
metody zalozené na kvantifikaci transkripce v bunkach pomoci novych technik
vyuzivajici pyrosekvenace pro studium XCI vhodngjsi. Tyto metody umoziuji vysoce
ptesnou alelové specifickou kvantifikaci X-kodovaného transkriptu, a tedy spolehlivé
uréeni poméru XCI (Mossner et al. 2013).

Specifikem FD je vysoka variabilita mutaci v genu GLA. Pfesto, ze korelace
mezi konkrétnimi mutacemi a zavaznosti fenotypovych projevii neni Gplné jasna, je
nutné vliv samotnych mutaci zohlednit, pokud ma korelace XCI s fenotypem byt
spolehliva. Terapie, zejména v podobé enzymové suplementace, musi byt také brana
Vv potaz.

Ve svétle zminénych skutecnosti se nyni podivejme na publikace studujici vliv
XClI na zavaznost fenotypu u Zen. Velmi hodnotnym je popis monozygotickych dvojcat,
heterozygotek. Jedno z dvojcat bylo asymptomatické a druhé manifestovalo piiznaky
FD. Po vysetieni rodi¢t byla zjisténa de novo mutace u otce. Nasledna analyza odhalila
extrémni X zeSikmeni 97:3 ve prospéch Xp u postizeného dvojcete, zatimco u zdravého
byl pomér 100:0 ve prospéch Xm. Autofi studie s pfihlédnutim k tomu, Ze jde o
monozygoticka dvojcata, vysvétluji rozdilnost fenotypu V odlisSnosti X zeSikmeni
(Redonnet-Vernhet et al. 1996). V roce 2003 byla opublikovana prace Morroneho a kol.
popisujici X inaktivaci ve vztahu k FD u ¢&tyt ptibuznych zen. Opét u dvou stizenych
zen bylo zjisténo posunuti ve sméru mutované alely a u druhych bez ptiznakl byla
aktivnéjsi wild type alela, tedy data ukazujici na korelaci XCI a fenotypu (Morrone et
al. 2003). Zavislost projevt na zeSikmeni u vétsiho poctu zen byla popsana v roce 2004.

Studie se tcastnilo 39 Zen, u kterychzto 11 bylo se zeSikmenim XCI. U desiti z nich se
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jednalo o zeSikmeni ve prospéch mutované alely, u jedné Slo o opacny pomér XCI.
Nasledné srovnani klinickych projevi, i1 s pfihlédnutim k véku, opét dokazovalo
korelaci. Limitaci prace je nizky pocet Zen S preferenéné uml¢enou mutovanou alelou,
studie se ucastnila pouze jedna (Dobrovolny et al. 2005). Proti t€émto studiim se stavi
vysledky prace Maiera et al., ktery na vzorku 28 heterozygotnich Zen nepozoruje
zadnou odchylku od normalniho rozdéleni XCI. U Sesti zen, které vSechny nesly
pfiznaky choroby, byly ¢tyfi s aktivnéjsi wild type alelou GLA genu a dvé se
zvyhodnénou mutovanou alelou (Maier et al. 2006). Zminéna prace sice srovnava
vzorec XClI se stejné starymi kontrolami, ovS§em vk jednotlivych Zen neuvadi. Neni tak
mozné vyloucit, zda uvazuje i o korelaci fenotypu a véku pacientek. Dalsi praci stavici
se na stranu proti korelaci je studie z roku 2012 Elstein a kol. VVztah mezi fenotypem,
vékem a residudlni aktivitou a-Gal zkoumali na kohorté 77 zen ve vékovém rozmezi 45
az 60 let. Vysledky jejich prace nenaznacuji zadnou zavislost studovaného vztahu.
Problémem prace je relativné uzky vekovy profil, ktery spisSe odpovida skutecnosti, ze
ve vy$8im véku jsou do jisté miry zasazeny vSechny heterozygotky (Elstein et al. 2012).
Zatim posledni publikované vysledky na toto téma se ovSem opét priklanéji k tomu, ze
zde spojitost mezi XCI a fenotypem je. Echevarria et al. se pokusil tento vztah bud’
potvrdit, ¢1 vyvratit. Bylo vySetfeno 56 Zen, kterym byly odebrany bukalni stéry, krev,
mo¢ a provedena biopsie kiize. U vSech odebranych materialt byl potvrzen vztah XCl a
aktivity a-Gal, vyjma vzorkd kuze, kde se korelace neprokazala. Studie vysledky
oCistila 1 0 mozny vliv mutaci na fenotyp. Nebyl zakalkulovan vliv ERT, ktery vSak
mohl hloubku zavislosti pouze prohloubit (Echevarria et al. 2015). Problémem
uvedenych publikaci mize byt Gnik asymptomatickych heterozygotek ze studovanych
populaci. Vzhledem Kk obtizné diagnostice, obzvlasté u zen, je toto opodstatnéna

domnénka (Hoffmann & Mayatepek 2009). Rozporuplnost zavéru si zada dalsi vyzkum.
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4.Zavér

FD je zavazné progresivni onemocnéni s nezpochybnitelnym vlivem na kvalitu a
délku zivota. Specifikem FD je vysoka variabilita klinického projevu (MacDermot et al.
2001). Uplné vysvétleni zminéné variability nebylo dosud publikovano. Fenotyp je
pravdépodobné odvisly od kombinace riiznych faktor. V mé praci jsem se zaméfil na
vztah genotypu a fenotypu, a zejména vliv zeSikmeni X na projev u Zen. K datu dopsani
bakalarské prace bylo znamo 845 mutaci vedoucich k FD (www.hgmd.cf.ac.uk).
Mutace maji riiznou miru zavaznosti a jsou tak jednim ze zdroji nebyvalé Site, s jakou
se FD manifestuje. Nabizi se tedy otazka, do jaké miry jsou mutace s fenotypem spjaty.
Rozebranim dat z deseti praci bylo prokdzano, ze tato korelace md vézné limity
(Altarescu et al. 2001; Eng et al. 1997; Germain et al. 2002; Inoue et al. 2013; Oder et
al. 2016; Saito et al. 2015; Dobrovolny et al. 2005; Medical & Hospital 1997; Topaloglu
et al. 1999; Shabbeer et al. 2006). Ackoli jsou mutace vedouci k riznym klinickym
projevim znamé, nebyly dosud publikovany zadné prace snazici se je komplexngji
kvantifikovat. Je zde tedy prostor pro hlubsi metaanalyzy, ze kterych by bylo mozné
sestavit statisticky robustni databaze o mutacich v genu GLA. Tato databaze by mohla
umoznit snazsi charakterizaci mutace pacienta a idealn¢ zlepsit terapeuticky pristup.

FD je klasifikovana jako X vazana choroba. X vazané choroby jsou typicky
spojené s postizenim hemizygoti a identifikaci heterozygotek jako prenasecek. Situace
u FD je vSak jina, nebot k manifestaci dochazi i u Zen, byt heterozygotni Zeny maji
klasicky mirngjsi formu FD s pozdéjsim nastupem (von der Lippe et al. 2016). Dle
informaci uvedenych v Fabry registry celych 69,4 % Zen vykazuje alesponn jeden
symptom onemocnéni (Www.fabrycommunity.com). V mé praci jsem se pokusil
objasnit, pro¢ se pacientky v manifestaci lisi od hemizygoti a jakou roli v tom sehrava
zeSikmeni X inaktivace. Vysledky praci, na téma vlivu XCI na zadvaznost choroby, jsou
rozporuplné. To je zptusobeno pravdépodobné malymi velikostmi studovanych populaci,
nevhodné zvolenou diagnostickou metodou, ¢i zanedbanim jinych korelujicich vliva.
Posledni studie této problematiky vsak vyznam XCI do jisté miry potvrzuje (Echevarria
et al. 2015).

Vyzkum FD by se m¢l dale soustfedit na plné objasnéni vSech souvislosti
s fenotypovym projevem. V soucastnosti také stale neexistuje relevantni marker, ktery
by spolehlivé monitoroval progresi onemocnéni. Oboje zminéné by znacné zjednodusilo

postup l1écby a predikci vyvoje poruchy.
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5. Seznam pouZitych zkratek
FD

a-Gal
%FMD
IMT
BMI
GIT
MLPA
PCR

nano-LC-MS/MS

lyso-Gb3
Gb3

XClI

Xic

Xi

Xa

Xm

Xp

ERT

HUMARA

Fabryho choroba

a-galaktosidaza A

flow-mediated dilatation

intima media thickness

body mass index

gastro-intestinalni trakt

multiplex ligation probe-dependent amplification
polymerase chain reaction

nano-Liquid Chromatografy-tandem mass
spektrometry

globotriaosylsfingosin
globotriaosylceramid

X chromosome inactivation

X inactivation centrum

Inaktivni X chromozom

Aktivni X chromozom

maternalni X chromozom

paternalni X chromozom

enzyme replacement therapy

human adrogen receptor analysis
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