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ABSTRAKT

Tato bakalaiské prace je zaméfena na vrozené poruchy metabolizmu vétvenych aminoky-
selin valinu, leucinu a izoleucinu. Tyto aminokyseliny jsou fazeny mezi esencidlni amino-
kyseliny, musi tedy byt do téla dodavany potravou. Zdravy organizmus je schopen pomoci
specifickych enzymu pfijaté aminokyseliny rozsté€pit. U pacientti S vrozenou poruchou
metabolizmu vétvenych aminokyselin dochazi k ¢aste¢né nebo tplné dysfunkci nékterého
ze specifickych enzymu katabolizmu dané aminokyseliny.Tato onemocnéni, oznacovana
jako organické acidurie nebo acidémie, Se projevuji hromadénim kyselin v organizmu.
Pokud nejsou tato onemocnéni v€as diagnostikovana, dochdzi u pacientd k vaznym kom-
plikacim, napf. nevratnému poskozeni mozku nebo 1 smrti. Pti v€asné detekci onemocnéni

1ze ptiznaky zmirnit specialni nizkobilkovinnou dietou.

Klicova slova: valin, leucin, izoleucin, leucindza, propionova acidémie, izovalerova aci-

démie, metylmalonova acidémie, nizkobilkovinna dieta

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on metabolic disorders of branched chain amino acids vali-
ne, leucine and izoleucine. These amino acids are ranked among the essential amino acids
and must therefore be delivered into the body byfood. A healthy organismis capable to
metabolize these amino acids with the useof specific enzymes. In patients with congenital
disorder of branchedchain amino acid metabolism there is a partial or total dysfunction of a
specific enzyme of the catabolism of amino acids. These diseases, known as organic acidu-
ria or acidemia, are reflected by acid accumulation in the body. If these conditions are not
diagnosed early, there are patients with serious complications such as irreversible brain
damage or even death. The early detection of diseases can reducesymptoms by keeping

special low-protein diet.

Keywords:valine, leucine, izoleucine, maple syrup urine dinase, propionic acidemia, isova-

leric academia, methylmalonic acidemia, low-protein diet
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UvVOD

Aminokyseliny jsou zdkladnimi slozkami bilkovin, které jsou nedilnou soucasti potravy
viech zivogichii. Zivogichové, na rozdil od rostlin, schopnych syntetizovat si aminokyseli-
ny z anorganickych sloucenin, neuméji vytvofit aminovou skupinu —NH, a jsou proto za-
visli na organickych dusikatych latkach vyrobenych rostlinami nebo jinymi zivoéichy [1,
2]. Aminokyseliny, jejichz uhlikovy fetézec ¢lovék neni schopen syntetizovat a musi je
pfijimat v potravé, jsou oznacovany jako esencidlni, tzn. pro ¢lov€ka nezbytné. Do této
skupiny jsou fazeny aminokyseliny valin, leucin, izoleucin, treonin, metionin, lyzin, trypto-
fan a fenylalanin. Pro vyvoj malych déti jsou navic nezbytné aminokyseliny arginin a his-

tidin, oznaCované také jako tzv. semiesencialni aminokyseliny [1, 3, 4].

Tato prace je zaméfena na esencidlni aminokyseliny s rozvétvenym uhlikatym fetézcem,
tedy na aminokyseliny valin, leucin a izoleucin, které byvaji oznaovany také zkratkou
BCAA (branched chain amino acid). Spolec¢nou charakteristikou téchto aminokyselin je
pritomnost jedné aminoskupiny a jedné karboxylové skupiny v molekule, dale také pii-
tomnost vétvené¢ho nesubstituovaného fetézce. Tato skupina aminokyselin je fazena mezi
esencialni aminokyseliny, které musi ¢lovek pfijimat potravou, protoze jeho organizmus
neni schopen si tyto aminokyseliny syntetizovat. Mezi vyznamné zdroje téchto aminokyse-
lin patfi napt. maso, pfedevSim rybi, vajecnd bilkovina a mlécné bilkovina v syrovatce,
nebo kozich a zrajicich syrech. K hlavnim funkcim vétvenych aminokyselin v organizmu
patii stimula¢ni G¢inek proteosyntézy ve svalové tkani a zarovei jejich plisobeni proti roz-
kladu téchto bilkovin. Vyznamné je i jejich zapojeni do biochemické rekce oznaCované

jako Krebstv cyklus,nebo podpora uvolfiovani nékterych hormonu|[1, 4, 5, 6].

Katabolizmus rozvétvenych aminokyselin probihd v kosternich svalech, kde dochazi
k oxidaci za spolutcasti enzymu BCKA (branched chain keto acid) dehydrogenazy. Uvol-
nénd aminoskupina pii katabolizmu ve svalech piechdzi do krve odkud je transportovana

do jater [6, 7].

Disfunkce nékterého ze specifickych enzymt v katabolizmu vétvenych aminokyselin zpQ-
sobuje onemocnéni oznacované jako organické acidurie nebo acidémie. Tato onemocnéni
jsou fazena mezi dédicné, autozomalné recesivni poruchy. Nejcastéji se vyskytujicimi
onemocnénimi jsou leucindza, zpusobena dysfunkci enzymového komplexu a-

ketodehydrogendzy, metylmalonova acidémie vyskytujici se pii nedostatku enzymu me-
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tylmalonyl-CoA-mutazy, propionova acidémie, ktera je zptisobena nedostateCnou funkci
enzymu propionyl-CoA-karboxylazy, a acidémie izovalerova projevujici se dysfunkci en-

zymu izovaleryl-CoA-dehydrogenazyl[8, 9, 10, 11].

V prvni ¢asti této prace je shrnuta obecna charakteristika aminokyselin s rozvétvenym fte-
tézcem, jejich funkce v organizmu, potravinové zdroje. Dale se prace vénuje katabolizmu
téchto aminokyselin ve zdravém organizmu. Druhd ¢ast prace je zaméfena na vrozené me-

tabolické poruchy aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, jejich diagnozu a 1écbu.
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. TEORETICKA CAST
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1 AMINOKYSELINY

V ptirod¢ se ve velkém mnozstvi vyskytuji slouCeniny, jejichz zakladnimi stavebnimi jed-
notkami jsou aminokyseliny charakterizované pfitomnosti aminoskupiny —NH, a karboxy-
lové skupiny —COOH ve své struktufe. Kazdd aminokyselina ma tedy nejmén¢ dve¢ ionizo-
vatelné skupiny: karboxylovou skupinu schopnou odstépovat H™ a aminoskupinu, ktera
miize tyto H ionty pfijimat. Aminokyseliny se podle pfitomnosti naboje pii pH 7,4 &leni
na kyselé, majici dvé karboxylové skupiny v molekule, konkrétné zde patii kyselina glu-
tamova a asparagova, a na zasadité se dvéma ¢i vice aminoskupinami, kam se fadi amino-
kyseliny histidin, lyzin a arginin. Tteti skupina, ktera je zastoupena napt. aminokyselinami
alanin, glycin, valin, leucin, izoleucin ¢i prolin, je skupina neutralnich aminokyselin [1, 2].
Vsechny tyto stavebni latky se pak mohou vzajemné spojovat za tvorby amidovévazby —
CO-NH-, ktera byva ozna¢ovana jako vazba peptidova. Z L-a-aminokyselin jsou sestave-
ny vysoce specifické vysokomolekularni latky, oznacované jako bilkoviny, piedstavujici
nejvetsi podil dusikatych latek v naSem téle. VSechny bilkoviny vyskytujici se v prirodé€ se
skladaji z 20 zakladnich (k6dovanych, proteinogennich) aminokyselin. Rizné bilkoviny se
obvykle 1i8i celkovym zastoupenim jednotlivych aminokyselin, pfi¢emZ rozhodujici vy-
znam pro jejich specifitu ma pravé sefazeni aminokyselin v peptidovém fetézci [1, 12, 13].
Tyto aminokyseliny jsou také urcujici pro strukturu a funkci peptidovych hormonti a kom-
plexnich proteind, které krom¢ nich obsahuji hem, sacharidy, lipidy nebo nukleové kyseli-
ny. V intermediarnim metabolizmu se aminokyseliny zic¢astiiuji mnoha premén, z nichz
nejduilezitéjsi je biosyntéza mocoviny. Pokud je v téle aminokyselin dostatek a nejsou po-
tteba pro biosyntetické ucely, jsou aminokyseliny oxida¢nimi pochody degradovany a vy-

uzity jako zdroj energie [2, 3, 13].

Zivo¢ichové, na rozdil od rostlin, schopnych syntetizovat si aminokyseliny
z anorganickych sloucenin, neuméji vytvotit aminovou skupinu —NHjy. Jsou tedy zavisli na
organickych dusikatych latkdch vyrobenych rostlinami nebo jinymi zivoc¢ichy, proto musi
lidska strava obsahovat dostate¢né mnozstvi bilkovin. Biochemické systémy zivoc¢ichi
musi v travicim traktu potravou pfijaté bilkoviny rozlozit na aminokyseliny a syntetizovat
z nich de novo bilkoviny télu vlastni [1, 3]. Existuji aminokyseliny nezbytné, ¢ili esencial-
ni, které organizmus musi pfijmout v potrave, nebot’ si sam nedovede vytvofit jejich uhli-
kovou kostru. Pro ¢lovéka jsou esencialni aminokyseliny valin (Val), leucin (Leu), izoleu-
cin (lle), treonin (Tre), metionin (Met), lyzin (Lyz), tryptofan (Trp), fenylalanin (Phe). Pro

vyvoj malych déti jsou navic nezbytné aminokyseliny arginin (Arg) a histidin (His), ozna-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

cované také jako tzv. semiesencialni aminokyseliny. Posledni skupinu tvofi aminokyseliny
neesencialni, tzv. postradatelné, které si organismu dokaze si vyrobit. Mezi tyto aminoky-
seliny jsou fazeny glycin (Gly), kyselina glutamova (Glu), glutamin (GlIn), serin (Ser), ala-
nin (Ala), cystein (Cys), prolin (Pro), tyrozin (Tyr), kyselina asparagova (Asp) a asparagin
(Asn)[1, 3, 4].

Pokud chybi v organizmu byt jen jedna z téchto aminokyselin, projevi se to té¢zkou dusika-
tou podvyzivou. Podobné i pomérné vzacné genetické poruchy katabolizmu aminokyselin
mohou zplsobit zdvazné choroby, které pokud nejsou v€as léCeny, konci az mentalnim
postizenim nebo ¢asnou smrti. Zakladem dalSich genetickych chorob je poskozeni trans-
portniho mechanizmu urc¢itych aminokyselin do bunék. Tyto transportni defekty se projevi
vylucovanim velkého mnozstvi jedné nebo vice aminokyselin moci, tzv. aminoacidurie,

nebo krvi, ozna¢ované jako acidémie [12, 13].

V dal$im textu jsou charakterizovany pouze aminokyseliny valin, leucin a izoleucin,tedy
aminokyseliny s rozvétvenym postrannim fetézcem, které se podileji na vzniku organic-

kych acidurii a acidémii.

1.1 Monoaminokarboxylové aminokyseliny

Molekula monoaminokarboxylovych aminokyselin je slozena z jedné —NH, skupiny, jed-
né—COOH skupiny a z alifatického nesubstituovaného postranniho fetézce. Do této skupi-
ny neutralnich aminokyselin jsou fazeny aminokyseliny glycin, alanin a aminokyseliny
s rozvétvenym fetézcem valin, leucin, a izoleucin, oznacované také zkratkou BCAA (bran-
ched chain amino acid)[1, 4, 5]. Témto tfem aminokyselinAm bude vénovana dalsi pozor-

nost.
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1.1.1 Valin

CH

COOH
CH

NH,

Obr. ¢. 1: Vzorec

aminokyseliny valinu [13]

Z chemického hlediska je aminokyselina valin (viz Obr. ¢. 1) kyselina 2-amino-3-
metylbutanova. Stejné jako leucin a izoleucin patii mezi esencialni aminokyseliny, proto-
ze si zivocichové nejsou schopni syntetizovat jejich rozvétveny uhlikaty fetézec. Jedna se o
glukogenni aminokyselinu, tzn., ze ma vyrazné uplatnéni pfi uskladnovani glukozy
V jatrech a svalech ve form¢ glykogenu. Glukogenni aminokyseliny jsou obecné metaboli-
zovany na meziprodukty biosyntézy sacharidii (pyruvat, oxalacetat), nebo intermediaty
citratového cyklu. V ptipad¢ valinu je timto meziproduktem sukcinyl-CoA. Krom¢ valinu
patii mezi glukogenni aminokyseliny treonin, metionin a vSechny neesencialni AK kromé
tyrozinu [1, 5].Valin patii mezi aminokyseliny, které jsou soucasti elastinu, proteinu po-
dobnému kolagenu, ktery je hlavni komponentou elastickych vlaken v zivocisnych tkanich.
Valin rovnéz ovlivituje absorpci nékterych nervovych pienasecii v mozku podobné jako
aminokyseliny tryptofan, fenylalanin a tyrozin. Vyznamnou roli ma také v biochemické
reakci oznaCované jako Krebstv (citratovy) cyklus, protoze poskytuje slouceninu sukcinyl-
CoA (viz vyse) [5, 6]. V neposledni fad¢ valin podporuje u¢inky leucinu a izoleucinu. Po-
kud dojde k aminokyselinovému deficitu, je valin jednou z prvnich aminokyselin, ktera by

m¢éla byt do organizmu dodana [1, 5, 6].

Valin se hojn€ vyskytuje v kozich syrech, rybim mase, ¢occe, dritbezi a jinych druzich
masa a ve vejcich. Zdrojem valinu mize byt i karob, prasek znamy jako svatojansky chléb.
V nékterych piipadech, napt. u kulturistti a jinych sportovci, vSak tyto zdroje nemusi v
dostatecné formé stacit a je potieba uzivat aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem ve for-
mé tablet, ve kterych byvaji upravovany tak, Ze vstupuji pfimo do svalii, kde napomahaji

jejich regeneraci a zaroven slouzi jako nahradni zdroj energie a chrani tak svalova vlakna


http://www.celostnimedicina.cz/karob-jako-zdravejsi-alternativa-kakaa-nebo-cokolady.htm
http://www.prozdravi.cz/regenerace/
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sportovcu [5]. Valin a dal$i zminéné aminokyseliny nemusi vSak uZzivat jen sportovci.
Vhodné jsou také pro pacienty s redukéni nebo vegetarianskou dietou, kdy pomahaji chra-
nit organizmus pied pfilisSnou degradaci bilkovin, navic energizuji svaly, ¢imz umoziuji

snizit ptijem sacharidi i tukid za sou¢asného udrzeni vykonnosti [1, 5].

1.1.2 Leucin

CH COOH

CHy NH,

Obr. €. 2: Vzorec aminokyseliny

leucinu [13]

Aminokyselina leucin(viz Obr. ¢. 2), 2-amino-4-metylpentanova kyselina, se stejné jako
aminokyselina valin fadi mezi esencidlni aminokyseliny, které Zivo¢ichové musi pfijimat
V potraveé. Spolecné s aminokyselinami izoleucinem a valinem je soucasti skupiny BCAA.
Leucin plni v organizmu fadu vyznamnych funkci, mezi néz patii podpora udrzovani hla-
diny glukozy v krvi, ptisobeni proti katabolickému procesu a stimula¢ni G¢inek na proteo-
syntézu ve svalové tkani [1, 4, 6].Dalsim dilezitym ucinkem této aminokyseliny je jeji
anabolicky efekt, protoze leucin dokédze rychle zapticinit syntézu bilkovin, pfi¢emz nékteii
odbornici dokonce uvadéji, ze je z aminokyselin pro tuto syntézunejvyznamnéjsi. Rovnéz
leucin podporuje lepsi uvoliiovani nékterych hormonti naseho organizmu, mezi néz se
napt. fadi ristovy hormon, tyroidni hormon a inzulin.Leucin patii na rozdil od valinu ke
ketogennim aminokyselindm, které se odbouravaji na meziprodukty, ze kterych se tvofi
lipidy (acetyl-CoA, acetoacetyl-CoA). Dalsimi ketogennimi aminokyselinami jsou lyzin a
tryptofan [3, 5, 6].

Hlavnimi zdroji leucinu jsou syrovatka, kasein, vaje¢ny bilek, neloupana ryze, sdjové bo-
by, ryby, volny leucin vznika ¢innosti bakterii pii zrani syrii. Uzivani leucinu po operacich
nebo pii rekonvalescenci podporuje uzdraveni zlomenin, pokozky a kosti, béhem redukéni
diety chrani svalové bilkoviny pied rozkladem, ¢imZ umoznuje snizeny piijem sacharidl a
tukid.Naopak pro svalovy rist je vhodné kromé bilkovin pfijimat i jednoduché sacharidy,

nebot’ vyuziti leucinu je zavislé na hlading inzulinu v krvi [1, 5].


http://www.prozdravi.cz/sportovni-vyziva/
http://www.prozdravi.cz/hubnuti/
http://www.prozdravi.cz/fulltext/?keyword=zlomenin&x=0&y=0&flog=off
http://www.prozdravi.cz/kuze-vrasky/
http://www.prozdravi.cz/kosti/
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1.1.3 lzoleucin

My

CWCDDH

NH,,

IL 4]

Obr. ¢. 3: Vzorec

aminokyseliny izoleucinu[13]

Chemicky nazev této esencialni aminokyseliny s rozvétvenym postrannim feté¢zcemje 2-
amino-3-metylpentanova kyselina(viz Obr. €. 3). Stejné jako u aminokyselin valin a leucin
si zivocichové nedokazi syntetizovat jeji vétveny uhlikaty fetézec a musi tuto aminokyseli-
nu piijimat v potravé. Hlavni funkci izoleucinu je zvySeni syntézy bilkovin ve svalech a
zaroven jeho pusobeni proti rozkladu téchto bilkovin, tzv. antikatabolické ptisobeni [1, 3,

4, 5].

V potravé je aminokyselina izoleucin nejvice obsaZzena v mléénych a vaje¢nych bilkovi-
nach. Izoleucin patii spolu s fenylalaninem a tyrozinem jak mezi glukogenni, tak i keto-
genni aminokyseliny, ze kterych se mohou syntetizovat jak sacharidy, tak i lipidy. Tyto
AK se pfi degradaci $tépi na dva fragmenty — jeden piechézi na acetyl-CoA (pfip. acetoa-
cetyl-CoA) a druhy na fumarat ¢i jantaran (sukcinyl-CoA). V piipad¢ izoleucinu se jedna o
acetyl-CoA a sukcinyl-CoA [1, 6].
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2 METABOLIZMUS AMINOKYSELIN

Jelikoz si zivocCichové nedokazi aminokyseliny valin, leucin a izoleucin syntetizovat sami,
odehrava se v téle Zivocichl pouze katabolismus téchto aminokyselin. Se syntézou této
skupiny aminokyselin je mozné se setkat pouze v té€lech rostlin ¢i mikroorganizmi. Ami-
nokyseliny v télech Zivoc¢ichd, které nejsou vazany ve struktuie proteind, vytvaii tzv. hoto-
vost aminokyselin (pool), vyuzivanou jak pro syntézu proteind, tak i pro syntézu ostatnich
biologicky vyznamnych sloucenin jako jsou hormony, nukleové kyseliny nebo neuromedi-
atory. Pokud je pfisun aminokyselin do aminokyselinového poolu nadbytecny, aminokyse-
lina se, obvykle po deaminaci ¢i transaminaci, méni na jinou neesencidlni aminokyselinu,
sacharid, mastnou kyselinu nebo jinou latku. Druhou moznosti je vyuziti aminokyseliny
jako Ziviny, kdy jsou aminokyseliny v reakcich intermediarniho metabolizmu utilizovany
az na konecné produkty, vodu, oxid uhlicity a amoniak, za soucasného uvolnéni energie.
Skladba i velikost aminokyselinového poolu je regulovana pisobenim nervovym i humo-
ralnim. U zdravého dospélého ¢lovéka je narist 1 ubytek aminokyselin v rovnovaze, ovsem
mohou nastat i ptipady, kdy jeden z uvedenych stavii prevlada. V ptipadé prevazujici ana-
bolické reakce, kdy proteosyntéza prevazuje nad proteolyzou, je aminokyselinova hotovost
dopliiovana predevsim aminokyselinami, které se uvolnily béhem §té€peni proteinti stravy.
Naopak pfi prevladajicim katabolizmu, vyskytujicim se napt. pii hladovéni nebo nemoci,
je rozpad endogennich proteind vyssi nez jejich syntéza a aminokyselinovy pool je dopl-

novan z endogennich zdroju, pfedevs§im z kosterniho svalstva [2, 7, 14].

Valin, leucin a izoleucin se vyznamnym zpusobem podili na syntéze (kdy tvofi substrat),
regulaci 1 degradaci bilkovin. Tyto aminokyseliny, zejména leucin, a né¢které jejich meta-

bolity pisobi na sekreci inzulinu nebo na svalovou a jaterni translaci [2, 15].

2.1 Regulace katabolizmu aminokyselin

Zivodisny organizmus nevytvaii velké zasoby proteinil ani aminokyselin, proto je regulace
katabolizmu aminokyselin spjata s jejich pfijmem v potravé a se zménami v proteosyntéze
a proteolyze. Velmi vyznamny produkt pii metabolizmu aminokyselin je toxicky amoniak,
ktery musi byt z organizmu vylu¢ovan a propojuje tak katabolizmus aminokyselin se syn-
tézou mocoviny. Zakladem tohoto propojeni jsou zmény substratu, kdy pfijem vysokobil-

kovinné diety nebo stimulace proteokatabolizmu pfi zatézovych stavech, naptiklad pti na-
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dorovych onemocnéni, sepsich nebo popaleninach, zpisobi aktivaci transaminacni a dea-
minaéni reakce, tvorbu amoniaku, glutaminu i mocoviny. Opaény efekt nastava pti deficitu
proteint, napiiklad pti dlouhodobém hladovéni, kdy jsou katabolizmus aminokyselin 1
tvorba urey inhibovany. Zmény substratu neptedstavuji jedinou regulaci katabolizmu ami-
nokyselin a syntézy mocoviny. Na regulaci se v jatrech velkou mirou podili i hormony
glukagon a kortizol, které stimuluji aktivitu aminotransferaz, zvysuji hladinu enzymu orni-
tinového cyklu a aktivuji jaterni glutamindzu zvySujici glykémii — maji tedy opacny ucinek
jako hormon inzulin. Kratkodobou regulaci tvorby moc¢oviny ovliviiuje zvySena produkce
amoniaku, pii niz stoupa tvorba argininu pisobici na enzym N-acetylglutamatsyntetazu
podilejici na tvorbé N-acetylglutamatu, ktery spolecn¢ s amoniakem ovlivituje regulaci

tvorby mocoviny [2, 13, 15].

Vyjimkou v metabolizmu aminokyselin jsou aminokyseliny valin, leucin a izoleucin, je-
jichz hlavni reakce katabolizmu neprobihd jako u ostatnich aminokyselin v jatrech, ale
oxiduji se v kosternich svalech. S aktivaci proteolyzy a uvoliiovanim aminokyselin do krve
pti mnohych zatézovych stavech, jako jsou naptiklad traumata nebo sepse, se zvysuje oxi-
dace aminokyselin s rozvétvenym fetézcem ve svalech. Oxidace je umoznéna puisobenim
cytokind a kortizolu aktivujicich enzym BCKA(branched chain keto acid) dehydrogenazu.
Uvolnéna aminoskupina pii katabolizmu ve svalech je uvolnéna do krve ve formé glutami-
nu a alaninu, které pfedstavuji kvantitativné nejvyznamnéjsi formu transportu dusiku doja-

ter [2, 14, 15].

Katabolizmus aminokyselin a tvorbu urey nepiimo ovliviiuji 1 zmény v intermediarnim
metabolizmu zejména sacharidi, které jsou regulovany podle potieb organizmu jako celku.
Naptiklad aktivace glukoneogeneze je spjata s aktivaci katabolizmu aminokyselin a zvyse-

nou tvorbou mocoviny [2, 13, 14].

2.2 Vstiebavani aminokyselin

Aminokyseliny se v potravinach vyskytuji z 99 % vazané peptidovou vazbou v peptidy
nebo proteiny, které jsou nasledné v organizmu $tépeny na jednotlivé aminokyseliny,popf.
dipeptidy a tripeptidy. Z celkového mnozstvi proteini pfitomnych v gastrointestinalnim
traktu tvofi pfiblizné 50 % bilkovin z potravy, 25 % z travicich §tav a 25 % z odloupanych
bunék stievni sliznice. Pokud zanedbame ¢innost bakterii tlustého stieva, pak nejvétsi po-
dil na traveni bilkovin patfi enzymiim kartd€ového lemu bunék stfevni sliznice. Uvolnéné

aminokyseliny, dipeptidy i tripeptidy jsou pomoci specifickych pfenasecii absorbovany do
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stievnich bunék, enterocytti, a to mechanizmem navazani se na membranu mikroklkd, na-
sledného vstoupeni do cytoplazmy enterocyti endocytdzou a odtud exocytézou do krevni-
ho obéhu. Aminokyseliny resorbuji za 3 — 5 hodin po pfijmu potravy, pficemz rychlost
absorpce je pro jednotlivé aminokyseliny riznd. Nasledné jsou aminokyseliny pfenaseny
ptes portalni zilu do jater, kterymi aminokyseliny valin, leucin a izoleucin prochazeji ne-
zménéné a jsou zachyceny piedevsim v mozku a svaloviné.Do bunék jednotlivych organii
jsou aminokyseliny transportovany krvi, pfi¢emzZ na samotné vnikani aminokyselin do bu-

nék ma pozitivni vliv hormoninzulin [1, 2, 7].

2.3 Katabolizmus aminokyselin s rozvétvenym retézcem

Zpocatku probiha katabolizmu leucinu, valinu a izoleucinu stejnym mechanizmem, pozd¢ji
ptejde kazda z aminokyselin na svou specifickou metabolickou cestu k amfibolickym in-
termediatim (viz Obr. ¢. 4). Strukturou téchto intermediatu je urceno, Ze valin je gluko-
genni, leucin ketogenni a izoleucin ketogenni i glukogenni aminokyselina (viz kapitoly
1.1.1, 1.1.2 a 1.1.3). Mnohé¢ z katabolickych reakci rozvétvenych aminokyselin jsou totoz-
né s reakcemi pii katabolizmu mastnych kyselin [13, 15].

Prvni spole¢nou reakci pro v§echny aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem je transamina-
ce katalyzovana aminotrasferazou aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA amino-
tranferaza) za vzniku rozvétvenych a-ketokyselin. Z valinu vznika kyselina a-
ketoizovalerova (KIV), z leucinu kyselina a-ketoizokapronova (KIC) a z izoleucinu vznika
kyselina oa-keto-B-metylvalerova (KMV). Princip transaminace spociva ve vzajem-
né preméné dvojice aminokyselin a dvojice oxokyselin. Tato reakce muze probihat i rever-
zibiln€ s rovnovaznou konstantou okolo hodnoty 1, takze reakce mlze byt vyuzivana pro
syntézu 1 degradaci aminokyselin. Aktivita BCAA aminotransferazy je nejvyssi v srdci,
kosternich svalech a v ledvinach, naopak nizka je aktivita tohoto enzymu v jatrech, coz
vysvétluje nevyrazny pokles koncentrace aminokyselin s rozvétvenym fetézcem po piijmu

bilkovinné potravy po prutoku krve jatry,na rozdilod ostatnich aminokyselin [2, 6, 13, 15].

a-ketokyseliny vzniklé z leucinu, izoleucinu a valinu podléhaji dale oxidativni dekarboxy-
laci, ktera je prvni nevratnou reakci, katalyzovanou dehydrogenazou ketokyselin
s rozvétvenym fetézcem(BCKA dehydrogenaza). Dekarboxylaci vznikaji derivaty CoA,
které jsou nasledné¢ pieménény na meziprodukty metabolizmu sacharidi nebo lipi-
du.Konkrétné z valinu vznika sukcinyl-CoA, z leucinu vznika p-hydroxy-p-methylglutaryl-

CoA a z izoleucinu vznikaji slouceniny propionyl-CoA a acetyl-CoA. BCKA dehydroge-
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naza je mitochondridlni multienzymovy komplex, ktery se strukturou i zpisobem regulace
podobd enzymu pyruvatdehydrogenaze; jejimi podjednotkami jsou dekarboxyldza a-
ketokyselin, transacylaza a dihydrolipoyldehydrogenaza. Tento enzymovy komplex je
inaktivovan fosforylaci pomoci ATP a proteinkindzy a je reaktivovan pomoci Ca®-
independentni fosfoproteinfosfatazy. Proteinkinaza muze byt inhibovana ADP, rozvétve-
nymio-ketokyselinami, tioestery CoA a hypolipidemickymi pfipravky clofibratem a
dichloracetatem [2, 13, 15].

Metabolizmus valinu, leucinu a izoleucin neni zahajen v jatrech, jako u ostatnich aminoky-
selin, ale ve tkanich, kde je oproti jatrim vysoka aktivita enzymu BCAA aminotransferazy.
V kosternich svalech je vSak velmi nizka aktivita enzymu BCKA dehydrogenazy, proto je
cast vzniklych a-ketokyselin s rozvétvenym fetézcem transportovana do krve, odkud pre-
chazi do jater, kde jsou oxidovany nebo resyntetizovany zpét na aminokyseliny, které mo-

hou byt uvolnény opét do krevniho ob&hu [2, 15].

Treti reakce je totozna s dehydrogenaci nerozvétveného tioesteru acyl-CoA v katabolizmu
mastnych kyselin, oznacovanou také jako vlastni f-oxidace. Principem jsou dvé dehydro-
genace s vlozenou hydrataci. Pii prvni dehydrogenaci jsou odstépovany vodiky z a- a B-
uhlik@t mastné kyseliny za vzniku enoyl-CoA. Vznik dvojné vazby mezi a- a - uhliky
mastné Kyseliny umoznuje acyl-CoA-dehydrogenaza.Nasleduje adice vody na dvojnou
vazbu za katalyzy enoyl-CoA-hydratdzy. Pii posledni rekci podstupuje vznikly3-
hydroxyacyl-CoA za tcasti 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazy dehydrogenaci, pii¢emz
vznika kone¢ny produkt 3-ketoacyl-CoA, neboli B-oxoacyl-CoA[2, 15].
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Obr. ¢. 4: Odbouravani aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Na obrazku je srovnan pru-
beh katabolizmu valinu, izoleucinu a leucinu. Reakce 1 znadi transaminaci, reakce 2 je
oxidacni dekarboxylace, reakce 3 znaci dehydrogenaci, reakce 4 je adice vody, 5 znaci

karboxylaci, reakce 6 piedstavuje Stépeni [15].
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2.3.1 T¥i specifické reakce pro katabolizmus leucinu

Ctvrtou reakci v metabolizmu aminokyseliny leucin je fixace CO, za vzniku pB-
metylglutakonoyl-CoA, kdy 1 mol CO; je kovalentné vazan na 1 mol izopropylové skupi-

ny leucinu. Fixace CO; vyzaduje piitomnost biotinylu-CO,[13, 15].

Naslednou hydrataci je f-metylglutakonoyl-CoA pteménén na B-hydroxy-p-metylglutaryl-
CoA (HMG-CoA), slouzici jako prekurzor ketonovych latek, dale prekurzor mevalonatu a

tim i cholesterolu a v§ech ostatnich polyizoprenoidua [13, 15].

Posledni reakce v metabolizmu leucinu je umoznéna enzymem HMG-CoA-lyazou nacha-
zejicim se V jatrech, ledvinach a srde¢nich mitochondriich. HMG-CoA-lyaza katalyzuje
stépeni HMG-CoA na acetyl-CoA a acetoacetat [13, 15].

Popsanym principem metabolizmu leucinu Ize vysvétlit jeho silné ketogenni ucinky, kdy
z 1 molu leucinu vznikne nejen 1 mol acetoacetatu, ale navic jes$té polovina molu ketono-

vych latek vznikajicich ze zbyvajiciho acetyl-CoA [13, 15].

2.3.2  Cty¥i reakee specifické v katabolizmu valinu

Ctvrtou rekei pii odbouravani valinu je hydratace metylakryloyl-CoA krotonazou (enoyl-
CoA-hydratazou), hydrolazou se Sirokou specifitou pro tioestery P-hydroxyacyl-CoA
[13,15].

V nasledujicim kroku je deacylovan B-hydroxyizobutyryl-CoA na B-hydroxyizobutyrat

plnici tlohu substratu v nasledujicich reakcich [13, 15].

Primarni alkoholova skupina B-hydroxyizobutyratu je nasledné reverzibilniNAD'-
dependentni oxidaci pfeménéna na metylmalonatsemialdehyd (3-0Xx0-2-metylpropionat)

[13, 15].

Metylmalonatsemialdehyd je v posledni osmé rekci metabolizmu valinu transaminovéan na
B-aminoizobutyrat, ktery je pfitomen v moc¢i. Metylmalonatsemialdehyd mutze byt také
oxidativné acylovan na metylmalonyl-CoA, izomer sukcinylu-CoA. Izomerace je umozné-
na pritomnosti koenzymu adenozylkobalaminu a enzymumetylmalonyl-CoA-mutazy. Me-
tylmalonyl-CoA-mutaza je vyznamny enzym nejen v metabolizmu valinu, ale i propionyl-

CoA, ktery je katabolitem izoleucinu [13, 15].
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2.3.3 T¥i specifické reakce pro katabolizmus izoleucinu

Podobné jako ve ¢tvrté reakci katabolizmu valinu dochézi k hydrataci za katalyzy krotona-

Zy. Substratem této reakce je tigloyl-CoA, produktem a-metyl-p-hydroxybutyryl-CoA [14].

Pii paté reakci dochazi k dehydrogenaci a-metyl-p-hydroxybutyryl-CoA a reakce je analo-
gickou reakci k paté reakci odbouravani valinu. Tiolytické Stépeni vazby mezi 2. a3. uhli-
kem a-metyl-acetacetyl-CoA je obdobné tiolyze acetacetyl-CoA B-ketotiolazou. Konecné
produkty metabolizmu izoleucinu (acetyl-CoA, propionyl-CoA) charakterizuji jeho keto-

genni a glukogenni vlastnosti [13, 15].

2.3.4 Odstranéni amoniaku uvolnéného z aminokyselin

Hlavnim zdrojem amoniaku jsou aminokyseliny, vznikajici G¢inkem glutamatdehydroge-
nazy a oxidazy L-aminokyselin, dale jako zdroje mohou poslouzit aminy, puriny nebo
sttevni bakterie. Vznikly amoniak, at’ uz vznikl z jakéhokoli zdroje, je pro bunky vysoce
toxicky a je snasen jen v malé koncentraci. Clovék patii mezi tzv. ureotelni Zivodichy, ktefi
amoniak detoxikuji do podoby hlavniho produktu mocoviny, urey. Vedlejsimi produkty pti
vyuziti amoniaku mohou byt reakce s glutamatem na netoxicky glutamin, nebo peptoniza-
ce Vv ledvinach na neSkodné amonné soli, které jsou vylouceny moc¢i. Mocovina se vytvari
mocovinovym, také nazyvanym ureosyntetickym nebo ornitinovym cyklem. Reakce tohoto
cyklu probihaji vyhradné v jatrech, proto zdrava jatra svou spravnou funkci zarucuji nor-

malni hladinu amoniaku v téle [7, 13, 15].

2.3.5 Mocovinovy cyklus

Po degradaci uhlikatych koster v citratovém cyklu jsou aminokyseliny vylu¢ovany lidskym
organizmem ve form¢é mocoviny. Syntéza mocoviny je biosynteticky d¢j, proto je k jeho
zahdjeni nutné dodat energii ve formé ATP. Pokud by organizmus nebyl schopen pocatecni
energii poskytnout, v téle by se hromadil toxicky amoniak, vznikly pii katabolizmu amino-
kyselin. Metabolickd draha vzniku mocoviny u savcii se nazyva mocovinovy cyklus a je
lokalizovana v jatrech, ¢aste¢né v mitochondriich a ¢asteéné v cytosolu. Nasledné je mo-

¢ovina transportovana do ledvin, odkud je ve formé moci vylucovana [6, 13, 15].

Ornithinovy cyklus Ize rozdélit do péti vzajemné zavislych reakci. Prvni reakci, ktera se ve
skutecnosti pfimo ornitinového cyklu neucastni, nybrz poskytuje substrat pro cyklus, je

kondenzace aminoskupiny, obvykle transportované kyselinou glutamovou, a oxidu uhli¢i-
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tého za vzniku karbamoylfosfatu. Reakci probihajici v mitochondriich katalyzuje enzym
karbamoylfosfatsyntetaza a jsou pii ni potiebné 2 molekuly ATP. Druhd reakce je opét
lokalizovana v mitochondriich. Dochazi pii ni ke kondenzaci karbamoylfosfatu
s ornitinem, ktery byl do mitochondrii pfenesen specifickym prenasecem. Enzym, umoziu-
jici vznik produktu této rekce citrulinu, je ornithinkarbamoyltransferaza[6, 15]. Aby mohl
cyklus pokracovat dale, musi byt citrulin pomoci specifického prenasece pfenesen do cyto-
solu. V cytosolu pak citrulin reaguje s kyselinou asparagovou, ktera je donorem dal$i ami-
noskupiny. Mimo piitomnost enzymu argininosukcinatsyntetazy tato ¢ast cyklu vyzaduje i
dodani energie ve form¢ 1 molekuly ATP. Vznikly argininosukcinat se v dalsi fazi cyklu
Stépi na kyselinu fumarovou a arginin. Kyselina fumarova propojuje mocovinovy a citrato-
vy cyklus tim, ze vstupuje do citratového cyklu za vzniku oxalacetatu, ze kterého vznika
transaminaci za casti argininosukcinatlyazy opét kyselina asparagova, znovu vyuzitelna
v mocovinovém cyklu. Posledni reakci ornitinového cyklu je rozs§tépeni argininu na moco-
vinu a ornitin. Tato reakce je umoznéna enzymem arginazou. V cytosolu vznikly ornitin je
specifickym pfenaSeCem transportovan do mitochondrii, kde se napojuje v druhé reakci
cyklu a tim cely cyklus uzavira. Mocovina je poté transportovana krvi do ledvin, kterymi je

vylouéena z téla mo¢i [6, 13, 15].

Lidsky organizmus tedy musi na jedno probéhnuti cyklu dodat 3 molekuly ATP, aby byl

schopny vyloucit z téla toxicky amoniak. Denni produkce mocoviny je az 25g [6].
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3 METABOLICKE PORUCHY

Skupina metabolickych onemocnéni, které jsou zptisobeny disfunkci nékteré¢ho ze speci-
fickych enzymt v katabolizmu vétvenych aminokyselin, byva oznacovéana jako organické
acidurie nebo acidémie. V §irSim slova smyslu lze organické acidurie zatadit mezi aminoa-
cidopatie, jako fenylketonurie, tyrozinémie a homocystinurie, avSak pro dominujici néalez
hromadicich se organickych kyselin v organizmu, byvaji organické acidurie klasifikovany

zv1ase[16, 17, 18, 19].

Organické acidurie mohou byt tedy definovany jako poruchy latkové vymény vedouci
k hromadéni organickych kyselin v biologickych tekutinach, které narusuji acidobazickou

rovnovahu a intracelularni biochemické drahy [18, 20, 21].

Pokud dochézi ke kumulaci organickych kyselin v krvi, oznacuje se tento stav jako acidé-
mie. Termin acidurie znaci zvySenou hladina organickych kyselin v moci. Jedna se o one-
mocnéni dédicnd, zptisobena poruchou urcitého genu. Gen nesouci informaci o syntéze a
aktivité ptislusného enzymu v katabolizmu aminokyselin je poskozen mutaci a zptisobuje
tak dysfunkci enzymu[16, 17]. Organické acidurie jsou autozomalné recesivné dédi¢na,
coz znamena, clovek miize mit v téle zmutovany gen, pfestoze nevykazuje zadné ptiznaky
onemocnéni a je zcela zdrav. Lidé s timto typem genetického poSkozeni byvaji oznaCovani
jako prenaSeci. Vzajemnym spojenim dvou pfenasec¢ti mohou nastat tii mozné genetické
kombinace jejich potomka. Nejvetsi pravdépodobnost, ptiblizné 50 %, predstavuje vznik
dalsiho pifenaSece bez piiznakli onemocnéni a zdravotnich komplikaci. Dalsi moznosti je
kombinace dvou dominantnich chromozomi, takze potomek ve své genetické vybavé ne-
ma posSkozeny gen. Posledni moznou kombinaci, ktera ptedstavuje 25% pravdépodobnost,
je zktizeni recesivnich chromozomi rodict, které pro dité¢ predstavuje zdvazné onemocné-

ni po zbytek zivota (viz Obr. €. 5)[18, 21, 22].
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Autosomal Recessive Inheritance

Carrier . Carrier
{no symptoms) ' (no symptoms)

Each child inherits one copy of the gene
from Mom, and one copy from Dad

Possible combinations:

vy vy

WW WA

Normal Carrier Carrier Affected

Autosomal {non-sex) chromosome
with normal copy of gene

Autosomal chromosome with
defective copy of gene

Obr.¢. 5: Mozné kombinace pii penaSeni re-
cesivniho genu na potomka dvou recesivnich
rodicu [29]

Mezi nejcastéji se vyskytujici metabolické aciddzy patii leucindza, tzv. choroba javorové-
ho sirupu (MSUD — maple syrup urine disease), s odhadovanou frekvenci vyskytu 1:
20 000 — 50 000 zive narozenych déti, dale izovalerova acidémie (IVA — isovaleric acide-
mia), s frekvenci vyskytu 1. 50 000, metylmalonova acidémie (MMA — methylmalonic
acidemia), vyskytujici se také s frekvenci 1: 50 000 a v neposledni fadé propionova acidé-
mie (PA — propionic acidemia), s frekvenci vyskytu 1: 1000 000 [16, 17, 18, 21].
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3.1 Klinické priznaky onemocnéni

Vsechny vyse zminéné poruchy (MSUD, IVA, MMA a PA) se za¢inaji klinicky projevovat
jako zavazné novorozenecké formy jiz v prvnich dnech Zivota novorozence. Bezprostfedné
po porodu nejevi novorozenec zadné zjevné piiznaky onemocnéni, k ndhlému zhorSeni
stavu dochazi vétSinou nékolik hodin az dnti po porodu. Spole¢nymi klinickymi projevy
organickych acidurii jsou jednak neurologické poruchy, mezi které je fazena encefalopatie
zahrnujici rtizné ¢asti nervového systému, predevSim dochédzi k toxickému poskozeni
funkce mozku, mozeCku a bazdlnich ganglii, a opozdénému vyvoji psychomotorického
aparatu [16, 20, 21]. Dalsimi spole¢nymi projevy jsou prekyseleni organizmu a pozitivni
reakce na ptitomnost ketolatek a tendenci k nizkym hladindm glukézy v krvi. Mezi typické
ptiznaky poruchy katabolizmu rozvétvenych aminokyselin patii odmitani kojeni a pfisati
se, nespavost, tézka dehydratace, sniZzeni svalového tonu, kiece, leuconeutropenie a trom-
bopenie, kter¢ mohou napodobovat sepsi, nebo apnoické pauzy s progresi az do kématu. U
déti s leucindzou mize mit mo¢ nasladly zépach pfipominajici javorovy sirup, zatimco
moc¢ pacientl s izovalerovou acidurii zapachem ptipomina mysinu [17, 20, 23]. Propiono-
va, izovalerova a metylmalonova acidurie se v extrémnich piipadech mutize také projevovat
snizenim poctu bilych krvinek a krevnich desticek v krevnim obrazu spolu se zvySenou
koncentraci amoniaku. Opakované metabolické dysfunkce mohou vyustit az ke vzniku
chronickych komplikaci jako jsou epilepsie, zbytnéni srdce neboli kardiomyopatie ¢i chro-

nicka ledvinna nedostate¢nost s postizenim tubularnich funkci [16, 20, 21].

3.2 Diagnostika

Vsechny druhy poruch katabolizmu rozvétvenych aminokyselin mohou byt diagnostikova-
ny ruznymi biochemickymi analyzami. Zakladni biochemickou metodou pii podezieni na
poruchu z okruhu organickych acidurii je rozbor moci, srazlivé krve a suché kapky. Vzor-
ky odebrané pacientim s nahlym zhorSenim stavu jsou nasledné odeslany bud’ do laborato-
e Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch ve Vieobecné fakultni nemocnici (VFN) Pra-
ha, nebo do Laboratofe dédiénych metabolickych poruch ve Fakultni nemocnici (FN)
Olomouc, kdy jsou vyuzivany metody plynové chromatografie-hmotnostni spektrometrie
(GC-MS) nebo tandemové hmotnostni spektrometrie (MS-MS) [16, 17, 19]. Jednotlivé
organické acidurie jsou stanoveny pomoci specialnich enzymatickych zkousekve fibroblas-
tech, kultivovanych koznich bunkéach odebranych béhem kozni biopsie, a molekularnich

genetickych analyz [16, 21, 24, 25].
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3.2.1 Novorozenecky screening

Novorozenecky screening je nenahraditelny preventivni zdravotni program. Jedna se o
vysetieni novorozeného ditéte, navazujici na fadu vysSetfeni, se kterymi zacal jiz gynekolog
v pribéhu téhotenstvi. Novorozenec je vysetfovan na 1éCitelnd onemocnéni, kterd se mo-
hou projevit jiz v prvnich dnech zZivota. Cilem je diagnostikovat tyto pacienty diive, nez
onemocnéni zplisobi zdvazné zdravotni komplikace novorozence a ovlivni tak jeho pfiro-
zeny vyvoj nebo dokonce zapfti¢ini smrt. Novorozenecky screening slouZzi k celostatnimu
vyhledavani novorozencli se zvySenym rizikem nékterych vzacnych onemocnéni tak, aby
se dala tato onemocnéni potvrdit ¢i vyvratit diive nez se sta¢i projevit a nevratné poskodit
zdravi ditéte[24, 25]. Novorozenecky screening je zalozen na analyze suché kapky krve na
filtraénim papirku, tzv. novorozenecké screeningové karti¢ce, na zéklad¢ stanoveni kon-
centrace specifické latky ptipadné i prokdzani genové mutace. Odbér krve je provadén
z paty ditéte za definovanych podminek Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
viem novorozenciim narozenym na uzemi Ceské republiky. Sucha novorozenecké karticka
je odeslana k analyze do piislusné laboratofe. Za spravné provedeni odbéru krve zodpovida
oSetiujici 1ékat novorozence ve véku 48 — 72 hodin Zivota, za rozbor krve v suché kapce a
vysledky rozboru je zodpovédna piislusna screeningova laboratot [24, 26]. Pravdépodob-
nost onemocnéni je velmi mald, ptiblizn€ 1: 1150 pravé narozenych déti. Pokud se ovSem
onemocnéni prokaze a diky screeningu v€as diagnostikuje, pomuze ditéti ochranit zdravi,
v nékterych piipadech i Zivot, a ekonomii zdravotnictvi snizi naklady na jeho 1é¢bu [24,

25, 26].

Novorozenecky screening dédi¢nych metabolickych poruch zapocal v roce 1962 zavede-
nim Guthrieho bakteridlniho testu pro vcasné rozpoznani fenylketonurie a hyperfenylalani-
némie v USA. Od roku 1962 byla objasnéna biochemicka a geneticka podstata mnoha dé-
di¢nych metabolickych poruch, ¢imz se vyrazné zlepsila jak jejich prognéza, tak i jejich
terapie. V Ceskoslovensku se celoplo$ny novorozenecky screening pomoci Guthriechome-
tody zacal vyuzivat v roce 1975, o deset let pozd&ji byl novorozenecky screening v CR
roz§ifen o vySetfovani vrozené¢ho selhani funkce Stitné Zlazy (kongenitalni hypotyredza,
CH). Analyza byla provadéna ve Ctyfech spadovych specializovanych laboratofich, a to ve
VFN Praha, FNKV (Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady) Praha, FN Brno a FN Ost-
rava. V roce 2006 piibylo k nemocem stanovenym pomoci screeningu také vrozené selhani
funkce nadledvin (kongenitalni adrendlni hyperplazie, CAH, dfive nazyvano téz adrenoge-

nitalni syndrom, AGS). Od 90. let 20. stoleti je v novorozeneckém screeningu vyuzivana
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moderngjsi, méné financné naroc¢nd, analytickd technika tandemové hmotnostni spektrome-
trie (MS-MS), ktera umozinuje diagnostikovat vice zavaznych dédi¢nych metabolickych
poruch a to jesté¢ pred rozvojem klinickych piiznakii onemocnéni. Principem tandemové
hmotnostni spektrometrie je ¢innost dvou vedle sebe umisténych spektrometrti, mezi nimiz
je umisténa kolizni cela, ve které dochazi k rozbiti molekuly na fragmenty identifikovatel-
né podle specifického spektra. Béhem jednoho vysetieni tak mulize byt stanoveno velké
mnozstvi metabolitl, coz zna¢n¢ zvySuje Sanci diagnozy dédicné metabolické poruchy.
Organické acidurie a poruchy oxidace mastnych kyselin se projevi v profilu acylkarnitinu.
Analyza aminokyselin a acylkarnitinu v jednom vzorku na tandemovém hmotnostnim
spektrometru trva pfiblizné 2,5 minuty, ¢imz je umoznéno vytieni nékolika stovek vzorki

denné [24, 26].

1. fijna 2009 se stala metoda tandemové hmotnostni spektrometrie (MS-MS) Metodickym
navodem, zvefejnénym ve Vé&stniku Ministerstva zdravotnictvi €.6/2009. Soucasné se od
tohoto data méni specializované laboratofe provadéjici novorozenecky screening, a to na
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch ve VFN Praha a na Laboratoi dédiénych metabo-
lickych poruch ve FN Olomouc, a dale se rusi spadové obvody metabolickych center pro

fenylketonurii [24, 26].

V Ceské republice se na zakladé Metodického navodu k zajisténi celoplogného novoroze-
neckého laboratorniho screeningu a nasledné péée (Véstnik Ministerstva zdravotnictvi CR

z roku 2009, ¢astka 6, z 12. srpna 2009) vySetiuje 13 onemocnéni [24, 25, 26]:

e vrozena snizena funkce $titné zlazy (kongenitalni hypotyre6za — CH)
e vrozena nedostate¢nost tvorby hormont v nadledvinach (kongenitalni adrenalni
hyperplazie — CAH)
e vrozena porucha tvorby hlenu (cysticka fibroza — CF)
e dédi¢né poruchy latkové vymény aminokyselin
o vrozena porucha latkové vymény aminokyseliny fenylalaninu (fenylketonu-
rie — PKU a hyperfenylalaninemie — HPA)
o vrozena porucha latkové vymény vétvenych aminokyselin (leucindza, ne-
moc javorového sirupu — MSUD)
o glutarova acidurie typ I (GA 1)
o izovalerova acidurie (IVA)
e dédicné poruchy latkové vyméeény mastnych kyselin
o deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedné dlouhym te-
tézcem (MCAD)
o deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym te-
tézcem (LCAD)
o deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetéz-
cem (VLCAD)
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o deficit karnitinpalmitoyltransferazy I (CPT 1)
o deficit karnitinpalmitoyltransferazy IT1 (CPT II)
o deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (CACT)

3.3 Leucinoza

Onemocnéni nazyvané leucindza oznacuje autozomalné recesivni dédi¢ny deficit enzymo-
vého komplexu o-ketodehydrogenazy aminokyselin valinu, leucinu a izoleucinu. Casto
byva leucindza oznacovana také jako nemoc javorového sirupu podle charakteristického
zapachu moci po javorovém sirupu zpusobeného esterem kyseliny o-hydroxymaselné [8,

27,28, 29].

Poprvé leucindzu popsal v roce 1954 pediatr Menkes se svymi kolegy, kdyz studoval rodi-
nu, ve které zemfeli Ctyfi kojenci béhem prvnich tfi mésicti Zivota. Moc¢ téchto déti byla
citit jako javorovy sirup nebo spaleny cukr a odtud dostala své pojmenovani jako nemoc
javorového sirupu [30]. Na zakladé mnohych biochemickych analyz bylo v roce 1960 vy-
zkumnikem Dancisem zjisténo, ze zdkladem onemocnéni je nizk4 aktivita enzymu Stépici-
ho béhem procesu traveni tfi aminokyseliny, a to valin, leucin a izoleucin. Tento enzym
byl izolovan a definovan jako enzymovy komplex o-ketodehydrogendza v roce 1978.
V roce 1964 Dancis se svymi kolegy zvetejnil tispéSnou 1é€bu pii onemocnéni leucindzou.
Lécba spocivala v dieté s omezenym piijmem potravin obsahujicich vysoké mnozstvi vét-
venych aminokyselin, které obsahuje vétSina potravin bohatych na bilkoviny, jako jsou
napt. mléko a mlécné vyrobky, vejce nebo maso. Strava pacienta se proto skladala z potra-
vin neobsahujicich nebo obsahujicich pouze malé mnozstvi bilkovin, a déle bilkovinné

nahrazky, které spliuji denni kalorické pozadavky pacienta [27, 28].

Pravdépodobnost tohoto onemocnéni je 1:185 000, pficemz geny zodpoveédné za leucinozu
jsou lokalizovany na chromozomech 1 a 19 a jsou autozomaln¢ recesivni. Typickymi pti-
znaky je zvySeny vyskyt aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, zvlasté leucinu, v moci a
v plazmé. Dale je patrna Uplnd nebo castecna dysfunkce enzymového komplexu [8, 27,
28]. Skupina rozvétvenych aminokyselin tvofi asi 35 % z nepostradatelnych aminokyselin
ve svalech. Katabolické drahy pro aminokyseliny s rozvétvenym fetézcemzacinajitranspor-
tem téchto aminokyselin do bunék pomoci pienasect nachazejicich se v cytozolové mem-
bran¢. Uvnitt bunky podstupuje skupina rozvétvenych aminokyselin reverzibilni transami-

naci na cytozolové nebo mitochondrialni izoformy a-ketokyselin s odpovidajicim rozvét-
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venym fetézcem, pomoci enzymu aminotransferdzy. Vznikd tedy kyselina a-
ketoizokapronova z leucinu, kyselina o-keto-B-metylvalerova zizoleucinu a kyselina a-
ketoizovalerova z valinu. Tyto a-ketokyseliny syntetizované v cytozolu jsou translokovany
svym specifickym prenasec¢em do mitochondrii, kde jsou dekarboxylovany a oxidovany za
katalyzy o-ketodehydrogenazového komplexu [28, 29]. Lidsky a-ketodehydrogenazovy
komplex je voln¢€ spojen s vnitini mitochondrialni membranou.K oxidaci aminokyselin
S rozvétvenym fetézcem dochdzi pfedevsim v jatrech, ledvinach, svalech, mozku, tukové
tkani a srdci, pfi¢emz hlavnim mistem pro transaminaci a oxidaci je kosterni svalstvo. Na-
sledujici rekce jednotlivych a-ketokyselin probihaji jiz po odlisnych drahdch. Koenzymem
enzymového komplexu a-keto-dehydrogenazy je thiaminpyrofosfat (viz Obr. €. 6) [27, 28,
29, 30].

People with MSUD Have a Defective
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Obr. ¢.6 Katabolizmus aminokyselin u osob trpi-
cich MSUD [29]

Na zéklad¢ aktivity enzymového komplexu a biochemické reakce s tiaminpyrofosfatem

jsou pacienti trpici leucindzou déleni do nasledujicich péti fenotypovych forem: klasicka,
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intermediarni, pferusovana, reagujici na tiamin, a nedostate¢na. Klasicka forma leucin6zy
ditéte jako encefalopatie. Projevuje se ihned po narozeni kieCemi, zvracenim, letargii az
komatem a mentalni retardaci [27, 29, 30]. Kromé screeningu lze onemocnéni diagnosti-
kovat také typickym zadpachem moci a potu po javorovém sirupu, ktery miize pfipominat
také pach Cerstvého karamelu nebo Maggi koteni. Zapach v moci je dan pfitomnosti vyso-
kych koncentraci aminokyselin valinu, leucinu a izoleucinu[8, 28, 31]. U ostatnich variant
onemocnéni se priznaky nejintenzivnéji projevuji béhem druhého roku Zivota pacienta.
Intermediarni forma leucindzy zacina az po novorozeneckém obdobi a mlze se objevit
kdykoli béhem Zzivota v zavislosti na zbytkové aktivité¢ enzymu. Aktivita enzymu dekarbo-
xylazy se pohybuje pfiblizn€ v rozmezi 2 — 8 %. BéZn¢ jsou koncentrace aminokyselin s
rozvétvenym fetézcem v moc€i a v s€ru jen mirné zvysené, ovSem typicky zapach je 1
v tomto ptipad znatelny. Déti trpici intermedidrni formou leucindézy mivaji riizné stupné
neurologického poskozeni, zachvaty a opozdény vyvoj. Dalsi z forem leucindzy, preruso-
vana, je druhou nejcastéji se vyskytujici formou a vyznamné se projevuje pii stresovych
situacich, jako jsou napf. infekce nebo chirurgické zakroky, pficemz dekarboxylaza je
Vv takovém piipadé aktivni z 8 — 16 %. Pti zachvatu pacienta musi byt ihned nasazena agre-
sivni 1écba jako u klasické formy leucindzy a omezen piijem aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem v potrave. Pacienti s touto formou vykazuji normalni rast i inteligenci, ovSem
Vv zavislosti na zachvatech se mohou objevovat kie¢e nebo bezvédomi [8, 27, 30]. Leuciné-
za reagujici na tiamin se nejcastéji projevuje u pacientil s preruSovanou nebo intermediarni
formou leucinézy. Klinické ptiznaky jsou potlaceny nebo zcela vymizi pfi podani vyso-
kych davek tiaminu, piiblizng 10 — 200 mg.den™. Tzv. nedostateéna forma leucindzy se
kromé sniZzené aktivity a-ketodehydrogendzového komplexu projevuje i snizenou aktivitou
enzymu pyruvatdehydrogenazy a a-ketoglutaratdehydrogenazového komplexu [8, 28, 29,
30].

3.3.1 Lécba

Vétsina nelécenych pacientli umira jiz v prvnich mésicich Zivota na nésledky opakovanych
metabolické kolapst a neurologickych poskozeni.Lécba pii onemocnéni leucinézou zahr-
nuje dlouhodobé dietni opatieni a agresivni zasah pti akutni metabolické dekompenzaci.
Lécebna opatieni musi byt sestavena tak, aby inhibovala endogenni katabolizmus bilkovin,
udrzovala syntézu proteinti, zabrafiovala nedostatku esencidlnich aminokyselin a udrzovala

normalni hodnotu sérové osmolarity [8, 31, 32].Dieta pii metabolické dekompenzaci musi
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obsahovat dostate¢né mnozstvi kalorii, inzulinu a volnych aminokyselin. Denni piijem
leucinu je stanoven podle individualnich potieb pacienta. Leucin, jakozto esencialni ami-
nokyselina nemuze byt z jidelnicku zcela vypustén, piestoze pro pacienta piedstavuje nej-
jedovatéjsi aminokyselinu. Tolerance pacienta vici leucinu se vypocita z intervalového
meéfeni hladiny leucinu, izoleucinu a valinu béhem 6. az 12. mésice zivota [27, 29]. Od
roku 2003 spole¢nost Vitaflo se sidlem ve Velké Britanii vyrabi fadu ndhradnich produkta
bilkovin a dopliikti izoleucinu a valinu, které jsou urCeny jak détskym tak i dospélym paci-
entim. Tyto vyrobky lze zakoupit pouze na I¢katsky predpis. Bilkovinnd nahrazka pro déti
od 12 mésici véku do 10 let je distribuovana ve form¢ prasku obsahujiciho 8,4 g bilkovin,
ktery se smicha se studenou vodou a podava se jako napoj nebo gel. Nahrazka dale obsahu-
je vSechny potfebné vitaminy, mineraly a stopové prvky, stejné jako aminokyseliny, mimo
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, a je k dostani se specialni prichuti cerného rybizu,
pomerance, citronu, maliny, nebo tropického ovoce. Piipraveni takové nahradni vyzivy
trva méné nez jednu minutu, pficemz by pfipraveny pokrm mél byt zkonzumovan najed-

nou, nebo po uchovani v ledni¢ce do 24 hodin [8, 27, 31, 32].

N¢kdy se jako soucasti 1é¢by vyuziva také hemodialyzy, hemofiltrace, k odstranéni amino-
kyselin valinu, leucinu a izoleucinu z extracelularniho prostoru. Castou komplikaci meta-
bolické dekompenzace je edén mozku, ktery vyzaduje okamzitou 1écbu a intenzivni péci
[29, 31, 32]. Dospivajici a dospéli pacienti bézné podléhaji stavim uzkosti a depresim.
V takovém piipadé mohou byt podavana k 1é¢bé klasické psychostimulanty a antidepresi-
va. Pfi klasické form¢ leucindzy byva ucinnou terapii i1 transplantace jater predstavujici
ovsem znacné riziko pro pacienta. Zvlastni péce je veénovana t¢hotnym zenam
s onemocnénim javorového sirupu. Budoucim rodickdm musi byt Casto monitorovany
plazmatické koncentrace aminokyselin a rist plodu, aby se zabranilo riziku leucinové tera-
togenity a nedostatku esencidlnich aminokyselin. Dietni opatfeni musi zahrnovat tolerova-
né koncentrace leucinu, valinu a izoleucinu a udrzovat stabilni plazmatické koncentrace
téchto aminokyselin. Pacientkdm jsou na kazdy den sestavovany piisné jidelnicky, které
v kombinaci s ¢astym a rychlym monitoringem aminokyselin umoziuje ambulantni 1é¢bu
mnohych katabolickych poruch. Pokud nebyli novorozenci nemocnych matek testovani jiz
V prenatalnim vyvoji, musi byt do 24 hodin véku ditéte provedena analyza plazmy na pti-
tomnost aminokyselin [8, 27, 31, 32]. Pokroky v oblasti diety a metabolické dekompenzaci

1é¢by vyrazn€ snizuji nemocnost, umrtnost, a délku pocatecni hospitalizace pro pacienty.

vvvvvv
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nasledné metabolické kontroly. Pacienti, u nichz byla 1é¢ba zahajena po 14 dnech Zivota,
jen velmi ziidka dosahnou normalniho intelektu, b&ézné trpi mozkovou obrnou a mentalni

retardaci [ 27, 29, 31, 32].

3.4 Propionova acidémie

Propionova acidémie je dédi€né onemocnéni, pii kterém organizmus neni schopen spravné
zpracovat nekteré Casti proteint a lipidii. Je klasifikovana mezi poruchy organickych kyse-
lin vedouci k abnormalnimu hromadéni se urcitych organickych kyselin v krvi, moci a tka-
nich, které se tak stavaji pro organizmus toxické a mohou byt ptivodci vaznych zdravotnich

problému [9, 33, 34, 35].

Vroce 1961 byla zvetfejnéna zprava o ditéti s nedostatkem enzymu propionyl-CoA-
karboxyldza. Onemocnéni se projevovalo vyraznym zvySenim koncentrace glycinu
V plazmé a moci. Podle tohoto symptomu byla nemoc pojmenovana jako hyperglycinemie,
¢imz doslo k nechténému zkresleni informaci pfi objasiiovdni onemocnéni a spravné bio-
chemické projevy byly védci poznany az pozdé€ji v roce 1969, kdy byla popsana zakladni
vada pfi karbonylaci u pacientli postizenych hyperglycinemii. Soucasné¢ byla popsédna i
souvislost mezi metylmalonovou acidemii a hyperglycinemii. Vysledky téchto analyz ved-
ly k zavéru, Ze nemoc je zpusobena nejméné dvéma riznymi onemocnénimi. V roce 1971
byla u pivodniho pacienta prokdzana dysfunkce enzymu propionyl-CoA-karboxylazy [9,
33, 34].

Propionova acidémie stejné jako leucindza je fazena mezi autozomalné recesivni dédicné
poruchy, kdy kazdy z rodicl, pfestoze ani jeden z nich nevykazuje pfiznaky a symptomy
onemocnéni, nese jednu kopii zmutovaného genu PCCA (propionyl-CoA karboxylaza, a-
podjednotka) nebo PCCB (propionyl-CoA karboxylaza, B-podjednotka). Tyto geny obsa-
huji informace pro syntézu dvou podjednotek, a a 8, enzymu propionyl-CoA karboxylaza,
jehoz funkci je katalyza pfi zpracovani nékterych druhii aminokyselin, tukll a cholesterolu
Vv téle. Apoenzym obsahuje 6 a a 6  podjednotek, pficemz a podjednotka vaze kofaktor
enzymu biotin. Gen pro a podjednotku je ulozen na 13. chromozomu, gen pro 3 podjed-
notku na 3. chromozomu. Mutace v genu PCCA nebo PCCB narusuje funkci enzymu a
vede ke vzniku propionové acidémie, pii které nedochazi k normalnimu rozdéleni $tépe-
nych molekul. Vysledkem je tvorba latky zvané propionyl-CoA a dalSich potencialné skod-
livych sloucenin, které jsou pro lidsky organizmus toxické a mohou poSkozovat mozek a

nervovy systém [33, 36, 37]. Zdroji propionyl-CoA v lidském organizmu jsou predevs§im
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produkty katabolizmu esencialnich aminokyselin izoleucinu, valinu, treoninu a metioninu.
Dal8imi zdroji pak mohou byt mastné kyseliny s lichym poctem uhlikii v uhlikatém fetézci
a postranni fetézec cholesterolu, ptfestoze do organizmu pfispivaji jen velmi malym mnoz-
stvim propionyl-CoA [9, 34]. Propionyl-CoA v téle vznika piiblizn¢ z 50 % pii kataboli-
zmu bilkovin, z 25 % pfi B-oxidaci mastnych kyselin s lichym poc¢tem uhlikt a z dalSich 25
% vznika ¢innosti stievnich bakterii. Pfi spravné funkci enzym propionyl-CoAkarboxylaza
pfeménuje za pritomnosti biotinu, ATP, hotecnatych kationtii a bikarbonatu propionyl-
CoA na metylmalonyl-CoA, ktery je dale ¢innosti enzymu metylmalonyl-CoA-mutazy
metabolizovan na sukcinyl-CoA. Sukcinyl-CoA nasledn¢ vstupuje do Krebsova cyklu nebo
reaguje s glycinem za vzniku kyseliny aminolevulové [34, 35, 36, 37]. Pokud je ovSsem
funkce enzymu propionyl-CoA-karboxylazy poskozena, dochazi k hromadéni toxické ky-
seliny propionové a jejich derivati v organizmu a Spatnému vyuziti substratu

z energetického hlediska (viz Obr.¢.7) [9, 33, 36, 37].

Enzyme Defect in Propionic Acidemia

Odd chain fatty acids

Isoleucine, threonine, methionine, valine
Precursors to <
Side chain of cholesterol

propionyl-CoA

Propionic acid
3-Hydroxypropionate

Propionyl-CoA Methylcitrate
Propionylglycine
Tiglylglycine
X

Enzyme defect: deficient ~
propionyil-CoA-carboxylase
achivity

Obr. ¢.7: Schéma katabolizmu pii onemocnéni propionovou acidémii [37]
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Hromadénim acyl-CoA uvniti mitochondrii je snizovano mnozstvi volného CoA vyuzitel-
ného pro jiné reakce. Tento jev umoZiuje pieménu propionyl-CoA na propionylkarnitin.
Propionylkarnitin je transportovan ven z bunky a nasledné vylouc¢en moci. Mitochondrialni
CoA se uvolni, a miize se znovu zacastnit dalsi reakce, nebo se opét zapojit do tvorby pro-
pionyl-CoA. Relativni reakéni rychlosti téchto soubéznych procest udava v organizmu
bud’ vyvazeny stav rovnovahy nebo tézké ketoacidozy. Klinické naruseni rovnovahy muize

byt proto zpisobeno nedostatkem karnitinu [33, 34, 36, 37].

Klinickym pfiznakem onemocnéni je mirné zvysSena koncentrace amoniaku v krvi (hy-
peramonémie), kterd miize na pacienta pasobit neurotoxicky. Amoniak se v krvi hromadi
nefunk¢nosti enzymu N-acetylglutamatsyntazy, kterd je inhibovana nepfitomnosti kyseliny
propionové. N-acetylglutamat je alostericky aktivator karbamoylfosfatsyntazy vstupujici
do mocovinového cyklu. Jeho inhibici dochazi ke snizeni tvorby moci a kumulaci volného
amoniaku [9, 33, 36, 37]. Pozdg&jsi studie také prokazaly inhibici produkce leukocytt, ery-
trocytll a trombocytl kostni dieni zplisobenou piitomnosti volnych organickych kyselin
v téle. Pficina zvySené hladiny glycinu v séru zatim nebyla objasnéna, pfesto vSak byla

vyloucena jeji skodlivost na organizmus [ 34, 35, 37, 38].

Ve vétsin€ ptipadi se vlastnosti propionové acidémie projevi béhem prvnich dnli po naro-
zeni. Onemocnéni je provazeno piiznaky zahrnujicimi Spatné krmeni, zvraceni, ztratu chuti
k jidlu, slaby svalovy tonus (hypotonii), a nedostatek energie (letargii). T¢zka ketoacidoza
S hodnotami pH nizS§imi nez 6,8 miize vést k vaznym zdravotnim problémum, jako jsou
srde¢ni abnormality, kieCe, bezvédomi, obéhovy Sok, psychomotoricka retardace, nenapra-
vitelné poskozeni mozku ¢i smrt [9, 33, 37]. Jak jiz bylo zminéno, onemocnéni doprovazi
snizend produkce leukocytl, zplsobujici u pacienta zvySenou nachylnost k infekcim, které
mohou skon¢it i smrti. V nékterych ptipadech se mohou pifiznaky onemocnéni projevit a
stejné tak 1 vymizet az v prubéhu zivota, napt. v détstvi. U téchto pacienti byva nemoc

vyvolana dlouhodobym hladovénim, hore¢kou nebo infekei [ 34, 35, 36, 38].

Pted potvrzenim diagnézy propionové acidémie u pacienta musi byt provedeno nékolik
laboratornich testii. Nejprve je méfeno mnozstvi elektrolyttl v séru. Spatné krmené a zvra-
cejici déti vétsinou vykazuji abnormalni mnozstvi elektrolytti, zpisobené hromadénim vol-
nych organickych kyselin, aniontdi. Namé&fena hodnota vy$si neZ 16 mmol.dm™ signalizuje
propionovou acidémii. Ve vyjimecnych ptipadech pacienti trpici timto onemocnénim ne-
musi mit zvySené mnozstvi elektrolytd v plazmé [37, 38]. Dale se laboratorni testy zaméiu-

ji na mnozstvi krvinek a krevnich desti¢ek vzhledem k inhibici kostni diené kyselinou pro-
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pionovou. V krvi je také analyzovana hladina amoniaku, ktera byva u nemocnych mirné
zvySend. DalSim vyznamnym ukazatelem onemocnéni je vySetfeni moci a jeji pH. One-
mocnéni Casto provazi velky narast koncentrace B-hydroxypropionové kyseliny v moci.

Nizké pH moci zaroven potvrzuje podezieni na propionovou acidémii [33, 39].

3.4.1 Lécba

Zakladem Uspé$né 1éCby je v€asna diagnostika onemocnéni, proto mnoho zemi vcetné
Ceské republiky vyuZiva novorozeneckého screeningu. Vétsina pacientl trpicich propio-
novou acidémii ma tak zavazné ptiznaky, ze jsou hospitalizovani v nemocnici, coZ usnad-
nuje zjisténi prislusné diagnodzy a naslednou v€asnou lécbu zahrnujici zastaveni piisunu
vSech potravin bohatych na bilkoviny, ¢imZ se omezi mnozstvi hlavnich metabolickych
prekurzord propionové kyseliny, jako jsou valin, izoleucin, treonin a metionin. Lécba je
tedy spojena s podavanim alternativnich zdroju kalorii, nejcastéji sacharidi v kombinaci s
inzulinem. Pacient by m¢l dale pfijimat zvySené mnozstvi tekutin [35, 36, 40]. U tézkych
forem propionovych acidémii byva podavan také metronidazol, ktery potlacuje rist stiev-
nich bakterii produkujicich kyselinu propionovou. Jakmile je pacientliv stav normalizovan,
jsou do jidelnicku opét zarazeny bilkoviny, pficemz jejich denni mnoZzstvi by nemélo pre-
kroc¢it 1,5 g.kg'l. Pted propusténim pacienta do doméci péce prechazi nemocny do péce
biochemické genetiky spolupracujici s odborniky na vyzivu, ktefi sestavuji specidlni dietni
plan [37, 40]. VSechny ¢tyfi aminokyseliny vedouci ke vzniku propionatu jsou totiz fazeny
mezi esencidlni aminokyseliny a ve vyzivé Clovéka proto nesmé&ji byt z jidelnicku zcela
vyfazeny. Pacientiim jsou proto pravidelné monitorovany hladiny izoleucinu, valinu, treo-
ninu a metioninu v téle. Pfi onemocnéni propionovou acidémii je nékterymi ufady doporu-
covan piijem 10 mg biotinu za den nebo zvySeny piijem karnitinu. Pfestoze tato doporuce-
ni maji biochemicky smysl, jejich uc¢innost pii 1é¢bé propionové acidémie nebyla zadnymi

klinickymi testy potvrzena [33, 35, 38, 40].

3.5 Izovalerova acidémie

Izovalerova acidémie je dalSim typem organickych acidurii zptisobena vadou v metabolis-
mu aminokyseliny leucin. Prvni pfipad onemocnéni izovalerovou acidémii byl popsan v
roce 1966. Domnénka, Ze za onemocnéni je zodpovédna nedostate¢na aktivita enzymu

izovaleryl-CoA-dehydrogenazy, byla potvrzena o nékolik let pozdéji [10, 41].
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Jako u onemocnéni popsanych vyse i izovalerova acidémie je dédicné autozomalné rece-
sivni onemocnéni. Pacienti s pfiznaky onemocnéni maji obvykle dvé kopie nebo mutace
tohoto genu. Lidé pouze s jednou kopii genu, tzv. pfenaseci, nevykazuji ptiznaky nemoci,
ale mohou tento gen pienést na své déti, tzn., pokud jsou oba rodice prenaseci zmutované-
ho genu, maji 25% pravdépodobnost narozeni postizeného potomka. Enzym izovaleryl-
CoA-dehydrogendza je enzym lokalizovany na vnitini membrané matrix mitochondrii.
Patii do skupiny oxidoreduktaz a jeho kofaktorem je FAD (flavinadenindinukleotid). Pti-

slusny gen tohoto enzymu je lokalizovan na chromozomu 15 [10, 41, 42, 43].

Izovalerova acidémie je fazena mezi vzacné se vyskytujici onemocnéni, projevujici se ne-
spravnou funkci specifického enzymu v katabolizmu aminokyseliny leucin, které ma za
nasledek hromadéni se organickych kyselin v Krvi, moc¢i nebo tkanich (viz Obr. ¢. 8). Ob-
dobné¢ jako v predeslych ptipadech 1 u tohoto onemocnéni dochazi k toxickému ptlisobeni
nahromadénych organickych kyselin na organizmus postizen¢ho s naslednymi zdravotnimi
poruchami. Pfi¢inou izovalerové acidémie je mutace genu IVD obsahujiciho informace pro
vyrobu enzymy se zasadni funkci pti odbouravani bilkovin ze stravy. Vlivem zmutované
formy genu nepracuje enzym spravng, tzn., nestépi spravné aminokyselinu leucin, coZz ma

za nasledek zvysujici se hladiny izovalerové kyseliny a ji pfibuznych latek [42, 44].

Leucine

|

o-Ketocaproate

|

Hydroxyisovalerate «:-:s.:-... Isovaleryl-CoA

Isovalerylglycine  * + Isovaleryl-CoA Dehydrogenase
Other compounds 3-Methylcrotonyl-CoA
Acetoacetate Acetyl-CoA

Obr. ¢. 8: Schéma katabolizmu leucinu pii izovalerové acidémii [41]

Pokud neni onemocnéni 1é¢eno, hromadi se izovalerova kyselina v krvi a negativné ovliv-

nuje mozek a nervovy systém pacienta. V souvislosti s izovalerovou acidémii jsou rozliso-
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vany tii zakladni fenotypy: akutni neonatalni forma, chronicka intermitentni forma a po-
tencialné asymptomaticka forma. Akutni neonatalni forma se projevuje jiz béhem prvnich
14 dnti Zivota. Po narozeni byva dité bez jakychkoli pfiznakli onemocnéni, avSak pozd¢ji
zacina dit¢ odmitat stravu, zvraci, byva dehydrované a muze ztracet védomi. Mezi dalsi
ptiznaky akutni formy patii kiece, zapach pfipominajici zpocené nohy, ktery jezptisobeny
lehka az stiedné tézka mentalni retardace, koma az smrt [10, 44]. U pacientu, kteti preko-
naji akutni dekompenzaci v novorozeneckém obdobi, je dalsi pribéh podobny pribéhu u
pacientd s chronickou intermitentni formou. Chronickd intermitentni forma se ¢asto proje-
vuje nespecifickymi ptiznaky, jako jsou mentalni nebo psychomotoricka retardace, cho-
lestaza, nebo odmitani stravy s vysokym obsahem bilkovin [41, 42]. K akutnim dekom-
penzacim dochazi béhem stavli souvisejicich se zvySenym katabolizmem aminokyselin,
napt. pfi infekci, dlouhodobém hladovéni nebo zvySeném piijmu bilkovin. Typickymi
symptomy Vv takovychto stavech jsou Ginava, nechutenstvi, zvraceni, dehydratace nebo kie-
¢e. Déti trpici touto formou acidémie normalné rostou, ale Spatné pfibiraji hmotnost a mi-
vaji opozdény vyvoj. Tteti skupina je tvofena pacienty potencidlné asymptomatickymi,
ktefi byli diagnostikovani na zédkladé novorozeneckého screeningu. Tito pacienti vykazuji
tzv. mirny biochemicky fenotyp, kdy vétSina mé konkrétni mutaci na IVD genu
vV homozygotnim stavu nebo jsou pro tuto mutaci heterozygoty a maji jinou mutaci na IVD

genu. U zadného z téchto pacienti se dosud nerozvinuly klinické symptomy [41, 42, 43,
44].

Ke zvySovani hladiny izovalerové kyseliny miize dochazet bud’ konzumaci velkého mnoz-
stvi bilkovin, nebo nemoci, kdy télo uvolni ptebyte¢né bilkoviny a nasledné dojde ke zvy-

Seni koncentrace izovalerové kyseliny [10, 41].

Izovalerovéa acidémie muze byt u novorozencl zjisténa tandemovou hmotnostni spektro-
metrii ze suché kapky vyuzivané pii novorozeneckém screeningu. Nalez zvySeného mnoz-
stvi pétiuhlikatych sloucenin acylkarnitinu naznacuje snizenou funkci enzymu izovaleryl-
CoA-dehydrogenazy, nebo 2-metylbutyryl-CoA-dehydrogenazy. Tato onemocnéni Ize od
sebe odlisit na zakladé dalSich test, napf. vySetieni moci na pfitomnost organickych kyse-
lin. Castym vysledkem analyzy modi pacienta s izovalerovou acidémii je zvysena koncent-
race izovalerylglycinu se snizenym mnozstvim kyseliny 3-hydroxyizovalerové. Naproti
tomu pacientim s deficitem enzymu 2-metylbutyryl-CoA-dehydrogenazy byva v moci

stanovena vysoka hladina 2-metylbutyrylglycinu [41, 44]. Pro prenatalni diagnostiku byva
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vyuzivana metoda méfeni koncentrace izovalerylglycinu v plodové vodé matky a metoda
méfeni enzymové aktivity izovaleryl-CoA-dehydrogenazy v choriovych klcich, fibroblas-
tech nebo leukocytech. Dostupna je i prenatalni diagnostika, kdy se bud’ ve druhém trimes-
tru téhotenstvi vysSetiuji metabolity v plodové vodé, nebo v pfipadé znamé specifické mu-
tace u obou rodi¢ti mize byt v prvnim a druhém trimestru té¢hotenstvi vyuzita molekularné

geneticka metoda [10, 42, 44].

3.5.1 Lécba

V¢Easnou lé€bou pacienti s izovalerovou acidémii 1ze ptredejit zdvaznym U¢inkiim kyseliny
izovalerové na lidsky organizmus. Lécba pacientd zahrnuje predev$im snizeni piijmu bil-
kovin, zejména vétvené aminokyseliny leucinu. Dale se podava glukoza, glycina karnitin.
Podminkou uspésné 1€¢by je sledovani nasledujicich kritérii u pacienta: hydratace, korekce
biochemickych abnormalit, utlumeni katabolizmu a propagace anabolizmu, odstranéni to-
xickych prvki, 1é¢ba piipadnych infekci a jinych nebezpecnych onemocnéni, popt. zvazo-

vani hemodialyzy [10, 44].

U pacienta by mél byt zajiStén dostatecny ptisun tekutin s vy$si koncentraci glukézy, ¢imz
zaroven dochdzi k utlumu katabolizmu tim, ze télo obsahuje vyssi hladinu glukézy nez by
bo kalorii, kompenzujicich energetickou potiebu organizmu, kterému bylo snizeno mnoz-
stvi energie vyfazenim bilkovin z jidelnicku. V teoriich mozné 1écby byva zminovano i
podavani inzulinu, hormonu podporujici syntézu proteinti a lipidd. U¢inek inzulinu pii

1é¢bé organickych acidémii vSak zatim nebyl podlozen Zadnou studii [41, 42, 44].

Pro odstranéni toxickych prvku z téla je pouzivan karnitin, glycin nebo hemodialyza. Gly-
cin zabrafnuje hromadéni se toxickych acyl-CoA v téle pacienta, nizka koncentrace volného
karnitinu v organizmu zase umoziuje reakci s organickymi kyselinami za vzniku esterq.
Metoda hemodialyzy byva vyuzivana v ptipadech nezvladatelnych metabolickych acid6z a

hypertonii, komatu, nebo zdvazné poruchy rovnovahy elektrolyti [41, 42].

Nejvyznamnéjsi ¢asti 1é¢by je sestaveni jidelni¢ku podle potieb pacienta, ¢imz lze potlacit
mnohé ptiznaky onemocnéni a nasledné zavazné zdravotni poruchy. Jidelni¢ek musi byt
sestaven odbornikem na vyzivu a musi obsahovat potraviny s nizkym obsahem bilkovin. I
pies vaznost onemocnéni se v jidelnicku v malém mnozstvi vyskytuji proteiny potifebné

pro rust a spravny vyvoj ditéte. Béhem détstvi a dospivani se pozadavky na mnozstvi pro-
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teind ve stravé individualné lisi a proto by pacientim m¢l byt jidelnicek pravideln€ upra-

vovan [10, 41].

Aminokyselina glycin je podavana pro svou schopnost vazat se s kyselinou izovalerovou
za vzniku mén¢ Skodlivé slouceniny izovalerylglycinu, ktery se vylu¢uje moci. Obdobn¢
tvoii s kyselinou izovalerovou méné Skodlivé slouc¢eniny karnitin, ktery se navic vyznamné
podili na tvorbé energie svali. V¢asnou diagnostikou a podrzovanim piisné diety lze do-
sahnout normalniho vyvoje déti s acidémii. Nicméné vétSina déti trpi akutni formou tohoto

onemocnéni a projevuji se u nich neurologické abnormality [10, 42, 44].

3.6 Metylmalonova acidémie

Metylmalonova acidémie zahrnuje heterogenni skupinu dédicnych autozomdlné recesiv-
nich onemocnéni se spoleénym znakem kumulace kyseliny metylmalonové a jejich vedlej-
Sich produkti v télnich tekutinach. Pacienti postizeni metylmalonovou acidémii nebo
acidurii trpi obvykle nedostatkem enzymu metylmalonyl-CoA-mutaza[11, 45]. Nespravna
¢innost tohoto enzymu muze mit piivod ve Spatné syntéze nebo transportu adenozylkobal-
taminu, kofaktoru tohoto enzymu. Nedostatkem kobalaminu obecné trpi vegetariani. U déti
s poruchami metabolizmu kobalaminu se Casto setkdvame také s homocystinurii. Krome
klasické formy onemocnéni projevujici se jiz od narozeni ditéte existuje i forma prechodna

zjisténa u jinak zdravych déti [11, 35, 36, 45].

Adenozylkobalamin-dependentni metylmalonyl-CoA-mutaza je enzym, ktery katalyzuje
izomeraci metylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA. Metylmalonyl-CoA je odvozen od propi-
onyl-CoA pusobenim enzymu propionyl-CoA-karboxylazy. Jedna se o ten samy enzym,
ktery je zodpovédny za onemocnéni propionovou acidémii [35, 45, 46]. Propionyl-CoA
vznikd prostfednictvim katabolizmu aminokyselin izoleucinu, valinu, treoninu, metioninu,
dusikatych bazi tyminu a uracilu, dale cholesterolu nebo specifickych mastnych kyselin.
Zna¢né mnozstvi propionyl-CoA mohou produkovat bakterie stfevni mikroflory. Metylma-
lonyl-CoA-mutaza predstavuje dimer identickych podjednotek, na které je pevné vazan

adenozylkobalamin [ 11, 36, 46, 47].

Novorozenci ve v€ku do 14 dnil Zivota s metylmalonovou acidémii se projevuji pfiznaky,
jako jsou napft. Spatné¢ krmeni, zvraceni, letargie nebo svalova hypotonie. Stars$i déti pak

mohou vykazovat navic zachvaty, hypoglykémii, myopatii, necitelnost nohou, poruchy
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vidéni nebo ledvin. Jako v pfedchozich ptipadech, i zde se jedna o hromadéni pro lidsky

organizmus toxickych latek, které mohou nevratné poSkozovat mozek a nervovou soustavu

[11, 45, 46, 47].

Pfi podezieni na metylmalonovou acidémii jsou pacientovi odebrany vzorky moci a krve, u
nichz je nasledné provedena analyza. Pomoci GC-MS se v moci stanovuje mnozstvi me-
tylmalonové kyseliny, metylcitratu a kyseliny propionové. Méfenim aminokyselin pfitom-
nych v plazmé se obvykle ur¢i zvySend hladina glycinu, dale snizené mnozstvi celkového i
volného karnitinu. V krevni plazmé jsou dale stanovovany koncentrace homocysteinu, ko-
balaminu, kapilarnich krevnich plynt, amoniaku, glukozy, laktatu, elektrolytd, mocoviny,

kyseliny mocové a kreatinu [11, 47].

3.6.1 Lécba

Kojenci a déti s metylmalonovou acidemii maji zvySené riziko metabolické dekompenzace
zejména béhem zvysSené Cinnosti katabolizmu, jako napft. pfi infekci, traumatu, chirurgic-
kych zakrocich a stresu. V takovychto stavech pacienta je nutnd v€asna 1écba limitujici
katabolizmus a podporujici anabolizmus. Obvykle jsou ze stravy nemocnych vypustény
bilkoviny po dobu kratsi nez 24 hodin, béhem které je pacientovi intravendézné podavano
velké mnozstvi tekutin a glukoézy. Pokud pacient pii hospitalizacisoucasné trpi i dalSim
onemocnénim, napft. infekci, musi byt souc¢asné 1é¢en i na toto onemocnéni. Lécba metyl-
malonova acidémie muze zahrnovat i zvySeny piijem karnitinu. Pokud i nadale acidéza
pfetrvava, piip. se objevuje hyperamonemie, byvd volena metoda hemodialyzy. Zndmy
jsou i pripady transplantaci jater nebo ledvin u déti s metylmalonou acidémii. Tito pacienti
vsak 1 nadale trpi onemocnénim, u ne€kterych z nich doslo navic k porucham hybnosti [35,

45, 47].

Obdobné jako u ptredchozich metabolickych acidoz je i pro 1é€bu metylmalonové acidémie
kliCovym opatienim dodrzovani pfisné diety sestavené na miru dietnim specialistou.
Mnozstvi pfijimanych bilkovin v potravé je omezeno pouze na minimalni mnoZstvi uspo-
kojujici potteby pro riist. V dob¢ diagnozy a metabolickych dekompenzaci se pro intoxika-
ci mitochondrii vyuziva u¢inku karnitinu. Aktivita enzymu metylmalonyl-CoA-mutazy se
vyrazné zlepSuje pii podavani kobalaminu. V pfipad€, ze ma pacient i zvySenou hladinu
homocysteinu, byva uzivana kyselina listova. Dietni plan musi byt pravidelné¢ odborné

obménovan tak, aby vyhovoval ristovym a vyvojovym pozadavkiim pacienta v daném
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véku. Nezbytnosti Gispésné 1é¢by jsou i pravidelné kontroly déti s metylmalonovou acidé-
mii u Iékaie [45, 47].

3.7 Nizkobilkovinna dieta

Bilkoviny pfedstavuji jednu ze zékladnich Zivin nezbytnych pro Zivot, které se predevsim
podileji na riistu a vyvoji déti. Clovék za normalnich okolnosti pfijima potiebné mnozstvi
bilkovin stravou. V ptipad€¢ vazného onemocnéni, kdy ptijem bilkovin zhorSuje zdravotni

stav pacienta, se vyuziva nizkobilkovinné diety [48, 49].

Tato dieta omezuje piijem piirozenych bilkovin stravou a dodava potfebnou davku bilko-
vin formou dietniho preparatu, ktery se stava nedilnou soucasti kazdé nizkobilkovinné die-
ty. Velka pozornost a peclivost je diilezita pfi pocitani mnozstvi bilkovin ve stravé. Pokud
by doslo k matematické chybé, mohlo by dojit k vysSimu dennimu piijmu bilkovin, nez
bylo stanovené optimalni mnozstvi a tak k ohrozeni zdravi pacienta, ktery je povinen kaz-
dy den pomoci tabulkovych vypoctl a piesného vazeni potravin kontrolovat zkonzumova-
né mnozstvi bilkovin. Denni pfijem bilkovin by mél byt rovhomérné rozdélen do celého
dne, pfi¢emz nejbohatsi na bilkoviny by mél byt obéd, potom snidané€ s veceti a nakonec
dopoledni svacina, odpoledni svacina a druhd vecete. Povolend odchylka od stanoveného

mnozstvi bilkovin je maximalné 0,5 g bilkovin denné [49, 50].

S tim souvisi 1 spravny vybér potravin, tzn. pouzivani potravin s nizkym obsahem bilkovin,
omezeni konzumace potravin s vy$§im obsahem bilkovin a iplné vylouceni potravin boha-
tych na bilkoviny. Jakékoli nedodrzeni stravovaciho planu je nevhodné a do jisté miry
ohrozuje pacientovo zdravi. Spravného uéinku diety lze tedy dosahnout kombinaci vhod-
nych potravin, dodrZzovanim denniho povoleného mnozstvi bilkovin, pfesnym vazenim
vsech zkonzumovanych potravin a doddvanim dietniho preparatu rozdéleného alespon do

tii davek. Nezbytnou soucasti jidelnicku je i vysoky pfijem tekutin [48, 49, 50].

Podle obsahu bilkovin a vhodnosti konzumace jsou potraviny déleny do tii kategorii, a to
na potraviny povolené bez omezeni, potraviny s ¢astecnym omezenim a nevhodné potravi-
ny. Do skupiny potravin povolenych bez omezeni jsou fazeny ovoce, zelenina, ovocné
pfesnidavky a zmrzliny, dzemy, marmeladdy, med, cukr, olej, margariny, vaje¢na nahrazka
(Reva), nizkobilkovinné mouky (Finax, Apromix, Vitaprotam), nizkobilkovinné strouhan-
ka, krupice, téstoviny, pecivo, mléko (Loprofin) a dalsi nizkobilkovinné vyrobky. Mezi

potraviny s ¢astenym omezenim patii napf. malé mnozstvi smetanovych jogurtt, tvaroht,
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polotu¢ného mléka, masla, smetany, pudinkli, smetanovych zmrzlin, ¢okolady, oplatkii a
suSenek. Dale do této skupiny patii: vejce jako soucédst pokrmu, mouka, ryze, téstoviny,
brambory a bilé pecivo. Posledni skupinu tvofi potraviny nevhodné. Pacienti by tedy méli
z jidelnicku vyloucit vSechny druhy masa, vnitinosti, salamy, uzeniny, jakékoli masné a
rybi vyrobky, syry, nizkotu¢né mlécné vyrobky, vejce jako samostatny pokrm a vSechny

druhy lusténin [50, 51].
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ZAVER

Esenciélni aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem neni lidsky organizmus schopen synte-
tizovat a musi byt proto do téla dodavany potravou, napf. rybim masem, vajecnou nebo
mlécnou bilkovinou. Pfijaté aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem prechazi do kosterniho
svalstva, kde zaCina jejich katabolizmus. Prvni tfi reakce katabolizmu, transaminace, oxi-
da¢ni dekarboxylace, dehydrogenace, probihaji u vsech tii aminokyselin, dalsi prabeh ka-
tabolizmu je pro jednotlivé aminokyseliny specificky, pfi¢emZ vyznamnou roli pfi tvorbé
produkti piedstavuje ketogenita nebo glukogenita piislusné aminokyseliny. Ptipady, kdy
organizmus neni schopen spravné odbouravat nékterou z téchto aminokyselin, predstavuji
pro ¢loveéka velmi vazné a nevratné posSkozeni zdravi, které, pokud neni v€as diagnostiko-
vano a léc¢eno, konci smrti vétsinou jiz béhem prvniho tydne Zivota. Takova onemocnéni
jsou oznacovana jako organické acidémie, ptipadné acidurie, které se vyznacuji vrozenou
nedostatecnou, nebo uplnou dysfunkci nékterého ze specifickych enzymu katabolizmu,
hromadénim se kyselin v organizmu, vySetfenim pomoci novorozeneckého screeningu a

nelécitelnosti, prestoze vhodna nizkobilkovinné dieta miize potlacit projevy onemocnéni.

Nejcastejsi formou onemocnéni byva leucindza neboli choroba javorového sirupu. Tato
porucha je zptisobena nedostate¢nou funkci enzymového komplexu a-ketodehydrogenazy.
Typickym pfiznakem onemocnéni je zapach moci po javorovém sirupu a pfitomnost leuci-

nu v modi a séru.

Propionova acidémie se projevuje zvySenou koncentraci glycinu v krevni plazmé a moci.

V tomto ptipadé nefunkénost vykazuje enzym propionyl-CoA-karboxylaza.

Izovalerova acidémie je zpiisobena vadou v metabolizmu aminokyseliny leucin, konkrétné
mutaci genu IVD obsahujiciho informace pro vyrobu enzymu se zasadni funkci pti odbou-
ravani bilkovin ze stravy. Obdobné jako u ostatnich poruch pti odbourdvani rozvétvenych
mastnych kyselin 1 u metylmalonové acidémie dochéazi k hromadéni organickych kyselin

v krvi, mo¢i nebo tkanich.
Nedostatkem enzymu metylmalonyl-CoA-mutazy lze charakterizovat metylmalonovou
acidémii. Jejim nasledkem je kumulace kyseliny metylmalonové a jejich vedlejSich pro-

duktu v télnich tekutinach.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP

AGS

AK

ALA

ARG

ASN

ASP

ATP

BCAA

BCKA

CACT

CAH

CF

CH

CoA

CPTI

CPT Il

FAD

FNKV

FN

GA |

GC-MS

GLN

GLU

Adenozindifosfat

Adrenogenitalni syndrom

Aminokyseliny

Alanin

Arginin

Asparagin

Asparagova kyselina

Adenozintrifosfat

Branched chain amino acid — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem
Branched chain keto acid — ketokyseliny s rozvétvenym fetézcem
Deficit karnitinacylkarnitintranslokazy
Kongenitalni adrenalni hyperplazie

Cysticka fibroza

Kongenitalni hypotyre6za

Koenzym A

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy |

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy Il
Flavinadenindinukleotid

Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
Fakultni nemocnice

Glutarova acidémie typu |

Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
Glutamin

Kyselina glutamova
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GLY
HIS
HMG-CoA
HPA
ILE
IVA
KIC
KIV
KMV
LCAD
LEU
LYZ
MCAD
MET
MMA
MS-MS
MSUD
NAD"
PA
PCCA
PCCB
PHE
PKU
PRO
SER

TRE

Glycin

Histidin

B-hydroxy-B-metylglutaryl-CoA
Hyperfenylalaninanemie

Izoleucin

Isovaleric acidemia — izovalerova acidémie
Kyselina a-ketoizokapronova

Kyselina a-ketoizovalerova

Kyselina a-keto-p-metylvalerova

Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin
Leucin

Lyzin

Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin
Metionin

Methylmalonic acidemia — metylmalonova acidémie
Tandemova hmotnostni spektrometrie

Maple syrup urine dinase — choroba javorového sirupu
Nikotinamidadenindinukleotid

Propionic acidemia — propionova acidémie
Propionyl-CoA karboxylaza, a-podjednotka
Propionyl-CoA karboxylaza, f-podjednotka
Fenylalanin

Phenylketonuria — fenylketonurie

Prolin

Serin

Treonin
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TRP Tryptofan

TYR Tyrozin

VAL Valin

VEN Vseobecna fakultni nemocnice

VLCAD Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetéz-
cem
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