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CASOVY HARMONOGRAM

Streda 25.5.2016
14.00-18.30 Prichod a registracia
19.00 Uvitacia recepcia

Stvrtok 26.5.2016

8.00-16.00 Registracia

9.00-10.10 Hyperamonémie
10.10-10.40 Kavova prestdvka
10.40-11.30 DMP v dospelosti
11.30-12.40 Oralna prezentacia posterov k hlavnym témam (POSTERY 1-6)
12.40-14.00 Obed
14.00-15.20 Lyzozdémové ochorenia
15.20-15.50 Kavova prestavka
15.50-18.00 Postery (POSTERY 7-30)

19.30 Spolocensky vecer

Piatok 27.5.2016
8.30-13.30 Registracia
9.00-10.30 Metabolomika

10.20-10.50 Kavova prestavka
10.50-12.10 Varia

12.10-12.30 Zaver metabolickych dni
12.30-13.30 Obed a odchod
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ORGANIZACNE ZABEZPECENIE
KONFERENCIE

Meritis s. r. o.
Obrovského 644
141 00 Praha 4

IC: 26716305
DIC: CZ26716305

e-mail:pddmp2016@meritis.cz

tel.:+420 272 774 065

fax:+420 272 767 597
http://www.meritis.cz/akce/pddmp2016/

Tereza Hoffmannova
organizacia konferencie
tel.: +420 737 287 518

Tereza Donatova
registracia, ubytovanie
tel.: +420 737 282 842



VSEOBECNE INFORMACIE

Miesto konanie konferencie
Konferencia sa kona v hoteli Bardnka (Mudrochova 2, Bratislava).

Miesto konanie spolo¢enskych vecerov
25. 5. 2016 Uvitaci vecer
(Restauracia v hoteli Baronka, Mudrochova 2, Bratislava)

26. 5. 2016 Spolocéensky vecer
(Restauracia Vinum Galeria Bozen, Holubyho 85, Pezinok)
Odchod autobusov od hotela Barénka v 19.00 hod.

Registracny poplatok

Registracny poplatok s ubytovanim 3 000 K&/112 EUR
Registracny poplatok bez ubytovanie 1 650 K&/58 EUR
Ciastky st uvedené vratane DPH.

Registracny s poplatok s ubytovanim obsahuje
ubytovanie v termine 25.— 27. 2016 (2 noci)
Ucast na odbornom programe
konferen&né materiély
kavové prestavky a obedy
uvitaci a spolo€ensky vecer

Reglstracny poplatok bez ubytovanie obsahuje
Ucast na odbornom programe (1 deri)
konferenéné materialy
kavové prestavky a obed (1 den)
uvitaci a spoloCensky vecer (1 der)

Stravovanie
Ranajky su zaistené v mieste ubytovania. Obedy a coffee breaky poas odborného
programu budu zaistené v mieste konania konferencie.

Kredity

Konferencia je ohodnotena kreditmi SLK. Potvrdenie o G¢asti dostanu U¢astnici po skon-
¢eni konferencie u registracie.



INFORMACIE K ODBORNEMU PROGRAMU

Jazyk konferencie
Rokovacie jazyky konferencie: slovensky, ¢esky, anglicky (bez simultanneho prekladu).

Informacie pre prednasajucich

Prednasky prezentované cez PC (dataprojektor) je nevyhnutné odovzdaf na CD, DVD
alebo USB flash.

Prednasky na médiach mézete odovzdavat technikovi v Kongresovom séle vzdy 60 minit
pred zahajenim programu prednaskového bloku Vasej sekcie. Inak nemdzeme garantovat
bezproblémovy priebeh Vasej prezentacie.

Pozadovany format prezentacie je Microsoft Powerpoint 2010 (pripadne starSie verzie
2007 - a 2003) alebo PDF. Pomer stran prezentacie by mal byt 4: 3.

Postery

Postery budu umiestnené na paneloch o rozmeroch 2 m (vyska) x1 m (Sirka).

VSetky prijaté posterové prezentacie boli rozdelené do dvoch posterovych sekcii - I. - 1.
Detailny rozpis najdete v tomto zborniku v oddiele ,,Zoznam posterov*.

Vlastny poster je potrebné sprevadzat Gstnou prezentaciou v dobe trvania 5 min., vratane
diskusie. Jednotlivé prezentacie budu prebiehat v rdmci ¢asu sekcie, do ktorej bol poster
zaradeny.

Tlagené postery je mozné nechat vystavené po cell dobu konferencie.

InStalacia posterov je mozna v stredu 25. 5. 2016 od 15.00 - 17.30 hod. A vo Stvrtok
26. 5. 2016 od 8.00 - 8.30 hod. a 12.40 - 14.00 hod. Material na pripevnenie posterov
na panely bude na mieste k dispozicii.



DETAILNY PROGRAM

Streda 25. 5. 2016
14.00 - 18.30 Prichod a registracia
19.00 Uvitacia recepcia

Stvrtok 26. 5. 2016

8.40 Otvorenie 31. PD DMP

9.00-10.10 Prednasky: Hyperamonémie

Predsednictvo: Behulova D., Bzduch V.
9.00 -9.45 Update on urea cycle disorders: diagnostics, management of patients

and outlook
Héberle J., University Children’s Hospital Zurich, Division of
Metabolism, Zurich, Switzerland

9.45-10.10 Tehotenstvo a popbérodné obdobie u pacientok s deficitom OTC
Brennerova K., I. DK DFNsP a LFUK, Slovenska republika

10.10-10.40 Kavova prestavka

10.40 - 11.30 Prednasky: DMP v dospelosti
Predsednictvo: Peskova K., Halova K.

10.40-10.50 Pozdni formy lysosomalnich enzymopatii. Zustavaji nerozpoznany
v dusledku atypickych klinickych projevu ?
Poupétové H., Ustav dédiénych metabolickych poruch VFN a 1. LF
UK, Praha, Ceské republika

10.50. - 1.10 Zivot s pohfadu dospelého pacienta s lyzozémovym ochorenim
Jurickova K., 2.detska klinika LF UK a DFNsP, Centrum dedicénych
metabolickych poruch, Bratislava, Slovenska republika

11.10-11.30 Hypofosfatazia — biochemicka a molekularno-geneticka diagnostika
Petrovié R., Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF
UK a UNB, Bratislava, Slovenska republika

11.30 - 12.40 Oralna prezentacia posterov k hlavhym témam (5+3 min.),
POSTERY I. (¢. 1 - 6)
Predsednictvo: Honzik T.

Dedicné poruchy cyklu mocoviny u pacientov v naSom subore
Halova K., DFNsP Banska Bystrica, Slovenska republika




Progression of skeletal disease in a boy with hypophosphatasia after
therapy with bisphosphonates

Kolarova H., Department of Pediatrics and Adolescent Medicine,
Charles University in Prague and General University Hospital in
Prague, Prague, Czech Republic

Monitoring renalnich funkcii nasich pacientu s fenylketonurii
Pazdirkova R., Klinika déti a dorostu 3.LF UK, FN Kralovské Vinohrady,
Praha, Ceska republika

Klasicka fenylketonurie — pozdni zachyt u dospelého pacienta
Kostdlové E., Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK,
Praha, Ceska republika

Pozdni zachyt klasické fenylketonurie u kojence
Prochazkova D., Pediatricka klinika, Lékarska fakulta Masarykovy
Univerzity a Fakultni nemocnice Brno, Ceska Republika

Prvni zachyt deficitu dihydropyrimidindehydrogenazy
Martincové O., Ustav dédiénych metabolickych poruch VFN a 1. LF
UK, Praha, Ceskd republika

12.40-14.00

Obed

14.00 - 15.20

Prednasky: Lyzozémové ochorenia
Predsednictvo: Prochazkova D., Hlavata A.

14.00 - 14.40

New developments in treatments of LSDs — Chaperon therapy
Karabul N., Zentrum ftir seltene Erkrankungen (CESER), Klinik fiir
Kinder-und Jugendmedizin der Ruhr-Universitdt Bochum im St. Josef-
Hospital, Bochum

14.40-15.00

Ataxia a Niemann-Pickova choroba typ C
Kolnikova M., Klinika detskej neuroldgie DFNsP LFUK, Bratislava,
Slovenska republika

15.00 -15.20

Co-measurement of lysosphingomyelin and its 509 analogue —
differential screening of Niemann-Pick type A/B and type C diseases
Kuchar L. , Institute of Inherited Metabolic Disorders, Charles
University in Prague, First Faculty of Medicine and General University
Hospital, Czech Republic

15.20 - 15.50

Kavova prestavka

15.50 - 18.00

Postery Il. (€. 7 - 30)
Predsednictvo: Adam T.

19.30

Spoloc¢ensky vecer



Piatok 27. 5. 2016

9.00 - 10.20

Prednasky : Metabolomika
Predsednictvo: Fajkusova L., Gregorova E.

9.00-9.20

Metabolizmus pred Garrodom

Bzduch V., l.detska klinika LFUK a DFNsP a Centrum dedi¢nych me-
tabolickych poruch Oddeleni laboratdrnej mediciny, Detska fakultna
nemocnica, Bratislava

9.20-9.40

Vyznam metabolomiky zalozené na hmotnostni spektrometrii v DMP
Friedecky D., Lékarska a Prirodovédecka Fakulta, Univerzita Palacké-
ho v Olomouci, Ceské republika

9.40-10.00

Ureaza imobilizovana na magnetickych mikro€asticich pro metabolo-
miku lidské moci

Jacéova J. Laboratof metabolomiky, Ustav molekuldrni a translaéni
mediciny, Lékarska fakulta UP, Olomouc, Ceska republika

10.00 - 10.20

Uréovani struktur biomarkeru dedi¢nych metabolickych poruch na za-
kladé fragmentacnich hmotnostnich spekter s pouzitim presné hmoty
Véclavik J., Ustav molekuldrni a translacni mediciny, Lékarska fakulta,

Univerzita Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc, Ceska republika.

10.20-10.50

Kavova prestavka

10.50 - 12.10

Prednasky:Varia
Predsednictvo: Jesina P, Brennerova K.

10.50-11.10

Heterozygous loss-of-function mutations in SEC61A1 cause autoso-
mal dominant tubulointerstitial and glomerulocystic kidney disease
associated with congenital anemia

Zivna M., Institute for Inherited Metabolic Disorders, Prague, First
Faculty of Medicine, Charles University in Prague, 120 00 Prague,
Czech Republic

11.10 -11.30

Vyvoj CRISPR-Cas9 editovanych Hela bunék, modelového systému
pro studium novych geneticky podminénych vad de novo purinové
syntézy

Baresova V., Ustav dédiénych metabolickych poruch, 1. Iékafska
fakulta, Univerzita Karlova v Praze a VVSeobecnad univerzitni nemocnice
v Praze. Praha, Ceska republika.

11.30-11.50

Rare inborn error of cobalamin metabolism (cobalamin J) deficiency
presenting as deficiency of vitamin B12

Jesina P, Institute of Inherited Metabolic Disorders, General Universi-
ty Hospital and 1st Faculty of Medicine, Charles University, Prague,
Czech Republic




11.50-12.10 Sekvenovanie novej generacie — nova éra v diagnostike dedi¢nych
metabolickych portch
Skalicka K., Laboratdrium klinickej a molekulovej genetiky 2. detskej
kliniky LFUK a DFNsP, Bratislava, Slovenska republika

12.10-12.30 Zaver metabolickych dni
12.30 - 13.30 Obed a odchod
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Zoznam posterov

Posterova sekcia l.

1. Dediéné poruchy cyklu moéoviny u pacientov v naSom subore
Halova K'., Gregova E?., Dénesiova Z2., Kohut V2.,
'DFNsP Banska Bystrica, 2 CLK-PKB FNsP F.D.Roosevelta Banska Bystrica

2. Progression of skeletal disease in a boy with hypofosfatasia after therapy with
bisphosphonates

Kolarova H., Tesarova M., Zeman J. and Honzik T.

Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, Charles University in Prague and

General University Hospital in Prague, Prague, Czech Republic

3. Monitoring rendlnich funkci nasich pacientt s fenylketonurii

Pazdirkova R.", Kolsky A.", Hedelova M.?, Krotka J.?, Zikmund J.", Komdrkova J. ,
Spicka J. 2

"Klinika déti a dorostu 3.LF UK, FN Kralovské Vinohrady, Praha

2stav laboratorni diagnostiky 3. LF UK, FN Kralovské Vinohrady, Praha

4. Klasicka fenylketonurie — pozdni zachyt u dospélého pacienta

Kostalova E., Hrubéd E., Martincové O., Repik T." , Hruba Z.2

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK, Praha

" Neurologicka klinika FN Plzen

2Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK, LF Masarykovy Univerzity
a Fakultni nemocnice Brno

5. Pozdni zachyt klasické fenylketonurie u kojence

Prochazkova D.", Basovsky M.?, Konecna P, Kostalova E.°, Hrubd Z.%, Slavickova L.°
'Pediatricka klinika, Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity a Fakultni nemocnice Brno,
Ceska Republika

2Klinika détské neurologie, Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity a Fakultni
nemocnice Brno, Ceska Republika

3Ustav d&diénych metabolickych poruch 1. ékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze
a VFN v Praze, Ceska Republika

4Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK, Lékarska fakulta Masarykovy
Univerzity a Fakultni nemocnice Brno, Ceska Republika

50Oddéleni lécebné vyzivy, Fakultni nemocnice Brno, Ceska Republika
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6. Prvni zachyt deficitu dihydropyrimidindehydrogenasy v UDMP
Martincova O., Kovacikova T., Krijt J., Bartl J., Jahnova H., Peskova K.
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK, Praha

12



Posterova sekcia ll.

7. Analyza polyoll v moc¢i plynovou chromatografii - Diagnostika defekt(
v reversibilni ¢asti pentéza-fosfatového cyklu
Bartova P, Chodorova I., Dobidsova J. Koubikova H.,Klimova E., Hodik J., Pinkasova R.,
Petrankova V., Pribylova M.,Hornik P., Peskova K.
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, V&eobecna fakultni nemocnice v Praze
a 1. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze

8. Prvi pacienti postihnuti sii¢asne dvomi réoznymi primarnymi poruchami
mitochondriového metabolizmu energie

Behuilovéd D.", OstroZlikova M., Holesova D.", Sebova C.’, Tarnokovd S., Saligova J.2,

Potocridkova L.2, Bzdtch V.3, Brennerova K.3, Skokriovd M.#, Skodova J.!, Pereckova J.’,

Dluholucky S.°, Knapkova M.%, Gérova R.®, Ostrovsky 1.6, Lisyova J.”, Chandoga J.”

" Centrum dedi¢nych metabolickych porich, DFNsP Bratislava

2DFN Kosice

1. detska klinika LF UK a DFNsP Bratislava

4Neonatologicka klinika intenzivnej mediciny LF UK a DFNsP Bratislava

5 Skriningové centrum novorodencov SR, DFNsP Banska Bystrica

6 Chemicky ustav, Prirodovedecka fakulta UK, Bratislava

7 Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Bratislava

9. Vysledky rozsireného skriningu na Slovensku - etnické rozdiely

Dluholucky S."2, Knapkovad M."

' Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultnd nemocnica Banska Bystrica
2 Fakulta zdravotnictva v B. Bystrici, Slovenska zdravotnicky univerzita v Bratislave

10. Chitotriosidasa jako diagnosticky, prognosticky a terapeuticky marker
u pacientti s Gaucherovou chorobou
Dvordkova L. Reboun M., Poupétova H. ', Stolnaja L., Vlaskova H. ", Storkénova G. 7,
Peskova K. ', Ledvinova J. ', Malinova V. ?
Ustav dédiénych metabolickych poruch, VFN a 1.LF UK, Praha
2KDDL, VFN a 1.LF UK, Praha

11. Results of DNA diagnostics of neuromuscular and skin disorders using
targeted NGS

Fajkusova L., Stehlikova K., Kopeckova L., Borska R.

Centre of molecular biology and gene therapy, University hospital Brno
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12. Rychla LC/MS analyza pro screening a stanoveni Sirokého spektra
diagnosticky vyznamnych metabolitl v mogi

Friedecky D., Hlidkova E., JanecCkova H., Jacova J., Mi¢ova K, Adam T.

Laborator DMP, OKB, FN Olomouc a Lékarska Fakulta, UP v Olomouci

13. Stanovenie volného karnitinu v mo¢i tandemovou hmotnostnou spektrometriou
Gorova R.", Addova G.’, Behulové D.?, éa/ingové A.2, Jurdakova H.", Ostrovsky I.7,
OstroZlikovd M.2, Holesova D.2, Sebovd C.2, Hlavatd A.3, Saligovd J.*

'Chemicky Ustav, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského Bratislava

2Centrum dedi¢nych metabolickych poruch, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou
Bratislava

31l. detska klinika, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou Bratislava

“Detska fakultna nemocnica Kosice

14. Neurologicka manifestace hlubokého deficitu biotinidazy u novorozence
Hruba E., Zlatohlavkova P?, Vacuska M.?, Chrastina P.", Vlaskova H.", Kukackova K.',
Hnizdova Bouckova M." a KozZich V.

"Ustav dé&diénych metabolickych poruch VFN a 1.LF UK, Praha

2 Klinika détské neurologie Fakultni nemocnice Brno

15. Necholesterolové steroly v gravidité

Hyanek J., Pehal F.,Dubska L., Mikova J., Gombikova L., Kubi S., Halackova H.,
Feyreizel J., Taborsky L.

1)Metabolicka ambulance Nemocnice na Homolce Praha

2) Ustav pro matku a dit& Podoli v Praze

16. Defects in mitochondrial translation as the cause of combined deficiency of
OXPHOS complexes

Kratochvilova H.", Rodinova M.", Bradova R.", Knopova S.", Pristoupilova A.?, Stranecky

V.2, Kmoch S.2, Honzik T.', Hansikova H.', Zeman J.", Tesarova M.’

'Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, First Faculty of Medicine, Charles

University and General University Hospital in Prague, Czech Republic, 2Institute of

Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University and General

University Hospital in Prague, Czech Republic.

14



17. Mitochondrial Metabolism in Spermatozoa of Transgenic Minipig Model
Expressing Nterminal Part of Human Mutated Huntingtin: Methods and
Potential Biomarkers of Huntington's Disease

Krizova J.", Kratochvilova H.?, Macakova M.?, Bohuslavova B.?, Paviok A.2 Ellederova Z.2,

Motlik J.?, Zeman J.” and Hansikova H.’

"Laboratory for Study of Mitochondrial Disorders, Department of Pediatrics and

Adolescent Medicine, First Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic

2Laboratory of Cell Regeneration and Plasticity, Institute of Animal Genetics, v.v.i., CAS,

Libechov, Czech Republic

18. Efekt enzymové substituéni terapie u pétiletého chlapce

s mukopolysacharidézou IV A
Kulhanek J.', Marik 1.3, Svecova S.", Tesarovad M.!, Asfaw B.2, Poupétova H.2, Bartl J.2,
Zeman J."2, Magner M.’
'Klinika détského a dorostového Iékarstvi a 2Ustav dédiénych metabolickych poruch,
1.lékarska fakulta, Univerzita Karlova v Praze a VSeobecna fakultni nemocnice v Praze
2Ambulantni centrum pro vady pohybového aparatu, Praha

19. Increase of serum levels of matrix metalloproteinase-2 in four paediatric MPS
Il patients

Kulhdnek J.", Asfaw B.?, Poupétova H.?, Fialova M.?, Zeman J.', Magner M.’

"Department of Paediatrics and Adolescent Medicine and ?Institute of Inherited

Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and General

University Hospital in Prague
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20. Clinical manifestation of mucopolysaccharidosis type Il in 42 Czech, Slovak,
Serbian and Croatian patients

Magner M.", Dvorakova L.?, Vlaskova H.?, Sarajlija A.}, RamadZa D. P*, Poupétova H.2,

Hruba E.?, Hlavata A.°, Bzduch V.5, Peskova K.?, Kecman B.®, Djordjevic M.®, Bari¢ 1.7,

Fumié K.7, Barisi¢ 1.8, Reboun M.2, Kulhdnek J.', Zeman J."?

'Department of Paediatrics and Adolescent Medicine and 2Institute of Inherited

Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and General

University Hospital in Prague, Czech Republic

3Department of Metabolism and Clinical Genetics, Mother and Child Health Care

Institute of Serbia ,,Dr Vukan Cupic®, Belgrade, Serbia, University of Belgrade, School of

Medicine, Serbia

‘Department of Paediatrics. University Hospital Center and School of Medicine. Zagreb,

Croatia

5t Department and ©lI™ Department of Paediatrics Comenius University Children’s

Hospital, Bratislava, Slovakia

"Department of Laboratory Diagnostics, University Hospital Centre Zagreb, Croatia

8Department of Paediatrics, Children‘s Hospital Zagreb, Zagreb, Croatia

21. Vyhodnocovanie vybranych DMP pomocou LC-MS/MS v novorodeneckom
skriningu na Slovensku

Machkova M.", Revtakova A.’, Mydlova Z.", Knapkova M.", Vyvlekova B.!

'Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou,

Banska Bystrica, Slovenska republika
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22. Multi-exon deletion in the LAMP2 gene - a potential pitfall of identifying hetero-
zygous female Danon disease patients.

Majer F.’, Stara V.2, Kalina T.3, Piherova L.", Stranecky V., Kubanek M.4, Krebsova A.%,

Vlaskova H.", Dvorakova L.", Kousal B.%, Liskova P.»55, Kmoch S.’, Sikora J."

"Institute of Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University

in Prague and General University Hospital in Prague, Czech Republic

2Pediatric Clinic of the 2nd Faculty of Medicine of Charles University and the University

Hospital Motol - Charles University in Prague, Czech Republic

3Department of Paediatric Haematology and Oncology, Childhood Leukaemia

Investigation Prague, Second Faculty of Medicine, Charles University in Prague and

University Hospital Motol in Prague, Czech Republic

‘Department of Cardiology, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague,

Czech Republic

SDepartment of Ophthalmology, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

and General University Hospital in Prague, Czech Republic

8Laboratory of the Biology and Pathology of the Eye, Institute of Inherited Metabolic

Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University and General University Hospital

in Prague, Prague, Czech Republic

23. Analyza struktury hyposialovaného sérového apolipoproteinu C-lll pomoci
hmotnostni spektrometrie u pacientd s dédiénymi poruchami metabolizmu
glykogenu.

Ondruskova N.’, Pakanova Z.2, Honzik T.!, Mucha J.?, Zeman J.",Hansikova H.’

'Laborator pro studium mitochondrialnich poruch, Klinika détského a dorostového

Iékarstvi, 1. [ékarska fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecna fakultni nemocnice

v Praze, CR

2Chemicky Ustav, Slovenska Akadémia Vied, Bratislava, SR
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24. Nasledné testovanie pripadov DMP pozitivne identifikovanych v povinnom

a periférnom rozSirenom skriningu novorodencov
OstroZlikova M., Behulova D.", Holesova D.", Sebova C., Brennerova K.2, Bzdtch V2,
Dolnikova D.?, Letenayova |.%, Skokriova M.%, Saligova J.%, Potoéridgkova L.% Pereckovd
J., éalingové A.", Skodova J.", Gérové R.5, Ostrovsky 1.5, Knapkova M.¢
'Centrum dedi¢nych metabolickych porich Oddelenia laboratérnej mediciny, 21. detska
klinika, *Neonatologicka klinika intenzivnej mediciny, Detska fakultna nemocnica
s poliklinikou, Bratislava
“Detska fakultna nemocnica, Kosice
SExperimentalne laboratérium metabolomickych analyz Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského, Bratislava
8Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou,
Banska Bystrica

25. Novorodenecky skrining cystickej fibrézy na Slovensku

Revtakova A'., Knapkova M'., Sorkovska A’., Dluholucky S2.,

'Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou
Banska Bystrica, Slovenska republika

2Slovenska zdravotnicka univerzita, Banska Bystrica, Slovenska republika

26. Secondary mitochondrial dysfunction in two related patients with mutation in
NGBR gene

Rodinova M." Ondruskova N.", KriZova J.", Honzik T., Tesarova M., Stranecky V.2,

BareSova V.2, Hilkova H.2, Kmoch S.2, Zeman J.", Hansikova H.’

"Laboratory for study of mitochondrial disorders, Department of Pediatrics and

Adolescent Medicine,

2Institute of Inherited Metabolic Disorders First Faculty of Medicine, Charles University

in Prague and General University Hospital in Prague

27. Tandem mass spectrometry profiling of sulfatide isoforms in dry urinary spots
(DUS): optimization and selective screening of metachromatic leukodystrophy
among psychiatric patients

RUZicka P."®, Kuchar L.", Asfaw B.", Ledvinova J.’, Kopeéek M.?

"Institute of Inherited Metabolic Diseases, First Faculty of Medicine and General

Teaching Hospital, Charles University, Prague

2National Institute of Mental Health, Klecany

3 Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague
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28. Metodické pristupy ke stanoveni zeSikmeni X-inaktivace
Reboun M. ', Musélkova D. ', Veselkova T. ', Tredlova H. ', Hrebiéek M. ', Dvorakova L. '
1 Ustav dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN, Praha, Ceska republika

29. Intermitentni forma MSUD - klinické a biochemické nalezy a chybna diagnéza
Smolka V., Tkachyk O.7, Hlidkova E.2, .Bekarek V.2, Fridecky D.2, Janeckova H.2, Godava
M.3, Adam T.2

Détska klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc

2 Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, Fakultni nemocnice, Olomouc

3 FETMED - centrum fetalni mediciny a genetiky, Olomouc

30.,, Co sa skryva za autizmom...“

Szokeova A. , Ciljakova M., Vojtkova J., Béanovéin P,
Klinika deti a dorastu JLF UK Martin
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UPDATE ON UREA CYCLE DISORDERS: DIAGNOSTICS,
MANAGEMENT OF PATIENTS AND OUTLOOK

Héberle J.
University Children’s Hospital Zurich, Division of Metabolism, Zurich

Urea cycle disorders (UCDs) are inborn errors of ammonia detoxification and of arginine
biosynthesis due to defects in any of the five urea cycle core enzymes (CPS1, OTC, ASS,
ASL, ARG1), in the activating enzyme (NAGS), in the mitochondrial ornithine/citrulline an-
tiporter (ORNT1) or the citrin transporter, or in the enzyme carbonic anhydrase Va (CAVA).
Patients present in about 50% of cases with hyperammonemia in the first few days after
birth, which may lead to death or to severe neurological handicap. The clinical situation in
an affected newborn is almost identical to a newborn with neonatal bacterial sepsis. This
nonspecific clinical presentation is likely one cause for the often missed or delayed diag-
nosis. Importantly, another half of the patients manifest at any age outside the neonatal
period but may also be affected by death or neurological sequelae. However, even if neo-
natal or late-onset patients are identified and treated early, outcome remains often poor.
The talk will first give a brief overview on the biochemical background of UCDs and will
then focus on the following three main aspects: 1) the basic diagnostic steps and investi-
gations to confirm the diagnosis; 2) the basic principles of treatment and recent new the-
rapeutic developments; 3) on outlook into the future management of patients with UCDs.
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TEHOTENSTVO A POPORODNE OBDOBIE U PACIENTOK
S DEFICITOM OTC

Brennerova K. ', Bzduch V. ', Hruskovi& S. 2, Borovsky M.%, Hatalové *, Mistrik M. ¢,
Behuilova D. 8, OstroZlikova M. ¢, Skodova J. ©

"]. DK DFNsP a LFUK

2]. Interna klinika SZU a Univerzitnej Nemocnice Bratislava ( UNB)

3]. gynekologicko-pérodnicka klinika LF UK a UNB s Centrom reprodukénej mediciny
4Klinika hematoldgie a transfuzioldgie LFUK, SZU a UNB

5Detské oddelenie NsP Spisska Nova Ves,a.s.

8 OLM DFNsP Bratislava

Naj¢astejSou opisanou komplikaciou v popérodnom obdobi u pacientok s deficitom OTC
je hyperamonémia a s nou suvisiace neurologické komplikacie.

V praci opisujeme nasu skisenost s priebehom tehotenstva a popérodného obdobia
u dvoch pacientok s deficitom OTC.

U prvej pacientky bola mutacia v OTC géne diagnostikovana na podklade rodinnej anam-
nézy vo veku 13 rokov. Pre miernu orotovu aciduriu bola nastavena na p.os lieCbu argi-
ninom. Odporu¢ené kontroly v metabolickej ambulancii neabsolvovala. Na nasu kliniku
bola prelozena az vo veku 15,5 roka pre poruchy vedomia a zachytenu hyperamonémiu
prvy tyzden po pérode. V priebehu 10 dni sa po infuznej a upravenej medikamentdznej
lieCbe s mierne obmedzenymi proteinmiv strave zlepsil jej klinicky stav aj laboratérne
parametre. Po druhom tehotenstve sa pre nedisciplinovanost pacientky popérodné kom-
plikacie opakovali napriek presnym lie€ebnym odporuéeniam.

Druha pacientka bola symptomaticka od 4. mesiaca Zivota. Diagnéza deficitu OTC bola
potvrdend v 8. mesiaci zivota. Od tohto veku bola lie€ena diétou, Na- benzoatom, argini-
nom, od 14. roku zivota aj Na- butyratom.

Vo veku 21 rokov pacientka otehotnela, preto sa prerusila lieCba Na- butyratom.
V prvom trimestri bola pacientka hospitalizovana pre ranné vracanie a nechutenstvo
s potrebu infuznej lie€by. Medzi 3.- 5. mesiacom bolo tehotenstvo bezproblémové
z pohladu gynekoléga aj podfa vysledkov metabolickych parametrov. Pri kontro-
le v 19. gestaCnom tyzdni sme zachytili pokles albuminu a cholinesterazy. Od tohto
obdobia sa progresivne zhorSovala synteticka funkcia pe€ene spolu s metabolickou
kompenzaciou.

Na komplexnej lie¢be sa podarilo udrzat tehotenstvo do konca 28. gesta¢ného tyzd-
na. Po konziliu Specialistov ( gynekoldg, hepatoldg, neonatoldég, hematolég, metaboldg)
a so suhlasom pacientky sme po cielenej priprave ukoncili tehotenstvo sekciou. V po-
porodnom obdobi, napriek kavélovej a klostridiovej infekcii sa u naSej pacientky funkcia
pecene v priebehu 4 tyzdriov upravila tak, Ze ju bolo mozné prepustit do ambulantného
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sledovania. 2 mesiace po porode na lie€be, ktoru pacientka uzivala do tehotenstva, bola
syntetickda funkcie peCene v norme.

Z: U prvej pacientky s deficitom OTC sme zaznamenali naj¢astejSie opisané komplikacie
v popbérodnom odbobi, ktoré sa vyskytuju najmd u asymptomatickych heterozygotiek
alebo pri podceneni rizika vzniku komplikacii v tomto obdobi. V pripade druhej pacientky
sa domnievame, ze na vzniku poruchy funkcie pe€ene v druhom trimestri sa podiefala
zataz peGene tehotenstvom, podla nas potencovana aj prerusenou lieCbou Na- fenylbu-
tyratom.
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POZDNi FORMY LYSOSOMALNICH ENZYMOPATII. ZUSTAVAJI
NEROZPOZNANY V DUSLEDKU ATYPICKYCH KLINICKYCH
PROJEVU ?

Poupeétova H., Honzikova J., Berna L., Kuchar L., Fialova M., Peskova K., Dvorakova L.,
Jahnova H., Kostalova E., Hruba E., Jesina P., Malinova V., Zeman J., Ledvinova J.

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK, Praha, Ceska republika
hpoup@!If1.cuni.cz

Lysosomalni enzymopatie (LSD) tvofi pomérné heterogenni skupinu dédi¢nych metabo-

lickych poruch. Dlsledkem deficitu aktivity lysosomalniho enzymu dochazi k hromadéni

nedegradovaného substratu v bunikach rlznych tkani.

Mezi typické LSD ,, dospélého véku® patfi Fabryho choroba (FD), Gaucherova choroba

(GD, typ l) a nemoc ze stradani ester(l cholesterolu (CESD).

Na druhou stranu fada nemoci, které jsou spojovany pouze s détskym vékem, byla dia-

gnostikovana také u starsich pacientl. Vzhledem k tomu, Ze klinické projevy nemoci se

u déti a dospélych mohou vyrazné lisit, mlze se u pacientdl s pozdnimi formami LSD

dospét k definitivni diagnéze nékdy az za nékolik dekad.

Prikladem je Tay-Sachsova choroba (TSD), kterou jsme diagnostikovali u 12 dospélych

z celkového poctu 20 pacientdl, pficemZ nejstarSimu pacientovi bylo v dobé potvrzeni

diagnodzy 51 let.

Deficit p-galaktosidasy je pFi€inou téZkého neurodegenerativniho onemocnéni déti s GM-

1gangliosidosou, ale také mukopolysaccharidosou IV B (MPS IVB, Morquio B), Tento

defekt byl zjistén u 5 dospivajicich a dospélych z celkového poctu 21 pacientl. Nejstarsi

pacientce s MPS IVB bylo v dobé enzymatického potvrzeni diagnosy 60 let.

Pompeho nemoc (GSD ll) byla diagnostikovana u 14 dospélych pacientl z celkem 31 pa-

cientd. Adultni forma GSD Il za¢ala byt zachycovéana az po zavedeni screeningu v suché

krevni kapce.

Metachromaticka leukodystrofie (MLD) byla potvrzena u 12 dospélych pacient( s psychi-

atrickou symptomatologii z celkového poctu 37 pacientl s MLD. Krabbeho nemoc byla

zjisténa pouze u jednoho dospélého pacienta z celkem diagnostikovanych 21 pacientd.

Ve skupiné mukopolysacharidos je vyskyt pozdnich forem pomérné vzacny diky typic-

kym klinickym projeviim nemoci.

Zaver:

* LSD se mohou projevit v kazdém véku od prenatalniho obdobi do véku nékolika de-
kad

e klinické symptomy jednotlivych LSD jsou u adultnich forem odliSné a vétSinou mirnéj-
$i nez u infantilnich forem, z tohoto ddvodu jsou pozdni formy LSD velmi pravdépo-
dobné poddiagnostikovany
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¢ screening vybranych LSD v DBS je dulezitym krokem v diagnostickém procesu
pozdnich forem LSD

Podporeno projektem RVO-VFN64165/2012, PRVOUK -P24/LF1/3, OPPK

CZ.2.16/3.1.00/24012
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ZIVOT Z POHLADU DOSPELEHO PACIENTA S LYZOZOMOVYM
OCHORENIM

Jurickova K', Hlavata A.", Spalek J.2, Jungovéa P?, Kolnikova M.*

12.detska klinika LF UK a DFNsP, Centrum dedi¢nych metabolickych portch, Bratislava
2Centrum pre neuromuskularne ochorenia, Neurologicka klinika SZU, FN
Bratislava-Ruzinov

3Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Oddelenie
molekulovej a biochemickej genetiky, Bratislava

“Klinika detskej neuroldgie LF UK a DFNsP, Bratislava

Dedi¢né metabolické ochorenia sa vo vSeobecnosti spajaju najma s pediatrickymi pa-
cientmi a ich faZzkym priebehom. Postupom ¢asu, nadobldanim novych vedomosti, vy-
lepSovanim diagnostickych metdd dochadza CastejSie k odhalovaniu miernejSich foriem
ochoreni a to najm& u dospelych pacientov. Vd'aka stale zlepSujucej sa starostlivosti a pri
niektorych ochoreniach moznému terapeutickému ovplyvneniu za posledné roky stupa
prave pocet pacientov s niektorym z lyzozémovych ochoreni.

Lyzozémové ochorenia su geneticky podmienené poruchy degradacie makromolekul
vacsinou na podklade nedostato€nej aktivity lyzozémovych enzymov. Pri€inou vS§ak moze
byt aj nespravna funkcia lyzozémového transportného proteinu. Tvoria heterogénnu sku-
pinu vramci dedi¢nych metabolickych ochoreni. V dnesnej dobe je popisanych viac ako
50 rozli¢nych nozeologickych jednotiek. Nedegradovany endogénny aj exogénny mate-
rial vedie k multisystémovému postihnutiu a tym k rozlicnym klinickym symptémom ako
je organomegalia, neurologické postihnutie, porucha spojivového a pohybového aparatu,
kardiologickym ¢&i oftalmologickym tazkostiam.

Ciefom prispevku je poukdazat na stupajlicu prevalenciu dospelych pacientov s lyzozémo-
vymi ochoreniami a zhodnotenie ich zivota s chronickym ochorenim z vlastného pohfadu.
V Centre dedi¢nych metabolickych porich DFNsP Bratislava je v dneSnej dobe moni-
torovanych 37 dospelych pacientov, z ¢oho je 21 Zien a 16 muzov. Vekové rozpatie je
od 18 do 75 rokov priCom priemerny vek je 40,5 roka. Najvacsiu skupinu tvoria pacienti
s Gaucherovou chorobou -11, ¢o potvrdzuju aj Udaje z literatiry ako celosvetovo naj-
Gastejsie sa vyskytujicom lyzozémovom ochoreni. Dalej st sledovani dospeli pacienti
s Fabryho chorobou-8, Niemann-Pickovou chorobou typ C-7, Pompeho chorobou-6,
Mukopolysacharidéuou-4 a Tay-Sachsovou chorobou-1. V pripade diagnostikovania lie-
Citefnej formy lyzozémového ochorenia je pacientovi indikovana a monitorovana lie¢ba
v Centre dedi¢nych metabolickych porich DFNsP Bratislava. Dostupné su enzymova
substitu¢na terapia ako aj substrat redukujuca terapia. Pre pacientov s enzymovou sub-
stitu€nou lie€bou , ktora je podavana parenteralne je centrom zabezpecené aplikacné
pracovisko v mieste bydliska pacienta.
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V priebehu poslednych rokov sa kladie déraz na hodnotenie faktorov, ktoré ovplyvriuju
pacientovo vnimanie kvality Zivota. Tendencia hodnotit kvalitu Zivota je vysledkom zau-
jmu o poskytovanie kvalitnej zdravotnej starostlivosti a je obvykle definovana ako ,sub-
jektivne posudenie vlastnej Zivotnej situacie“. Dotaznikovou metédou sme hodnotili ako
dospeli pacienti zvladaju svoju ulohu a ako kvalitne prezivaju zivot s chronicky progredu-
jucim raritnym ochorenim.
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HYPOFOSFATAZIA - BIOCHEMICKA A MOLEKULARNO-
GENETICKA DIAGNOSTIKA

Petrovi¢ R.", Repisky M.", Jungova P.', Chandoga I.?, Chandoga J.,

1 Ustav lekarskej biolégie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Bratislava
2. ortopedicko-traumatologicka klinika LFUK a UNB, Bratislava

Hypofosfatazia (hypofosfatazémia) je zriedkava dedi¢na metabolicka porucha s defekt-
nou mineralizaciou skeletu a zubov pri ktorej su zistené nizke aktivity sérovej tkanivo-
vo-nespecifickej alkalickej fosfatazy (TNSALP). V eurdpskej populacii sa odhaduje frek-
vencia ochorenia priblizne na 1:100.000. Hypofosfatazia sa podfa klinickej zavaznosti
rozdeluje na 3 subtypy: infantiina forma zahfiajica aj letalnu perinatalnu formu (OMIM
#241500), je spésobena defektnou skeletalnou mineralizaciou s intrauterinnym poskode-
nim plodu. Pri detskej forme (OMIM #241510) je charakteristicka porucha mineralizacie
spdsobujuca rachitidu, pritomné je predCasné vypadavanie mlieCnych zubov a znize-
na tvorba dentalneho cementu. Pri dospelej forme zahffiajucej aj odontohypofosfata-
ziu (OMIM #146300) je hlavnym prejavom osteomalacia, fraktiry metatarzov a artritida.
U tazkych foriem je dedi¢nost autozomovo-recesivneho typu, u fahsich foriem moze byt
dedi¢nost dominantného i recesivneho charakteru. V indikovanych pripadoch je liecba
MoZna pomocou enzymovej terapie.

Alkalicka fosfataza (ALP-ortofosfor-monoester fosfohydrolaza, EC 3.1.3.1) je enzym ko-
dovany styrmi génmi (ALPI, ALPPL2, ALPP, ALPL). Tri izoenzymy su tkanivovo-$peci-
fické — intestinalny, placentalny a enzym zarodocnych buniek, zatial ¢o Stvrty enzym je
tkanivovo neSpecificky (TNSALP) najviac zastupeny v pec¢eni, kostnom tkanive a v obli¢-
kach. Enzym je metaloprotein a jeho prirodzenymi substratmi su fosfoetanolamin, pyri-
doxal-5-fosfat a pyrofosfat.

Gén ALPL kédujuci TNSALP je lokalizovany na prvom chromozome v oblasti 1p36.1-34.
Je dlhy 60 kb, pozostava z 12. exénov a kéduje protein s dizkou 507 aminokyselin. Do-
posial bolo popisanych 315 r6znych mutacii tohto génu.

Na nasom pracovisku je biochemické stanovenie diagndzy zaloZzené na vyrazne znizenej
aktivite alkalickej fosfatazy v sére, zvySenych hladinach pyridoxal-5 -fosfatu (PLP) v sére
a zvySenych koncentraciach fosfoetanolaminu (PEA) v sére aj moci. Molekularna diag-
nostika génu ALPL je vykonavana pomocou sekvencnej analyzy vSetkych kédujucich
exoénov. Doposial sme na urovni DNA diagnostikovali hypofosfataziu u siedmych pacien-
tov (4 zo SR), pricom u kazdého z nich boli identifikované 2 kauzalne mutéacie.

New developments in treatments of LSDs — Chaperone therapy
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NEW DEVELOPMENTS IN TREATMENTS OF LSDS - CHAPERONE
THERAPY

Karabul N.

Zentrum fur seltene Erkrankungen (CESER), Kilinik fir Kinder-und Jugendmedizin der Ru-
hr-Universitdt Bochum im St. Josef-Hospital, Bochum

Protein repair therapy such as chaperone therapy is a new mutation dependent thera-
peutic approach under development for use in inherited diseases. Pharmacological cha-
perones are compounds that are designed to selectively bind and stabilize mutant and
wild-type proteins, to facilitate folding, increase stability, improve trafficking and help
restore function. They have a potential for oral delivery and therefore represent new the-
rapeutic possibilities for genetic diseases. A wide range of human genetic diseases may
be treatable with pharmacological chaperone therapies. Migalastat is in development for
the treatment of Fabry disease. Fabry disease-causing GLA mutations with a retained
enzyme activity and a-Gal A protein show primary molecular defects that may involve
aberrant folding, lower physical stability, altered specific activity, and/or decreased lyso-
somal trafficking. These are predominantly missense mutations. The proposed mode of
action and phase 3 clinical trial data will be discussed. Also for Pompe disease research
with chaperones as well as improved enzyme targeting is ongoing to address current
challenges related to treatment.
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ATAXIA A NIEMANN-PICKOVA CHOROBA TYP C

Kolnikova M., Ramos Rivera G., Sykora P, Payerova J.
Klinika detskej neurolégie DFNsP LFUK, Bratislava

Ataxia ako nespecificky neurologicky symptém je charakterizovana nekoordinovanymi
pohybmi trupu a koncatin. Suvisi s patologickymi zmenami mozoc¢ka a suvisiacich drah
alebo poruchou proprioceptivnych senzorickych drah. S ataxiou su spojené mnohé zis-
kané alebo geneticky podmienené ochorenia. Ziskané pri€iny zahffiaju cievne, demye-
linizacné, nadorové ochorenia, autoimunitné, toxicky podmienené a poruchy infekénej
etiolégie. Dedi¢né ataxie predstavuju Siroku skupinu genetickych poruch charakterizo-
vanych pomaly progredujicou poruchou chbddze, ¢asto spojenou s diskoordinaciu ruk,
poruchou reci a poruchou o€nych pohybov. Pri klasifikacia podfa spésobu dedi¢nosti
rozoznavame autozomalne dominantné spinocerebelarne ataxie, heterogénnu skupinu
recesivnych ataxii, X- viazané ataxie a skupinu metabolickych ataxii (zvyCajne s rece-
sivnym typom dedi¢nosti). V diagnostickom algoritme cerebelarnej ataxie je vyznam-
ny udaj o veku nastupu (vznik v detstve, v skorej dospelosti - do 30 r. alebo neskér )
a spojitost s inymi klinickymi priznakmi (napr. pritomnost neuropatie, lézia pyramidovej
drahy, dystonia, kf€e, strata zraku, regres alebo demencia). V nasej praci navrhujeme dia-
gnosticky postup pre cerebelarne ataxie so v€asnym zaciatkom a popisujeme niektoré
recesivne a metabolicky podmienené ataxie. Zameriavame sa na lyzozomové ochorenie
Niemann-Pickovu chorobu typ C, kde su nové skriningové metddy - stanovenie oxystero-
lov a lyzosfingolipidov (SL509) zo séra, ktoré diagnostiku vyznamne urychluju.
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CO-MEASUREMENT OF LYSOSPHINGOMYELIN AND ITS 509
ANALOGUE - DIFFERENTIAL SCREENING OF NIEMANN-PICK
TYPE A/B AND TYPE C DISEASES

Kuchar L., Poupétova H., Sikora J. and Ledvinova J.

Institute of Inherited Metabolic Disorders, Charles University in Prague, First Faculty of
Medicine and General University Hospital, Czech Republic

Acid sphingomyelinase deficiency (ASM-d or NPA/B) and Niemann-Pick type C disease
(NPC) share the core (hepato-splenomegaly, cerebellar dysfunction and/or specific types
of dementia) clinical symptoms. As a result, diagnostic discrimination of these two rare
lysosomal storage conditions is difficult.

Lysosomal acid sphingomyelinase (ASM) is encoded by the SMPD1 gene. When mu-
tated, ASM activity is deficient and a generalized lysosomal storage of sphingomyelin
evolves. NPC, on the contrary, is caused by mutations in either NPC1 (95% of patients)
or NPC2 (5% of patients) genes. NPC1 and NPC2 coordinately regulate egress of un-
esterified cholesterol from late endosomes/lysosomes. When either of the two genes is
mutated, intralysosomal accumulation of unesterified cholesterol develops. While differ-
ent at the molecular level from ASM-d, sphingomyelin also accumulates in cells/tissues
of NPC patients.

ASM-d can be relatively easily biochemically confirmed by assessing the ASM activi-
ty levels in peripheral white blood cells, however, similarly simple screening/diagnostic
method is missing for NPC. Here, the staining of cholesterol by filipin in cultured skin
fibroblasts and/or histochemical examination of bone marrow aspirate remain the only
available methods. Critical though, both these techniques require invasive sampling and
expert interpretation.

As both ASM-d and NPC are characterized by intralysosomal storage of sphingomyelin
and thus deacylated derivative lyso-sphingomyelin (SPC) was suggested as a biomarker
for both diseases. An SPC analog with molecular weight 509 (SPC509) was, however,
recently reported as a specific biomarker for NPC.

Here we present results when SPC and SPC509 levels were co-measured by LC-ESI-
MS/MS in plasma samples and dried blood spots from ASM-d and NPC1 patients. In this
pilot cohort, we found SPC509 elevated in both patient groups whereas SPC was signi-
ficantly increased only in ASM-d patients. Overall, these results suggest that differential
screening of ASM-d and NPC is allowed by co-measuring SPC and SPC509.
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METABOLIZMUS PRED GARRODOM
Bzduch V., Brennerova K., Behulova D.

I.detska klinika LFUK a DFNsP a Centrum dedi¢nych metabolickych pordch Oddelenia
laboratérnej mediciny, Detska fakultna nemocnica, Bratislava

Archibald E. Garrod (1857-1936) na zaklade koncepcie individualnej biochemickej varia-
bility a Mendelovych zakonov dedi¢nosti odhalil ako prvy dedi¢né metabolické poruchy.
Podarilo sa mu spojit genetiku s dovtedy statickymi poznatkami biochémie a metaboliz-
mu. Ako sa vyvijali poznatky o metabolizme pred Garrodom a ktoré historické osobnosti
ich najviac ovplyvnili ? Alkmaion z Kroténu (570 - 500 pr.n.l), filozof a lekar vychadzal
z Pytagorovej myslienky harmodnie sveta a vesmiru ako rovnovahy protikladov, ktoru
aplikoval na Cloveka. Zdravie podfa neho predstavovalo a rovnovahu sil vlhka a sucha,
chladu a tepla a choroba predstavovala dynamicky proces narusenia tejto rovnovahy.
Bol to zaklad humoralnej tedrie fungovania fudského organizmu. K obnoveniu zdravia
sa pouzivali rbzne metddy, upravujuce humoralnu rovnovahu. Polyhistor staroveku Aris-
toteles prebral tuto chybni koncepciu, ktora pretrvavala 2000 rokov az do obdobia re-
nesancie. Paracelsus (1493-1551) definoval zdravie ako rovnovahu chemickych reakcii
a procesov. V centre jeho zaujmu bolo vySetrovanie rozmanitych vlastnosti chemickych
zlu€enin. Zavrhol tedriu Styroch telesnych tekutin. Sustredil sa na chemické vySetrovanie
mod&u. Zivot bol podfa neho sthrnom zloZitych chemickych reakcii a ak doslo v organi-
zme k ich poruche, adekvatne chemické lie¢iva mohli tieto procesy zvratit a nasmerovat
do poévodného stavu. Antoine Laurent Lavoisier (1743-1784) kladol vo svojej praci doraz
na kvantitativny pristup, zaloZzeny na chemickej rovnovahe. Jeho vychodiskom bol zakon
o zachovani hmotnosti. Ako prvy definoval kyslik a jeho vztah k procesu horenia a oxida-
cie, ¢im vyriesil dovtedy najvac¢siu zahadu chémie. Lavoisier stanovil chémiu ako suhrn
vedeckych znalosti o skuto€nom svete, ¢im zacCala éra kvantitativnej a organickej ché-
mie. Claude Bernard (1813-1878) bol predstavitefom vedeckého pristupu k medicine.
Zaoberal sa metabolizmom cukrov a z jeho myslienok ¢erpal Garrod pri tvorbe tedrie
individualnej chemickej variability.
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VYZNAM METABOLOMIKY ZALOZENE NA HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII V DMP

Friedecky D., Karlikova R., Sirokd J., Faber E., Mi¢ové K., Gardlo A., Janeckové H.,
Vrobel I., Najdekr L., Jacova J., Hron K., Adam T.

Lékarska a Prirodovédecka Fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

Jiz nékolik dekad hraje hmotnostni spektrometrie zasadni roli v klinické diagnostice.
Uspésné se tato technika aplikuje na oblast terapeutického monitorovani [é&by, stanove-
ni vybranych biomarker(, toxikologicky screening anebo diagnostiku dédi¢nych metabo-
lickych poruch. Metabolomika je logickym vyvojovym krokem vpfed v komplexni analyze
biologického materialu. Zahrnuje Siroké spektrum metabolitd dle specifik zvolenych se-
paracnich technik (LC, GC). Jsou aplikovany dva rozdilné pfistupy — prvni, cilena metabo-
lomika, je zaloZena na relativni kvantifikaci vybranych metabolitd (fadové stovky) za po-
moci hmotnostnich analyzatord s jednotkovym rozliSenim (kvadrupdl, iontova past, trojity
kvadrupdl). Druhy pfistup, necilena metabolomika, vyuziva vysoce rozliSujici hmotnostni
spektrometry (TOF, Orbitrap) pro komplexni screening tisicl komponent predstavujici
potencialni metabolity. Metabolomicky workflow se sklada ze specifické pfipravy vzorku,
méreni, zpracovani a statistického vyhodnoceni dat. Kazdy krok obsahuje kriticka mista,
ktera Casto byvaji zdrojem chyb a negativné ovliviuji vysledky ¢&i interpretace metabo-
lomickych dat. V pfispévku budou prezentovany klinické aplikace cilené a necilené me-
tabolomiky zamérené na hledani novych biomarker( dédi¢nych metabolickych poruch.
Grantova podpora: NPU | (LO1304), GACR | 1910-N26, IGA_LF_2016_014
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UREAZA IMOBILIZOVANA NA MAGNETICKYCH MIKROCASTICICH
PRO METABOLOMIKU LIDSKE MOCI

Jacéova J."2, Jofenek M.%, Friedecky D."2, Najdekr L."%, Cavar S. Z.5, Tarkowski P,
Zajoncova L., Adam T."3"

" Laboratof metabolomiky, Ustav molekularni a translaéni mediciny, Lékarska fakulta
UP, Hnévotinska 5, 779 00 Olomouc

2 Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, FN Olomouc, I.P. Paviova 6,

779 00 Olomouc

3 Oddéleni klinické biochemie, |.P. Pavlova 6, 779 00 Olomouc

4Katedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta UP, Slechtitelt 27, 783 71 Olomouc

5 Centrum regionu Hané pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, Slechtiteld 27,
783 71 Olomouc, Czech Republic

Mocovina (urea) je jednou z hlavnich komponent matrice moci. Diky vysoké koncentraci
a polarnimu charakteru komplikuje analyzy mo€ového metabolomu, zejména pfi pouziti
GC/MS techniky. Proto je nezbytné ureu pred analyzou z mo¢i odstanit. Od 70. let se po-
uziva extrakce €i uredza. Zatimco extrakce vyrazné méni mocovy metabolom (selektuje
pouze urcitou skupinu latek), uredza vnasi do vzorku fadu aktefakt(. Cilem prace bylo
vyvinout metodu pfipravy vzorku pomoci uredzy imobilizované na magnetickych mik-
rocCasticich a srovnat ji s rutinné pouzivanymi metodami pfipravy vzorku (kyselou extrakci
do ethylacetatu, oSetfeni volnou uredzou a vzorky bez Upravy). Byla pfipravena ureaza
imobilizovana na mikro¢asticich MG100, vykazujici specifickou aktivitu 141 % (oproti vol-
né ureaze), operacni stabilitu 69 %, stabilitu po opakovaném rozmrazovani 83 % a skla-
dovaci stabilitu 100% (1 mésic pfi -80 °C). Vliv rliznych postupl pfipravy vzorku by
studovan metodami cilené GC/MS analyzy (vybrané organické kyseliny s deklarovanou
koncentraci), necilené GC/MS analyzy (cely metabolom analyzovatelny pomoci GC/MS)
a cilené LC/MS analyzy (ostatni non-GC/MS metabolity). Pomoci analyzy standardniho
materialu na bazi lidské moci bylo zjiSténo, Ze imobilizace ureazy na mikro¢astice vyrazné
snhizuje mnozstvi artefaktd i variabilitu metabolitd (prlimérny CV extrakce 27 %, nativni
11%, volné uredzy 8 %, imobilizované uredzy 4 %). Analyza hlavnich komponent a Wil-
coxondyv test prokazaly, Ze mo¢ oSetfend imobilizovanou uredzou poskytuje srovnatelné
vysledky s dfive publikovanym pfistupem zaloZzenym na volné ureaze. Vysoka koncentra-
ve urey v nativnich vzorcich znemoznila pouziti metody necilené metabolomické analyzy.
Nové vyvinuty pristup pfipravy vzorku byl aplikovan na moci pacienti s metabolickymi
poruchami.

Grantové podpora: IGA_LF_2016_014, NPU | (LO1304), GACR | 1910-N26
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Uréovani struktur biomarkert dédi¢nych metabolickych poruch na zakladé frag-
mentaénich hmotnostnich spekter s pouzitim presné hmoty

Véclavik J.", Friedecky D."?, Adam T."2, Kluijtmans L. A. J.5, Wevers R.*

"Ustav molekularni a translaéni mediciny, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého

a Fakultni nemocnice Olomouc, Hnévotinska 5, Olomouc, 775 15, Ceska republika
2Qdéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc, I. P. Pavilova 6, 775 20,
Olomouc, Ceska republika

3Laboratory of Genetic, Endocrine and Metabolic diseases, Radboud University Medicall
Centre, P.O. Box 9101, 6500 HB Nijmegen, The Netherlands

“Translational Metabolic Laboratory - 830 TML, Department Laboratory Medicine,
Radboud University Medical Centre, Geert Grooteplein 10, 6525 GA, Nijmegen,

The Netherlands

V soucasné dobé je znama cela fada analytickych metod k uréeni nezname struktury -
rentgenova krystalografie, infraCervena spektroskopie, ramanova spektroskopie a nukle-
arni magnetickd rezonance. Tyto metody vSak maji své limitace pfi ur¢ovani struktur
neznamé molekuly ve vzorcich s komplikovanou matrici o velmi nizké koncentraci.
Slibnou metodou pro ur€eni struktury neznamych molekul se jevi pouziti vysoko rozliSujici
hmotnostni spektrometrie v kombinaci s HPLC, ktera umozfiuje méfeni fragmentacnich
hmotnostnich spekter s vysokou presnosti. Technika hmotnostni spektrometrie (MS) na-
bizi rdzné druhy fragmentacnich mechanizmd, které poskytuji vzajemné doplriujici infor-
mace. Informace ve hmotnostnich spektrech Ize nasledné pouzit pro identifikaci jednot-
livych fragment( a ve vysledku celé struktury neznamé molekuly. Pro uréeni struktury Ize
vyuzit také sofistikovany software predikujici fragmentace, databaze spektralnich stromd,
databaze MS/MS spekter &i kvantové-chemickymi vypodty.

Cilem prace bylo navrhnout struktury latek, které byly nalezeny pti MS analyze vzorkl pa-
cientd s dédi¢nymi metabolickymi poruchami. Fragmentaéni metodou kolizné indukova-
né disociace (CID) a vysoko-energetickou kolizni disociaci (HCD) ve spojeni s identifikaci
izotopickych paternl byly uréeny struktury dvou neznamych potencialnich biomarkerd
Fenylketonurie (PKU), jedna struktura neznamého potencialniho biomarkeru 3-hydroxy-
metylglutaryl CoA deficience a anotovana struktura jednoho potencialniho biomarkeru
Alkaptonurie.

Tato préce byla financovédna Grantovou agenturou Ceské republiky 15-34613L a infra-
strukturni &ast (Ustav molekuldrni a transladni mediciny) byla financovan NPU [ (LO1304).
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HETEROZYGOUS LOSS-OF-FUNCTION MUTATIONS IN SEC61A1
CAUSE AUTOSOMAL DOMINANT TUBULO-INTERSTITIAL AND
GLOMERULOCYSTIC KIDNEY DISEASE ASSOCIATED WITH
CONGENITAL ANEMIA.

Zivna M., Jedli¢kova 1.7, Baresova V.', Bolar N.A.2, Golzio Ch.%, Hiilkova H.,
Pristoupilova A.", Hodariova K., Stranecky V.', Sovova J.", Hnizda A.%, Vyletal P.",
Hartmannova H.", Votruba M., Bleyer A.J.%, Loeys B. L.2, Kmoch S.’

'Institute for Inherited Metabolic Disorders, Prague, First Faculty of Medicine, Charles
University in Prague, 120 00 Prague, Czech Republic

2Center of Medical Genetics, Faculty of Medicine and Health Sciences, University of
Antwerp and Antwerp University Hospital, Antwerp, 2650, Belgium

3Center for Human Disease Modeling and Departments of Cell Biology and Psychiatry,
Duke University, Durham, North Carolina, 27710, USA

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech
Republic, 166 10 Prague, Czech Republic

5Section on Nephrology, Wake Forest School of Medicine, Medical Center Blvd.,
Winston-Salem, NC, USA

Autosomal dominant tubulo-interstitial kidney disease (ADTKD) encompasses a group
of disorders characterized by renal tubular and interstitial abnormalities, leading to
slow progressive loss of kidney function requiring dialysis and kidney transplantation.
Mutations in UMOD, MUC1, and REN are responsible for many, but not all, cases of
ADTKD.We report on two families with ADTKD and congenital anemia accompanied
with either intrauterine growth retardation or neutropenia. Ultrasound and kidney bi-
opsy revealed small dysplastic kidneys with cysts and tubular atrophy with secondary
glomerular sclerosis, respectively. After the exclusion of known ADTKD genes, link-
age analysis combined with whole exome sequencing and targeted re-sequencing
identified heterozygous missense variants in SEC61A1: a c.553A>G and a c.200T>G
causing (p.Thr185Ala) and (p.Val67Gly) amino acid change, respectively, both affec-
ting functionally important and conserved residues in the SEC61 constriction ring or
translocon plug. Both transiently expressed SEC6A1A variants are delocalized to the
Golgi, a finding confirmed in a renal biopsy from an affected individual. Suppression
of CRISPR-mediated deletions of sec67al2 in zebrafish embryos induced convolution
defects of the pronephric tubules but not the pronephric ducts, consistent with the
tubular atrophy observed in the affected individuals. Human mRNA encoding either of
the two pathogenic alleles failed to rescue this phenotype as opposed to a complete
rescue by human wild-type mRNA. Taken together, these findings put forth SEC61A1
as a causal gene for an autosomal dominant syndromic form of progressive chronic
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kidney disease. We highlight protein translocation defects across the endoplasmic re-
ticulum membrane, the principal role of the SEC61 complex, as a contributory patho-
genic mechanism for ADTKD.
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VYVOJ CRISPR-CAS9 EDITOVANYCH HELA BUNEK,
MODELOVEHO SYSTEMU PRO STUDIUM NOVYCH GENETICKY
PODMINENYCH VAD DE NOVO PURINOVE SYNTEZY

Baresova V., Skopova V., Krijt M., Souckovd O., Kmoch S. Zikdnova M.

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, 1. Iékafska fakulta, Univerzita Karlova v Praze
a V&eobecna univerzitni nemocnice v Praze. Praha, Ceska republika.

Uvod: V UDMP je kazdoro&né vy$etfovano mnoho pacientdl s nespecifickym neurologic-
kym postizenim. S pouzitim stavajiciho spektra metod se podafi stanovit diagndézu u cca
2% z nich. Cast piipadtl miZe byt zplisobena genetickym defektem enzymd de novo
syntézy purini (DNPS). V souc¢asné dobé jsou popsany dva geneticky podminéné defekty
DNPS: deficit adenylosukcinat lyazy (dADSL) a AICA-ribosidurie (deficit ATIC). Genetic-
ky podminéné defekty dalSich enzym0 DNPS nebyly identifikovany. Jejich existence se
zavaznymi neurologickymi projevy je vysoce pravdépodobna, ale diagnosticka metoda
pro jejich stanoveni neexistuje.

Metody: V ramci projektu jsme pfipravili modelovy systém pro studium znamych i neiden-
tifikovanych poruch DNPS. Jedna se o Hela bunééné linie deficitni pro jednotlivé enzymy
DNPS (GART, PFAS, PAICS, ATIC a ADSL) pfipravené metodou CRISPR/Cas9. gDNA
a cDNA modifikovanych bunék jsme sekvenovali pro zji§téni mutaci, metodou Western
blot jsme testovali bunééné lyzaty na pfitomnost jednotlivych proteind a pomoci LC-MS/
MS jsme analyzovali pfitomnost akumulovanych substratd v rlistovych médiich. Déle jsme
imunofluorescenéni metodou zjisfovali schopnost editovanych bunék tvofit purinosom.
Vysledky: Pro diagnostiku a vyhledavani defektl v DNPS jsme vyvinuli analytické metody
zalozené na LC-MS/MS analyze akumulovanych substratd jednotlivych enzymd. Stan-
dardy substratd jsme pfipravili enzymatickou cestou. V modelovych burikdch nebyla po-
zorovana pfitomnost mutovaného proteinu a schopnost tvofit purinosom byla snizena.
Ve vSech liniich kromé& GART editovanych bunék byly akumulovany substraty deficitnich
enzym.

Zavér: Podobné jako u deficitu ADSL a AICA-ribosidurie Ize na zékladé nasich vysledkd
predpokladat, Ze deficit enzymd PFAS a PAICS v metabolické draze DNPS bude zpUso-
bovat akumulaci jejich substratl v télnich tekutinach pacientd. Modelova simulace no-
vych neidentifikovanych onemocnéni DNPS umozni studium prevalence onemocnéni
v populaci pacientl s tézkym neurologickym postizenim, u kterych nebyla stanovena
diagnodza.

Granty: AZV 15-28979A Ministerstva zdravotnictvi, CR, UNCE 204011, PRVOUK-
-P24/LF1/3 a SVV UK 260148/2015 programy UK v Praze, LQ1604 NPU Il, MSMT, CR
a CZ.1.05/1.1.00/02.0109 BIOCEV Evropsky fond pro regiondlni rozvoj a MSMT, CR.
Cislo grantu: GAUK 818416

38



TITLE: RARE INBORN ERROR OF COBALAMIN METABOLISM
(COBALAMIN J DEFICIENCY) PRESENTING AS DEFICIENCY OF
VITAMIN B,,

Category: Clinical management - treatment
Authors: Jesina P.", Chrastina P.", Krijt J.", Bartl J.", Dvorakova L., Vlaskova H.", Honzik
T.', Baumgartner M.2, Fowler B.2, Burda P?, Hrebicek M., KoZich V.’

"Institute of Inherited Metabolic Disorders, General University Hospital and 15t Faculty of
Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic
2 Division for Metabolic Diseases, University Children’s Hospital Zirich, Switzerland

A 20 months old boy was born from the 1t uncomplicated pregnancy after physiologi-
cal postnatal adaptation feeding problems started in 6" week of age. He suffered from
conjunctivitis, repeated respiratory infections with stridor and mouth sore with ragades.
At age of 10 weeks, hypotonia and poor social contact were observed. Hematologic
investigation showed severe anemia (Hb 59 g/I; MCV 89.8) necessitating transfusion.
Bone marrow investigation revealed megaloid mature normoblasts. Severely decreased
holotranscobalamin (holoTCll) <5 pmol/I (normal 19-119) and total vitamin B,, 121 ng/|
(normal 191-663) together with elevated plasma total homocysteine (P-tHcy) 127 pmol/I
(normal 3.5-10.0), methylmalonic acid in urine (U-MMA) 1543 mg/g creat (normal <15)
and borderline low level of methionine 14 pmol/l (normal 12-55) suggested nutritional
deficiency and/or absorption defect of vitamin B,,.

After i.m. application of cyanocobalamin (300 pg), P-tHcy decreased to 56 pmol/l and
U-MMA to 73 mg/g creat. Oral cyanocobalamin supplementation in daily doses of
50 ug led to holoTCIl normalization (range 30-57 pmol/l) and anemia disappearance,
however P-tHcy and U-MMA remained elevated (41-50 pmol/l and 145-427 mg/g
creat, respectively), suggesting an intracellular defect in cobalamin metabolism.
The “C-propionate incorporation in cultured skin fibroblasts was decreased and the
methionine and serine formation from “C formate was deficient (14%, and 16% of
control, respectively). Synthesis of adenosylcobalamin and methylcobalamin was
clearly reduced while that of cyanocobalamin was highly elevated, suggesting the
cblIF or cbld deficiency. Complementation analysis confirmed cblJ complementation
group. Molecular genetic analysis revealed composed heterozygosity of two splic-
ing mutations in the ABCD4 gene: ¢.[425+1G>A](r.[380_425del]) and c.[1506+4A>G]
(r.[1506_1507ins56; 1506+4a>q]).

Since the 7" month of age he has been thriving very well and had no neurological or he-
matological complications. With oral hydroxycobalamin treatment (1000-3000 pg weekly)
P-tHcy was in the range 7 to 20 pmol/l, U-MMA <15 to 51 mg/g creat) and holoTClI 96 to
>256 pmol/I.

39



In contrast to other combined defects of intracellular cbl metabolism, this case of cblJ
deficiency presented with low serum vitamin B,, concentration. Similar decrease of cblJ
levels was reported in another cblJ patient (Takeichi, 2014). These cases of cblJ defect
emphasize the need to monitor tHcy and MMA metabolism in patients with apparent
normalization of cobalamin levels upon vitamin B,, treatment, to distinguish nutritional
and genetic origin.

Supported by RVO-VFN64165

Takeichi et al., Brit J Dermatol 2014
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SEKVENOVANIE NOVEJ GENERACIE - NOVA ERA V DIAGNOSTIKE
DEDICNYCH METABOLICKYCH PORUCH.

Skalicka K.', Nagyova G.?, llencikova D.?, Kovacs, L2.

' Laboratdrium klinickej a molekulovej genetiky 2. detskej kliniky LFUK a DFNsP
2 Geneticka ambulancia 2. detskej kliniky LFUK a DFNsP
8.2. detska klinika LFUK a DFNsP

Stanovenie jednoznacnej diagndzy dedi¢nych metabolickych poruch je dihodobo medi-
cinskou vyzvou. Dévodom je geneticka heterogenita spojena s klinickou diagnézou, ako
aj netypicka prezentacia znamych a klinicky rozpoznatefnych ochoreni. Geneticka dia-
gnostika tychto ochoreni je pouzitim tradi¢nych vySetrovacich metéd UspesSna v menej
ako 50% pripadov. Vstupom sekvenovania novej generacie do klinickej praxe sa otvorila
nova éra ich diagnostiky, ktord umozni nielen vyrazne skratif ¢as stanovenia diagnozy,
ale moze aj prispiet k objaveniu novych génov asociovanych s ochorenim. V st¢asnosti
existuje niekolko moznosti vyuzitia sekvenovania novej generacie, od vySetrenia vybra-
ného panelu génov, vSetkych kodujucich oblasti, az po sekvenovanie celého genému.
Vyber vhodnej stratégie vo vacsine pripadov zavisi od klinickej prezentacie ochorenia
a mbze vyrazne ovplyvnitf mieru diagnostickej Uspesnosti. Schopnost pokrocilych metdd
sekvenovania novej generacie stanovif jednoznaénl diagnézu zriedkavych genetickych
ochoreni vo vyskumnej oblasti je predpokladom ich skorého zaclenenia do klinickej pra-
xe. AvSak k dosiahnutiu tohto ciela je potrebné prekonat technické a analytické limity
za Ucelom ziskania ¢o najvy$sSej diagnostickej vytaznosti genetického vySetrenia. Ciefom
prezentacie bude poukazat na si¢asné moznosti ako aj limity vyuZzitia jednotlivych typov
sekvenovania novej generacie vo vyskumnej oblasti a v rutinne diagnostike tychto ocho-
reni.
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DEDICNE PORUCHY CYKLU MOCOVINY U PACIENTOV V NASOM
SUBORE

Halova K'., Gregova E?., Dénesiova Z°., Kohut V2.,

'DFNsP Banska Bystrica, 2 CLK-PKB FNsP F.D.Roosevelta Banska Bystrica

Dedi¢né poruchy cyklu mocoviny (DPCM) patria medzi pomerne Casté poruchy metabo-
lizmu a ich prevalencia sa udava okolo 1 : 30 000. Charakterizuje ich hyperamoniémia
a poruseny metabolizmus aminokyselin. Zvy$ena koncentracia amoniaku pdsobi neuro-
toxicky.

Cyklus syntézy mocoviny prebieha v peceni, ¢ast v mitochondriach a ¢ast v cytoplazme,
za ucasti 5 enzymov cyklu (CPS I, OTC, ASS, ASL, ARG) a NAGS (tvorba NAG ako alos-
terického aktivatora). Pri dedi¢nych poruchéach cyklu mocoviny méze dojst

k deficitnej syntéze ktoréhokolvek enzymu a pri kazdej poruche je charakteristicky bio-
chemicky nalez v aminograme.

Dedi¢nost je autozémovo recesivna okrem OTCD viazaného na X-chromozom, ale asi
15% dievCat heterozygotiek je tiez symptomatickych pri nahodnej inaktivacii chromo-
zému X v peceni. U vSetkych DPCM (okrem NAGS ) je znama chromozémova porucha
a boli popisané pocetné mutacie.

DPCM sa moézu manifestovat v kazdom veku, ale naj¢astejSie v novorodeneckom, det-
skom a adolescentnom obdobi. Novorodenecké manifestacie maji vysokd imrtnost.

K dekompenzacii poruchy dochadza nasledkom metabolického stresu, zvysenim endo-
génneho katabolizmu bielkovin pri infekcii, horicke, operacii, zmene materského mlieka
za kravské atd.

V rokoch 1994 - 2016 sme diagnostikovali na naSom pracovisku 9 pacientov, z toho 4 ci-
trulinémie, 2 x OTCD chlapcov, 1x OTCD heterozygotku, 1x argininjantarovu aciddriu, 1x
argininémiu. 4 deti s neonatalnou formou exitovali v novorodeneckom veku,

1 diefa tazko neurologicky postihnuté zomrelo vo veku 3 rokov.

V sUc&asnosti sU u nas sledované 3 deti : 12-ro¢na pacientka s citrulinémiou, 9-ro¢ny
chlapec s argininjantarovou aciduriou a 12-ro¢ny chlapec s argininémiou. Pacientka
s diagnostikovanou OTCD vo veku 6,5 r. je v su€asnosti 19-ro€na a je sledovana na inom
pracovisku.

V nasej praci prezentujeme stru¢né kazuistiky tychto sledovanych deti.
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PROGRESSION OF SKELETAL DISEASE IN A BOY WITH
HYPOFOSFATASIA AFTER THERAPY WITH BISPHOSPHONATES

Kolarova H., Tesarova M., Zeman J. and Honzik T.

Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, Charles University in Prague and
General University Hospital in Prague, Prague, Czech Republic

Introduction: Hypophosphatasia (HPP) is a rare heritable metabolic disorder character-
ized by defective bone and/or teeth mineralization in the presence of reduced activity of
tissue-nonspecific serum alkaline phosphatase (ALP).

Results: A second-born child of healthy unrelated parents was born after uneeventful
pregnancy and delivery. Family history revealed loss of permanent dentition in both par-
ents and delayed ankle fracture healing in patient's grandmother. The disease manifested
at the age of 14 months with craniosynostosis and sudden loss of four deciduous teeth
with intact routs. The X-ray showed overall skeletal hypomineralization and characteristic
tongue-like lucencies of the tibial metaphysis. Based on the low serum ALP levels (0.8
pkat/l; controls >1.2), suspicion of HPP was raised. Between the ages 10 and 14, three
low-impact fractures occured. The disease severely progressed at age 25 after inducious
dicontinuation of 4-year bisphosphonates therapy. Development of the L5 vertebral com-
pressive fracture with recurrent low-impact bilateral femoral and tibial fractures led to
wheelchair confinement. Unusually, the pyridoxine-dependent epilepsy manifested only
at the age of 26 years. Genetic analyses confirmed the presence of a HPP-causing com-
pound heterozygous mutation c.422C>A/c.551G>A in ALPL gene. Biochemical workup
depicted persisting low serum ALP levels (0.1 pkat/l; controls >0.66) with hyperphospha-
temia (2.12 mmol/l, controls<1.65), high plasma pyridoxal-5‘-phosphate and urine phos-
phatidyletanolamine levels (143 mmol/mol kreatininu; controls <20). The patient's father,
mother, her sister and mother are heterozygotes with milder HPP forms.

Discussion: We present an atypical case of HPP childhood form. Currently, there are 16
patients diagnosed in the Czech Republic: perinatal form (2 cases), infantile (1), childhood
(6), adult (1), odontohypofosfatasia (3) and asymptomatic (3). Bisphophonates - important
bone mineralization inhibitors - are contraidicated in this condition. Causal treatment with
enzyme replacement therapy (asfosfatase alfa, Strensig™, AlexionPharmaceuticals) was
recently approved, especially for patients with severe HPP forms. Supported by SWW
260256/2016 and VFN RVO 64165/2012.
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MONITORING RENALNICH FUNKCI NASICH PACIENTU
S FENYLKETONURII

Pazdirkova R.", Kolsky A.", Hedelova M.?, Krotka J.?, Zikmund J.", Komérkova J. ,
Spicka J. 2

Klinika déti a dorostu 3.LF UK, FN Kralovské Vinohrady, Praha'
Ustav laboratorni diagnostiky 3. LF UK, FN Kralovské Vinohrady, Praha?

Terapie fenylketonurie (PKU) je zaloZzena na dosazeni optimalnich hladin fenylalaninu
(Phe) v plazmé, které neohrozuji neurokognitivni funkce lidi trpicich touto metabolickou
poruchou. V posledni dobé jsou diskutovany mozné negativni vlivy PKU diety na orga-
nismus. Byl prokazan vyssi vyskyt obezity, osteopenie, sarkopenie, deplece vitamind,
zmeény strevni mikroflory, poskozeni ledvin apod. Snizeni glomerularni filtrace (GF) je vzta-
hovéano k vyssimu pfijmu aminokyselinovych smési bez fenylalaninu, které tvofi az 95%
PKU diety.

Nase pracovisté v roce 2015 zacalo monitorovat renalni funkce PKU pacientd mérenim
kreatininu a cystatinu C v séru a celkové bilkoviny a albuminu v mo¢i. Z namérenych
hodnot se vypocitavaji odhady glomerularni filtrace (€GF) dle rovnic CKD EPI a indexy
protein/kreatinin (PCR) a albumin/kreatinin (ACR).

Podrobné bylo vysetfeno 23 dospélych osob, 15 muzi a 8 Zen, median 26 roku (19-44 let).
VSichni maji klasickou PKU, dodrzuji dietu a uzivaji [é€ebny pfipravek.

VSichni pacienti méli fyziologickou hodnotu eGF vypoc&tenou z hodnot S-kreatininu. P¥i
pouziti vypoctu eGF z hodnot S-Cystatinu C byly zjiStény u ¢tyF pacient(17%) hodnoty
eGF v pasmu mirného snizeni (1-1,49 ml/s/1,73m?). Odpad proteinu v mo¢i ve 12 h no¢-
nim sbéru byl zvysen u 9 pacientd, 2 z nich méli pozitivni mikroalbuminurii.

Zda PKU dieta ma vliv na renalni funkce fenylketonurikl nebylo mozné v pilotni studii
jednoznacéné potvrdit. Nalezy je nutné ovérit na vétSim souboru pacientd.
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KLASICKA FENYLKETONURIE - POZDNi ZACHYT U DOSPELEHO
PACIENTA

Kostglova E., Hruba E., Martincova O., Repik T. ", Hrubd Z.

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK, Praha

"Neurologicka klinika FN Plzen

“Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK, LF Masarykovy Univerzity
a Fakultni nemocnice Brno

Uvod: Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie (PKU/HPA) je autozomalné recesivné dédic-
né porucha metabolismu aminokyseliny fenylalaninu zplsobena patogennimi mutacemi
v PAH genu, které vedou k deficitu aktivity fenylalaninhydroxyldzy. Onemocnéni méa dob-
rou progndzu, pokud je véas zachyceno a adekvatné léceno. U neléCenych pacientl se
rozviji zavazné postizeni nervového systému. Prezentujeme pfipad dospélého pacienta
s neuropsychiatrickou symptomatikou, u kterého byla diagnéza klasické fenylketonurie
stanovena ve véku 47 let pfi selektivnim screeningu dédiénych metabolickych poruch.
Pacient neprosel celoploSnym novorozeneckym laboratornim screeningem PKU/HPA,
ktery byl v nasi republice zaveden v roce 1975.

Kazuistika: Psychomotoricky vyvoj pacienta narozeného v roce 1968 byl opozdény
od kojeneckého véku. Chlapec samostatné chodil od 2 let. Dominovalo tézké postize-
ni mentalniho vyvoje, pro které byl pacient zbaven povinné Skolni dochazky. Stav byl
dlouhodobé stacionarni. Ve véku 42 let se objevily poruchy chiize, bolesti zad, bricha.
Byl zjistén retroperitonealni tumor charakteru seminomu. Pacient v ramci Ié¢by prodélal
i chemoterapii. Pro dalsi zhorsovani chlize, jemné motoriky a poruchy chovani byl pacient
déle vysetfovan. MRl mozku ukazalo parietalni atrofii bilateralné a subkortikalni leuko-
encefalopatii difuzné. V ramci diferencialni diagnostiky se zvazovala i moznost dédi¢né
metabolické poruchy (DMP).

Vysledky: Pri selektivnim screeningu DMP byla v krvi zjisténa hyperfenylalaninémie
1471 pmol/l (norma < 120 pmol/l), pomér fenylalanin/tyrosin 23,2 (norma < 2,0). Nalezy
kompatibilni s PKU/HPA potvrdilo vySetfeni aminokyselin v plazmé a profil organickych
kyselin v moci. Analyza genu PAH pacienta a jeho rodi¢l prokazala u pacienta slozenou
heterozygocii pro dvé patogenni mutace.

Zavéry: U pacientl s nejasnou psychiatrickou a/nebo neurologickou symptomatikou je
vhodné v diferencialni diagnostice zvazovat také dédi¢nou metabolickou poruchu. V ram-
ci selektivniho screeningu na Urovni metabolitd mohou byt zachyceni pacienti s PKU/
HPA, ktefi neprosli novorozeneckym screeningem.

Podporeno projektem MZ CR - RVO VFN64165
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POZDNi ZACHYT KLASICKE FENYLKETONURIE U KOJENCE
Prochdzkova D.’, Basovsky M.?, Kone¢na P.", Kostalova E.%, Hruba Z.*, Slavickova L.*

"Pediatricka klinika, Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity a Fakultni nemocnice Brno,
Ceska Republika

2Klinika détské neurologie, Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity a Fakultni
nemochnice Brno, Ceska Republika

3Ustav d&diénych metabolickych poruch 1. Iékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze
a VFN v Praze, Ceska Republika

4Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK, Lékarska fakulta Masarykovy
Univerzity a Fakultni nemocnice Brno, Ceska Republika

50ddéleni lécebné vyzivy, Fakultni nemocnice Brno, Ceska Republika

Autofi prezentuji pfipad 9,5- mési¢niho kojence, ktery byl vySetfovan pro blize neob-
jasnénou psychomotorickou retardaci na urovni 2. trimenonu. V ramci diferencialni dia-
gnostiky byl proveden metabolicky screening k vylou¢eni dédi¢né poruchy metabolizmu.
Bylo zjisténo, Ze hodnota fenylalaninu (Phe) v krvi je signifikantné zvySena a dosahuje
hodnoty 1768umol/I (norma 30-120pmol/l), ktera je typicka pro klasickou fenylketonurii
(PKU). Onemocnéni bylo nasledné potvrzeno molekularné-genetickym vysetfenim. PKU
(OMIM 261600) je deédicna porucha metabolizmu aminokyseliny Phe, zplsobend defici-
tem enzymu fenylalaninhydroxylazy (12924.1, EC 1.14.16.1) v jatrech. K [é¢bé se nejCas-
t€ji pouziva nizkobilkovinna dieta s nizkym obsahem Phe s cilem zabranit mentalnimu
postiZzeni pacienta. Jedna se o vysoce restriktivni terapeutickou dietu s pouzitim smési
aminokyselin bez Phe v kombinaci s nizkobilkovinnymi vyrobky a malym mnozstvim pfi-
rozenych bilkovin.

Dité nepro$lo novorozeneckym screeningem v Ceské republice. Novorozenecky scree-
ning PKU na zahrani¢nim pracovisti byl ozna¢en rodi¢i jako negativni, avSak pisemny do-
klad chybél. Vzhledem k nardstajicimu pocCtu obyvatel, ktefi pracuji v zahrani¢i a mozné
migraéni viné v nasi populaci, doporudujeme u déti, narozenych mimo Ceskou republiku,
vénovat pozornost provedeni novorozeneckého screeningu, zvlasté pak, pokud se dité
narodilo v rozvojové zemi.
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PR’VNI' ZACHYT DEFICITU DIHYDROPYRIMIDINDEHYDROGENASY
V UDMP

Martincova O., Kovacikova T., Krijt J., Bartl J., Jahnova H., Peskova K.
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK, Praha

Uvod: Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy (DPD) je dédiéné autosomalné recesivni
onemocnéni v katabolismu pyrimidinovych bazi. Deficit DPD vede k hromadéni substratd
uracilu a thyminu, jejichz zvySené koncentrace Ize prokazat vySetfenim profilu pyrimi-
dinl v moci, plasmeé/séru nebo likvoru. Diagndza je potvrzena stanovenim aktivity DPD
v leukocytech &i fibroblastech a/nebo molekularné genetickym vysetfenim DPYD genu.
Zavaznost onemocnéni je vysoce variabilni od pacientd s neurologickym postizenim
po asymptomatické piipady. DPD pUsobi také pfi degradaci chemoterapeutik na bazi
5-fluorouracilu. U nediagnostikovanych pacientd s deficitem DPD mize podavani béz-
nych davek téchto Iékd vyvolat velmi toxické aZ letalni reakce.

Kazuistika: Devatenactileta divka s nerovnomérnym rozvojem intelektu od raného dét-
stvi byla komplexné vysetfovana. Psychologické vysetfeni prokazalo podprdimérny in-
telekt s nejvétSim deficitem v exekutivni sloZzce. Endokrinologem byla diagnostikovana
autoimunitni tyreoitida. Neurologické vysetfeni prokazalo demyelinizaéni léze v pravém
mozeckovém pedunklu, zvétSeni adenohypofyzy a v likvoru oligoklonalni syntézu IgG
imunoglobulind. Tyto néalezy byly neurologem hodnoceny jako suspektni roztrousena
skleréza. Bylo doplnéno i vySetieni na dédi¢né metabolické poruchy.

Laboratorni nalezy: Vysetrenim profilu pyrimidin bylo opakované prokazano zvysené
vylu€ovani uracilu 120-156 mmol/mol kreat. (norma < 25) a thyminu 53-256 mmol/mol
kreat. (norma < 10) v moci a zvySena koncentrace uracilu 18 pmol/l (norma <5) a thy-
minu 16 pmol/I (norma n. d.) v plasmé. Enzymatické a molekularné genetické vysetreni
bylo provedeno v laboratofi Akademického medicinského centra University v Amsterda-
mu. V kultivovanych fibroblastech byla prokazana snizena aktivita DPD a nasledné byly
sekvenacni analyzou nalezeny dvé jiz dfive popsané patogenni mutace [c.1905+1G>A]
[c.1057C>T]. Slozena heterozygocie pro uvedené mutace byla potvrzena vySetfenim
DNA obou rodica.

Zaveér: Pacientka je prvnim diagnostikovanym pfipadem deficitu DPD na nasem praco-
visti. Diagnostika poruchy je dostupna a spolehliva i na Grovni metabolitd a ma vyznam
i pro pfipadnou onkologickou Ié¢bu dalSich ¢lend rodiny.

Podporeno projektem MZ CR - RVO VFN64165 a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24012
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ANALYZA POLYOLU V MOCI PLYNOVOU CHROMATOGRAFIi
- DIAGNOSTIKA DEFEKTU V REVERSIBILNi CASTI PENTOZA-
FOSFATOVEHO CYKLU

Bartova P., Chodorova I., Dobiasova J. Koubikova H.,Klimova E., Hodik J., Pinkasova R.,
Petrankova V., Pribylova M.,Hornik P., Peskova K.

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, V§eobecna fakultni nemocnice v Praze
a 1. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze.

Cil

Dosud byly popsany dveé vrozené metabolické poruchy v reversibilni ¢asti pentéza-fosfa-
tového cyklu (rPFC): Deficit ribdsa-5-fosfat isomerazy (RPI) a deficit transaldolazy (TAL-
DO). Zde prezentovana metoda plynové chromatografie (GC) pro diagnostiku enzymo-
vych defektl v rPFC je zaloZena na analyze moci a stanoveni nékterych polyol( typickych
pro tato onemocnéni.

Metody

Pal mililitru modi s vnitfnim standardem se odpaii do sucha, derivatizuje (trimethylsilylace)
a extrahuje do hexanu. Organicka vrstva se opét odpa¥i do sucha, rozpusti v silylaénim
Cinidle (bistrimethylsilyltrifluoroacetamid) a 1,0 pl findlniho roztoku se davkuje do plyno-
vého chromatografu s plameno-ioniza¢ni detekci (GC/FID) vybaveného kolonou ZB-5.
Vysledky

Vy$e popsanou metodiku rutinné pouzivame pro kvantifikaci erythritolu, arabitolu a ribito-
lu v moci. Analyty jsou detekovatelné jiz pfi koncentracich 1,5, 1,3 a 2,0 ymol/I. Linearita
byla testovana az do 2,5 mmol/l (r > 0,998), opakovatelnost a reprodukovatelnost byla
mensi nez 5,2 %, resp. 6,3 %. Jelikoz vzorky moci od pacientl s deficitem RPI a/nebo
TALDO nejsou bézné dostupné vzhledem k velmi vzacnému vyskytu téchto chorob, byla
pouzitelnost metodiky demonstrovana na béznych vzorcich moce od zdravych dobrovol-
nikd s pridavkem cilovych latek.

Zavér

GC/FID je uzitetnym a efektivnim nastrojem v detekci a kvantifikaci polyolt v modi, jez
umozhuje relativné snadno diagnostikovat pfipadné vrozené defekty v rPFC.
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PRVIi PACIENTI POSTIHNUTI SUCASNE DVOMI ROZNYMI
PRIMARNYMI PORUCHAMI MITOCHONDRIOVEHO METABOLIZMU
ENERGIE

Behtilova D.", OstroZlikova M.", HoleSova D., Sebové C.", Tarnokova S.", Saligové J.2,
Potocrigkova L.2, Bzdich V.3, Brennerova K.3, Skokriova M.#, Skodova J.", Pereckova J.’,
Diuholucky S.%, Knapkova M.%, Gérova R.5, Ostrovsky 1.6, Lisyova J.”, Chandoga J.”

"Centrum dedi¢nych metabolickych poruch, DFNsP Bratislava

2DFN Kosice

31. detska klinika LF UK a DFNsP Bratislava

4Neonatologicka klinika intenzivnej mediciny LF UK a DFNsP Bratislava

5 Skriningové centrum novorodencov SR, DFNsP Banska Bystrica

8 Chemicky ustav, Prirodovedecka fakulta UK, Bratislava

7 Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Bratislava

Uvod: V fudskom organizme sa 95% kli¢ového zdroja energie ATP generuje prostred-
nictvom troch hlavnych metabolickych ciest v mitochondriach: cyklus trikarboxylovych
kyselin, oxidativna fosforylacia (OXPHOS) a beta-oxidacia mastnych kyselin (FAO). Uz
jeden defekt v ktorejkolvek ceste vedie obvykle k zavaznému postihnutiu pacienta.
Ciefom prace bolo prezentovat prvych 5 deti trpiacich suc¢asne dvomi geneticky pod-
mienenymi poruchami.

Kazuistiky: Pacienti romskeho pévodu pochadzali z vychodoslovenského regiénu. U troch
deti sa v novorodeneckom veku dokazal izolovany deficit ATP-syntazy sposobeny defi-
citom TMEM70 (homozygoti pre mutaciu c.317-2A>G) a neskér aj SCADD. U dvoch pa-
cientov odhalil novorodenecky skrining a nasledné vysetrenia MCADD (homozygoti pre
mutéciu ¢.985A>G) a zarover aj SCADD.

U jediného diev¢ata v stibore s deficitom TMEM70 a SCADD (zlozena heterozygotka pre
mutacie ¢.310_312delGAG /c.1138C>T) sa pri pred¢asnom poérode zaznamenal anhy-
dramnion, hypotrofia, hypoténia, kraniofacialna dyzmorfia, hypoplazia plic, pneumoto-
rax, hyperlaktatémia a hyperamonémia, exitovala v prvy den Zivota.

Podobné klinické a biochemické nédlezy sa zachytili u chlapca s deficitom TMEM70
a SCADD (homozygot pre predispozi¢ny variant c.625G>A), kritické novorodenecké ob-
dobie prezil, t.€. ma 8 mesiacov.

Donoseny eutroficky novorodenec s deficitom TMEM70 a SCADD (homozygot pre
mutaciu ¢.310_312delGAG) bol lie€eny pre koncentrick hypertrofiu favej komory, PPHN,
hypotoniu, vyraznu laktatovi aciddézu a hyperamonémiu. V su¢asnosti 4-roény chlapec
trpi neprospievanim, hypoténiou, mentalnou retardaciou.

Vysetrenim profilov acylkarnitinov pri novorodeneckom skriningu a analyzou organ-
ickych kyselin v moci sa v dvoch pripadoch odhalil biochemicky obraz patognomicky pre
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MCADD a vyrazna etylmalénova aciduria. U prematurneho, t.¢.10-mesaéného chlapca
s pozitivnou RA a u t.&. 3-ro€ného pacienta sa potvrdil aj SCADD (zloZzeny heterozygot pre
mutacie ¢.310_312delGAG/c.1138C>T a mutacia ¢.310_312delGAG/variant c.625G>A).
Zaver: Nalez dvoch réznych defektov v OXPHOS a/alebo FAO u nasich pacientov je prek-
vapuijuci. Pre posudenie interakcii vznikajucich pri koincidencii porich metabolizmu ener-
gie su potrebné cielené Studie.

Praca podporena OP Vyskum a vyvoj, projekt ITMS 26240220007, a dopytovo-oriento-
vanym projektom Univerzitny vedecky park UK v Bratislave, ITMS 26240220086.
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VY'SLED[(Y ROZSIRENEHO SKRININGU NA SLOVENSKU -
ETNICKE ROZDIELY

Dluholucky S."2?, Knapkova M."

1 Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica Banska Bystrica
2 Fakulta zdravotnictva v B. Bystrici, Slovenska zdravotnicky univerzita v Bratislave

Autori predkladaju prvé vysledky rozSireného novorodeneckého skriningu (NS) na Slov-
ensku analyzované v majoritnej a romskej populacii. Monitorovacie rémskeho etnika
bolo zavedené pre rozdielne hodnoty v IRT skriningovom teste cystickej fibrézy. NS bol
od zaciatku roka 2013 rozsireny o 20 DMP s vo vysSetreni ms/ms.

Vysledky: V rokoch 2013-2015 bolo v NS vysSetrenych 165648 novorodencov (100%
narodenej populécie). Z nich bolo 25321 (15,3%) deti romskeho etnika ( R). Celkovo bolo
zachytenych 313 pozitivnych pripadov v Sirikom spektre DMP (celkova prevalencia=
1:539, M=1:758, R=1:198, OR:3,83). V spektre zachytenych DMP boli zistené vyrazné
rozdiely medzi etnikami. V rdmskom etniku bol mierne zvySeny vyskyt kong. hypotyredzy
(M=1:2063, R=1:1332, OR:1,35), nebol zisteny ani jeden pripad CAH a bol zachyteny
jeden pripad CF. Naproti tomu celkova skriningova prevalencia DMP bola vyznamne
vySSia v R etniku (M=1:1670, R=1:234, OR:7,13). Vyznamné boli aj rozdiely v prevalencii
jednotlivych typov DMP. Zatial ¢o v majoritnom etniku dominoval vyskyt FKU a celého
spektra aminoacidurii a organickych acidurii, v rdmskom etniku dominovali poruchy be-
ta-oxidacie mastnych kyselin (MCAD,SCAD) a deficit karnitinu (CUDD).

Zéavery: Napriek tomu, Ze vysledky su len predbezné, mézeme skonstatovaf, Ze sledo-
vanie etnicity dovolilo zistit vyrazné rozdiely vo vyskyte jednotlivych DMP, ktoré by sa
bolo stratilo pri unitdrnom postupe. Detekcia vysokého vyskytu hlavnhe MCAD a SCAD
v romskom etniku moze prispiet k zniZzeniu ohrozenia tychto deti v zlych socialnych pod-
mienkach. Okrem toho tento pristup prinasa nové pohfady na slovensku populaciu.
Pocet znakov: 1891
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CHITOTRIOSIDASA JAKO DIAGNOSTICISY', PROGNOSTICKY
A TERAPEUTICKY MARKER U PACIENTU S GAUCHEROVOU
CHOROBOU

Dvorékové L., Reboun M., Poupétova H., Stolnaja L.", Vidskova H. ', Storkdnova G. ",
Peskova K., Ledvinova J. ', Malinova V. ?

"Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, VFN a 1.LF UK, Praha
°KDDL, VFN a 1.LF UK, Praha
e-mail:lenka.dvorakova@lIf1.cuni.cz

Chitotriosidasa (CHT) je enzym secernovany aktivovanymi makrofagy. Méreni aktivity
CHT v krevni plasmé se béZné pouziva jako diagnosticky a terapeuticky biomarker u pa-
cientl s Gaucherovou chorobou. Vyuziti tohoto markeru je vsak limitovano pritomnosti
genetickych variant v genu CHITT1, které mohou vést ke snizeni nebo Uplné absenci en-
zymoveé aktivity chitotriosidasy.

Aktivita CHT byla sledovana v souboru 35 pacient. U pacientl Ié¢enych enzymovou
substitucni terapii klesla aktivita CHT z hodnot radové tisicll az desetitisicti nmol.ml".
hod' na stovky az desitky nmol.ml-".hod"" (kontrolni rozmezi 4,4 — 89 nmol.ml-".hod™"). P¥i
preruseni IéCby nebo pfi pfechodu na substratovou redukéni terapii dochazelo k opétov-
nému zvySeni aktivity CHT.

Vysvétlenim velkého rozptylu hodnot v aktivité CHT pred zahajenim Ié€by mohou byt
rozdily v zavaznosti klinickych projevl u jednotlivych pacientdl nebo genetické varianty
v genu CHIT1, které snizuji aktivitu enzymu. Zaméili jsme se na nej¢astéjsi znamou muta-
ci (c.1049_1072dup24), ktera, je-li pfitomna v homozygotnim stavu, vede k UpIné ztraté
aktivity enzymu. Identifikovali jsme 13 heterozygotd pro tuto 24 bp duplikaci, v homozy-
gotnim stavu nebyla duplikace zjisténa. Porovnani mediand aktivit CHT u dvou skupin
(9804 nmol.ml".hod™" u pacientl bez duplikace a 5344 nmol.ml"".hod"' u pacientd s hete-
rozygotni duplikaci) je v souladu s pfedpokladem, ze pfitomnost duplikace v heterozygot-
nim stavu vede ke snizeni aktivity CHT zhruba na polovinu. V obou skupinach pretrvaval
velky rozptyl hodnot aktivity CHT, proto jsme u péti vybranych pacientd pristoupili k ana-
lyze vSech kédujicich oblasti CHIT1. Nalezli jsme pét dalSich variant, mezi nimi i béznou
variantu p.Gly102Ser, ktera podle publikovanych dat snizuje katalytickou U€innost CHT
na 23%.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze sledovani dynamiky chitotriosidasové aktivity v pr@ibéhu
|éEby je spolehlivym indikatorem jeji G¢innosti bez ohledu na pfitomnost ¢&i absenci va-
riant v genu CHIT1. Pred zahdjenim IéEby nelze na zakladé aktivity CHT predikovat prd-
béh onemocnéni, charakterizace genetickych variant v genu CHIT1 mize tuto predikci
upfresnit.

Podpora: RVO-VFN64165/2012
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RESULTS OF DNA DIAGNOSTICS OF NEUROMUSCULAR AND
SKIN DISORDERS USING TARGETED NGS

Fajkusova L., Stehlikova K., Kopeckova L., Borska R.

Centre of molecular biology and gene therapy, University hospital Brno, Cernopolni 9,
613 00 Brno, Ifajkusova@fnbrno.cz

Background: Inherited neuromuscular disorders (NMD) and skin disorders (SD) are char-
acterised by clinic and genetic heterogeneity, unspecific clinical features, and the im-
plication of large genes which are the main drawbacks in a routine gene-by-gene diag-
nostics. The application of next-generation sequencing (NGS) as a diagnostic strategy
leads to a rapid screening and fast identification of mutations in rare genetic disorders
through sequencing of either a subset of genes or all genes on the level of their exons or
whole genomic sequences. High throughput screening at low cost and low complexity is
addressed by targeted exon sequencing rather than complete sequencing of exomes or
genomes. We present percentage of Czech NMD and SD patients with identified genetic
cause using targeted NGS and spectrum of these causes.

Methods: Targeted NGS of 42 (at the present time 227) NMD-related genes and targeted
NGS of 99 SD-related genes.

Results: 167 unrelated patients presenting NMD falling into categories of muscular dys-
trophies, congenital muscular dystrophies, congenital myopathies, distal myopathies, or
other myopathies were tested by targeted NGS of 42 NMD-related genes. Pathogen-
ic or likely pathogenic sequence changes were identified in 79 patients (47.3%). Ad-
ditionally, variants of uncertain significance were suspected in 7 cases (4.2%); and in
81 cases (48.5%), sequence changes with a NMD association were not found. In case of
SD, 149 unrelated patients presenting epidermolysis bullosa, ichtyosiform dermatoses,
incontinentia pigmenti, Ehlers Danlos syndrome, ectodermal dysplasia, palmoplantar
keratoderma, xeroderma pigmentosum, oculocutaneous albinism, or Marfan syndrome
were analysed. Pathogenic or likely pathogenic sequence changes were detected in 84
patients (56.4%), 65 patients (43,6%) remain without genetic diagnosis.

Conclusions: Our results strongly indicate that for molecular diagnostics of heteroge-
neous disorders such as NMD and SD, targeted panel testing has the high clinical yield
and should therefore be the preferred first-tier approach.

The work was supported by the project TACR TE02000058.
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RYCHLA LC/MS ANALYZA PRO SCREENING A STANOVENI
SIROKEHO SPEKTRA DIAGNOSTICKY VYZNAMNYCH
METABOLITU V MOCI

Friedecky D., Hlidkova E., Janeckova H., Jacova J., Mi¢ova K, Adam T.
Laboratof DMP, OKB, FN Olomouc a Lékarska Fakulta, UP v Olomouci

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je znama pro své uni-
verzalni pouziti pfi analyze biologickych material(. Pfed 5 lety byla v nasi laboratofi vyvi-
nuta metoda pro analyzu purinovych a pyrimidinovych diagnosticky vyznamnych meta-
bolit& v moci. Vzhledem k potencialu zvoleného pristupu byla metoda postupné rozsifena
o dalsi metabolity a v souc¢asné dobé jsme schopni méfit vice nez 40 metabolitl pfi pou-
Ziti 12ti deuterovanych internich standard(. Mimo 26ti purinovych a pyrimidinovych bazi,
ribosidl a deoxyribosidl metoda umoznuje screenovat ¢i kvantifikovat kreatinin, kreatin,
guanidinoacetat, kys. sialovou, sukcinylaceton, argininosukcinat, galaktitol a 9 acylgly-
cind. V analyze galaktitolu a acylglycin je metoda komplementérni k rutinné pouzivané
GC/MS. U galaktitolu diky koeluci s manitolem a sorbitolem slouzi pouze ke screeningu
galaktosemie.

Metoda vyuziva principu AQN (aqueous normal phase)separace na aminopropylové
stacionarni fazi v alkalické mobilni fazi. Pro detekci je pouzit ,,scheduled® MRM méd
na tandemovém hmotnostnim spektrometru API 4000 (Sciex). Metoda je v naSi laboratofi
rutinné aplikovana na moci déti s podezfenim na DMP. V pfispévku jsou prezentovany
vysledky analyz pacientd s vybranymi DMP, EQC a zdravych kontrol. Ve srovnani s béz-
né pouzivanymi technikami (napf. GC/MS pro acylglyciny) se metoda vyznacuje rychlou
a snadnou pfipravou vzorku, dobou analyzy 9 min a vysokou specifitou MRM zaznam.
Grantova podpora: NPU | (LO1304), GACR | 1910-N26, IGA_LF_2016_014
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STANOVENIE VOLNEHO KARNITINU V MOCI TANDEMOVOU
HMOTNOSTNOU SPEKTROMETRIOU

Gdrovéd R.", Addové G.", Behulova D.2, Salingova A.2, Jurdakova H., Ostrovsky I.,
OstrozZlikovd M.2, Holesovéd D.2, Sebové C.2, Hlavata A.3, Saligové J.*

'Chemicky ustav, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského Bratislava
2Centrum dedi¢nych metabolickych porich, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou
Bratislava

311. detska klinika, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou Bratislava

‘Detska fakultna nemocnica Kosice

Primarny deficit karnitinu (PCD) je autozomalne recesivna porucha transportu karnitinu,
spbdsobena mutéciou v géne SLC22A5, ktory kdduje Nat/karnitin membranovy transpor-
tér OCTN2. Vysledkom nespravnej funkcie transportéra je zvySené vyluCovanie volného
karnitinu v moci a tym nizke hodnoty volného sérového karnitinu a znizena intracelularna
akumulacia karnitinu. V ramci diferencialnej diagnostiky je délezité odlisit PCD od sekun-
darnych pri¢in deficitu karnitinu, vznikajucich napr. pri poruchach oxidacie mastnych
kyselin, organickych acidémiach, pri podavani niektorych lieCiv, pri diétach s nizkym pri-
jmom karnitinu.

Skrining primarneho deficitu karnitinu nie je su¢astou regulérneho rozsireného novorode-
neckého skriningu na Slovensku, avSak v ramci tzv. periférneho vyhodnocovania bolo
zachytenych viacero novorodencov so znizenou koncentraciou vofného karnitinu v su-
chej kvapke krvi. Kedze v su¢asnosti nie je vySetrenie volného karnitinu v moci v SR do-
stupné, nasim ciefom bolo vypracovanie analytickej metédy umoznujicej jeho stanovenie
v mo¢i s vyuzitim tandemovej hmotnostnej spektrometrie s priamym nastrekom vzorky.
Ako interny Standard sa pouzil D9-karnitin a analyty boli detekované monitorovanim vy-
branych reakcii. Variabilita vysledkov sa testovala na vybranych realnych vzorkach mocu
s rdznou koncentraciou volného karnitinu, s opakovatelnostou 1,2-11,5% a medzilahlou
presnostou merania 5,5-16 %. VySetrili sme 165 vzoriek mocu zdravych jedincov vo veku
2 dni az 64 rokov a metéda sa overuje na vzorkach moc¢u pacientov suspektnych pre
deficit karnitinu a ich rodinnych prislusnikov (vySetrenych 64 vzoriek), pacientov s inymi
potvrdenymi vrodenymi metabolickymi poruchami a dalSimi ochoreniami.

Praca bola financne podporena v ramci OP Viyskum ,,Vyskum a vyvoj novych technoldgif
chemickej analyzy pre metabolomiku/metabonomiku®, ITMS 26240220007 a Agenturou
pre vedu a vyskum z projektu APVV-0840-11.
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NEUROLOGICKA MANIFESTACE HLUBOKEHO DEFICITU
BIOTINIDAZY U NOVOROZENCE

Hruba E.?, Zlatohlavkova P2, Vacuska M.?, Chrastina P.", Vlaskova H.", Kukackova K.',
Hnizdova Bouckova M." a Kozich V.’

' Ustav dédiénych metabolickych poruch VFN a 1.LF UK, Praha
2 Klinika détské neurologie Fakultni nemocnice Brno

Uvod: Deficit biotiniddzy (deficit BTD, MIM 253260) je autosomalné recesivné dédiéné
onemocnéni postihujici endogenni regeneraci volného biotinu (vitamin H), ktery je ko-
faktorem Ctyf karboxylaz (pyruvatkarboxylazy, propionyl-CoA karboxylazy, 3-methylkro-
tonyl-CoA karboxyldzy a acetyl-CoA karboxylazy) uplatfujicich se pfi tvorbé mastnych
kyselin, v glukoneogenezi a katabolismu aminokyselin. Incidence onemocnéni se udava
mezi 1:50 000- 1:73 000 zivé narozenych déti. Klinicky obraz onemocnéni je pestry (neu-
rologické, kozni, o¢ni, respiracni, gastrointestinalni a imunologické pfiznaky) a mize se
manifestovat v jakémkoliv véku. Diagnéza onemocnéni je zalozena na prlkazu deficitu
BTD v séru. Podle Urovné deficitu se rozliSuje hluboky a ¢asteé¢ny deficit BTD. Lécba
onemocnéni spociva v podavani volného biotinu a progndéza je zavisla na véasnosti za-
hajeni terapie. V naSem sdéleni prezentujeme pfipad chlapce, u néhoz se onemocnéni
manifestovalo zavaznymi neurologickymi pfiznaky v novorozeneckém véku.

Kazuistika: Donoseny chlapec s mirnymi perinatalnimi riziky (porod sekci ze zdravotni indi-
kace matky, rozvoj syndromu respiracni tisné |. stupné a priznak ¢asné neonatalni sepse)
a vyraznym centralnim hypotonickym syndromem s nutnosti reflexni rehabilitace od na-
rozeni byl pro ultrazvukovy nalez chudsi gyrifikace mozku a rozvoj makrocefalie pfijat v 5
tydnech Zivota k provedeni MRI mozku na Kliniku détské neurologie FN v Brné. MRI CNS
prokazalo zavaznou kortikalni dysplazii a difusni expanzivni zmeény v bilé hmoté. V metabo-
lickém vySetreni byl nalez suspekini z hlubokého deficitu BTD, ktery byl opakovanym en-
zymatickym vySetfenim potvrzen (sérova aktivita BTD 0,1..0,2 nmol/min/ml pfi normé 5,4-
15,0), mutaéni analyza v BTD genu probiha. VySetfeni vnitfniho prostredi ukazalo mirnou
kompenzovanou metabolickou acidézu a hyperlaktacidémii. Po zahajeni terapie biotinem
v 8 tydnech véku dochazi u chlapce postupné k Ustupu hypotonie a normalizaci psycho-
motorického vyvoje, parametrd vnitfniho prostredi a gyrifikace mozku pfi ultrazvukovém
vysetreni.

Zavér: Diagnoza deficitu BTD u chlapce s podezrenim na vrozenou vyvojovou vadu CNS
a difusni ischemické postizeni bilé hmoty mozku pfi rizikové perinatalni anamnéze umoznila
zahdjit kauzalni terapii v 8 tydnech véku. Pfi pozdni diagnéze tohoto Iécitelného onemocné-
ni je Ucinek terapie pouze ¢astecny. To je divodem, pro¢ byl deficit BTD zafazen do navrhu
roz$iteného novorozeneckého screeningu dédiénych metabolickych poruch v CR.
Podporeno projektem MZ CR - RVO VFN64165
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NECHOLESTEROLOVE STEROLY V GRAVIDITE

Hyaének J., Pehal F.,,Dubska L., Mikova J., Gombikova L., Kub( S., Halackova H.,
Feyreizel J., Taborsky L.

1)Metabolicka ambulance Nemocnice na Homolce Praha
2) Ustav pro matku a dit& Podoli v Praze

Uvod: V téhotenstvi dosahuije hladina celkového cholesterolu(CCH) maximéalnich hodnot
u ¢loveéka. Zvyseni u zdravych téhotnych &ini v priméru 30 az 40 % proti normé s maxi-
mem v 5.més. Nejvice se tyka LDL-Ch, méné HDL-Ch nebo VLDL-Ch. ZvySeni je zfejmé
neskodné nebo dokonce vyhodné pro matku i plod, zajiStuje zvySenou spotrfebu sonic-
kého hedge-hog proteinu pfi zajistovani spravné organogenezy. U familiarni hypercholes-
terolemie (FH ) je zvySeni procentualné stejné jako u zdravych ,dosahuje proto vysokych
hodnot cholesterolemie a ve vybranych pfipadech nebo u homozygotnich forem FH vyza-
duje i léCebné zajisténi moznych kardiovaskularnich komplikaci. Jinak Ié€ebné snizovani
hladiny CCH v gravidité je povazovano za nebezpecné a skodlivé.

Soubor pacientti a metody: 21.000 laboratornich vysledk(d zdravych téhotnych pacien-
tek s rdznou délkou gravidity vyhodnoceno retrogradné pfi zavadéni akreditacniho osvéd-
¢eni. Nalezen median zvysenych hodnot CCH 6,8 mmol/l s horni hranici az 17 mmol/l.
Incidence nalezl CCH >9,0 mmol/I ¢inila 1:130. Median LDL-Ch ¢&inil 4,6mmol/l; median
HDL-Ch 2,2mmol/I. Median TAG c¢inil 4,2 mmol/l .Ze souboru vybrano 100 pacientek
s CCH >7,0 mmol k podrobné analyze necholesterolovych sterold(NCHS). Lathoste-
rol(Lat) a desmosterol(Des) jako markery syntézy cholesterolu a sitosterol(Sit) a kampes-
terol(Cam) jako markery absorbce fytosterolU.

Klasické lipoproteinové frakce cholesterolu stanoveny na autom. analyzatoru Beckman
Coulter a Cobas. NCHS stanoveny metodou GC/MS na Finnigan Mat 120b, jako int.
standard epicholesterol .Eticka komise NNH doporucila studii se souhlasem jednotlivych
pacientek.

Vysledky : Studovali jsme jak se méni spektrum vybranych necholesterolovych ste-
roll pro uréeni cholesterolové syntézy(Lat,Des) a stfevni absorbce fytosterold (Sit,Cam)
v prlbéhu gravidity a jak koreluji se zvysenymi klasickymi lipoproteinovymi frakcemi
cholesterolu. Byla nalezena mirna korelace mezi Lat a LDL-ch a NonHDLch (r=0,524
a 0,565) a slabsi korelace pro Des (r=0,352). Fytosteroly se zvySenou syntézou choles-
terolu nekorelovaly (Sit r= 0,162 a Cam r=0,153). HDLch a TAG nekorelovaly s NCHS
vibec.

Diskuse: ZvySeni cholesterolu v gravidité se odehrava prevazné v jeho LDLch nebo non-
HDLch frakci a je podle nasich nalezll zplsobeno zvySenou endogenni syntézoul jak
tomu odpovida zvySena hodnota Lat. ACkoliv se o¢ekava kompensacni mechanismus
zvy$eného vstrebani fytosteroll, hodnoty hlavnich fytosterold Sit a Cam nebyly u naseho
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souboru téhotnych zvySeny. Studie vyzaduje dalsi sledovani protoze zadné ovéfuijici lite-
rarni Udaje o metabolismu NCHS v gravidité jsme zatim nenalezli.

Zavéry: V souvislosti se zvySovanim hladiny CCH a jeho LDLch frakce v gravidité dochazi
ke zvyseni endogenni syntézy cholesterolu(Lat),snad pro zajisténi vyssi nabidky choles-
terolu plodu.

Josef.hyanek@homolka.cz
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DEFECTS IN MITOCHONDRIAL TRANSLATION AS THE CAUSE OF
COMBINED DEFICIENCY OF OXPHOS COMPLEXES

Kratochvilova H.", Rodinova M.", Bradova R.?, Knopova S.’, Pristoupilova A.?,
Stranecky V.2, Kmoch S.?, Honzik T.", Hansikova H.', Zeman J.?, Tesarova M.’

'Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, First Faculty of Medicine, Charles
University and General University Hospital in Prague, Czech Republic, 2Institute of
Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University and General
University Hospital in Prague, Czech Republic.

Mitochondria contain their own translation machinery for synthesis of the 13 mtDNA en-
coded structural subunits of OXPHOS complexes. Moreover the mtDNA itself encodes
2 rBRNAs and 22 tRNAs, all of the other components of the process are encoded in the
nuclear DNA. Mutation in genes contributing in this process are common cause of mi-
tochondrial disorders. Translation defects often cause combined deficiency of OXPHOS
complexes. In addition many translation factors remains yet unknown.

Targeted sequencing of mitochondrial exome revealed mutations in RMND1 and TSFM
genes in two families. Two brothers were compound heterozygotes c.[446G>A];[856C>T]
for mutation in TSFM gene and two sisters were compound heterozygotes
¢.[713A>G];[1250G>A] for mutation in RMND1 gene.

RMND1 gene encodes integral mitochondrial membrane protein which forms a high mo-
lecular weigh homopolymeric complex (approx. 240 kDa). RMND1 acts to anchor or sta-
bilize the mitochondrial ribosome near the sites where the mRNAs are matured, spatially
coupling post-transcriptional handling mRNAs with their translation.

TSFM gene encodes mitochondrial EFTs which together with EFTu is essential for mito-
chondrial translation. EFTu is a G-protein, assisting in binding of charged aminoacyl-tR-
NA to the A-site of the mitochondrial ribosome in a guanosine triphosphate-dependent
manner, and the EFTs functions as a nucleotide exchange factor.

%S metabolic labelling in cultured skin fibroblasts confirmed that identified mutations in
both genes disturb mitochondrial translation. Furthermore we used fibroblasts for analysis
of mitochondrial energy metabolism, mitochondrial network and ultrastructure. Results
from our study revealed damaged mitochondrial network in all patients. Electron micros-
copy showed abnormal mitochondrial ultrastructure. SDS-PAGE revealed decreased lev-
el of OXPHOS complex subunits. The ratio of COX/CS activities were slightly decreased
or normal. Based on our results the identified mutations in TSFM a RMND1 genes disturb
mitochondrial proteosynthesis and result in combined OXPHOS deficiency.

This project was supported by MITOCENTRUM GACR 14-36804G, RVO-VFN64165/2012,
UNCE 204011 and SVV 260256/2016.
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MITOCHONDRIAL METABOLISM IN SPERMATOZOA OF
TRANSGENIC MINIPIG MODEL EXPRESSING NTERMINAL PART
OF HUMAN MUTATED HUNTINGTIN: METHODS AND POTENTIAL
BIOMARKERS OF HUNTINGTON'S DISEASE

Krizova J.", Kratochvilova H.", Macakova M.?, Bohuslavova B.?, Pavilok A.2, Ellederova Z.?,
Motlik J.?, Zeman J.” and Hansikova H.’

"Laboratory for Study of Mitochondrial Disorders, Department of Pediatrics and
Adolescent Medicine, First Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic

2Laboratory of Cell Regeneration and Plasticity, Institute of Animal Genetics, v.v.i., CAS,
Libechov, Czech Republic

Huntington's disease (HD) is fatal neurodegenerative disorder leading to reduced muscle
coordination, mental and behavioral changes. Despite of ongoing discussion, whether
the mitochondrial or glycolytic metabolism is crucial for sperm ATP production; we de-
cided to use spermatozoa as a promising biological material to assess mitochondrial me-
tabolism (MM) parameters in HD minipig model transgenic for human mutated huntingtin.
The aims of this study were: in minipig spermatozoa, to optimize methods for MM mea-
surements, to assess its MM and to establish possible biomarkers of HD.

Semen samples, from 12 boars (aged 1265 months) in two generations, were obtained
repeatedly during the study.

We analyzed activity of citrate synthase (CS) spectrophotometrically, pyruvate dehydro-
genase complex activity and the capacity of TCA cycle by detection of radiolabeled-sub-
strates oxidation (MEGS), respiration with Clarke-type electrode and the OXPHOS subunit
content by Western blot. Three possibly interfering factors were statistically analyzed: the
effects of HD; generation and aging.

Eight analyzed parameters were incident to distinct generation. These parameters were
influenced also by the effect of aging. MEGS incubation with [1'*C]pyruvate+carni-
tine+ADP (I,) was affected significantly by all analyzed effects. Five MM parameters
were significantly diminished in HD spermatozoa: except I, four parameters ([UC]
malate+pyruvate+malonate+ADP (1) and [1'“C]pyruvate+ADP incubations; 1,/CS ratio;
complex Idependent respiration) might be considered as biomarkers of HD. Further-
more, lower succinate dehydrogenase subunit content was detected in 47-month-old
animals.

Used methods are suitable for MM analysis in minipig spermatozoa. The fate of pyruvate
in spermatozoa, which can preferentially utilize pyruvate by sperm-specific isoform of
lactate dehydrogenase, perhaps depends on the species. Our results in pyruvate-con-
taining MEGS-incubations might indicate also glycolytic defect in porcine HD spermato-
zoa, but further analyses are needed.
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EFEKT ENZYMOVE SUBSTITUCNI TERAPIE U PETILETEHO
CHLAPCE S MUKOPOLYSACHARIDOZOU IV A

Kulhanek J.", Marik 1.3, Svecova S., Tesafova M.", Asfaw B.2, Poupétova H.2, Bértl J.2,
Zeman J."?, Magner M.’

'Klinika d&tského a dorostového Iékarstvi a 2Ustav dé&di¢nych metabolickych poruch,
1.l1ékarska fakulta, Univerzita Karlova v Praze a VSeobecna fakultni nemocnice v Praze
2Ambulantni centrum pro vady pohybového aparatu, Praha

Mukopolysacharidéza IV A (MPS IV A, Morquio syndrome A, OMIM 253000) je autoso-
malné recesivné dédicné metabolické onemocnéni s incidenci 1:140 000 - 1:300 000
zpUsobené deficitem N-acetylgalaktosamin-6-sulfatazy. Klinickému postizeni dominuje
tézka skeletalni dysplazie s disproporcionalni poruchou rlistu. V roce 2014 byla FDA pro
Ié€bu MPS IV A schvélena enzymova substitu¢ni terapie (ERT) preparatem elosulfase
alfa (Vimizim, BioMarin Pharmaceutical Inc.). Dosud byla publikovana pouze jedina stu-
die sledujici efekt terapie u 15 déti mladsich 5 let (Jones et al. 2015). Zde prezentujeme
kazuistiku pétiletého chlapce s diagnézou MPS IV A, u kterého byla [é¢ba ERT zahajena
ve véku 48 mésicu.

Vysledky: Diagnéza byla u chlapce stanovena ve véku 43 mésicl na zékladé podezreni
na kostni dysplazii pfi dorzolumbalni kyfoskoliéze patefe. Tou dobou byla jiz u chlapce
pfitomna porucha rlstu s poklesem z 86. percentilu v roce véku na 3. percentil. V kli-
nickém obrazu byla dale makrocefalie, mirna obli¢ejova dysmorfie, zvonovity hrudnik,
protruze sterna, kloubni hypermobilita a hepatomegalie (+2 cm). Chlapec si stézoval
na bolesti kolen a nechtél béhat. Diagnéza byla potvrzena na enzymatické i moleku-
larné-genetické drovni, chlapec je slozenym heterozygotem pro mutace c.151GOA
(p.Glu51Lys) a c.1219A0C (p.Asn407His). Terapie byla nasazena ve véku 48 mésicd, byla
dobre snasend, komplikace se nevyskytly. Na [é¢bé se zlepsilo rlstové tempo z -3,5 SDS
prfechodné az na +0,4 SDS s naslednym poklesem na -1,5 SDS. Deformity hrudniku a pa-
tefe jsou méné vyrazné, hepatomegalie zcela ustoupila. Bolesti dolnich koncetin vymi-
zely a chlapec zacal béhat i chodit do schodU. Vylu¢ovani glykosaminoglykant v moci
zlstalo zvysené (pred terapii 29,5 g/mol Kr, po 12 mésicich terapie 24,0 g/mol Kr, norma
<15,5 g/mol Kr).

Zavér: Na ERT doslo u chlapce k zlepsSeni ristového tempa a Ustupu hepatomegalie.
Bolesti doInich koné&etin vymizely a chlapec zadal béhat. Casné zahajeni terapie je pro jejf
Uspésnost zcela zasadni.

Prace byla podporena granty PRVOUKP24/LF1/3, UNCE 204011 a RVO-VFN 64165/2012.
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INCREASE OF SERUM LEVELS OF MATRIX
METALLOPROTEINASE-2 IN FOUR PAEDIATRIC MPS Il PATIENTS

Kulhdnek J.", Asfaw B.?, Poupétova H.?, Fialova M.2, Zeman J.’, Magner M.’

'‘Department of Paediatrics and Adolescent Medicine and
2Institute of Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague and General University Hospital in Prague

Mucopolysaccharidosis type Il (MPS Il, Hunter syndrome) is an X-linked recessive meta-
bolic disorder caused by a deficiency of lysosomal enzyme iduronate-2-sulfatase required
for the degradation of mucopolysaccharides or glycosaminoglycans (GAGs). Subsequent
primary accumulation of different GAGs results in a wide spectrum of clinical features
affecting multiple biochemical and physiological processes of the patient, including al-
tered immune response. Matrix metalloproteinases (MMPs) are key enzymes involved in
the degradation of extracellular matrix and are involved in various processes related to
inflammation and cell apoptosis. The aim of this study was to describe protein levels of
matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) in the serum of paediatric patients with MPS II.
Methods. Four patients (1 female, 3 males, none under the enzyme replacement therapy)
formed the study group, compared to four healthy age- and sex-matched participants.
Whole blood samples were collected by single venipuncture and serum samples were
prepared by centrifugation. Serum samples were diluted 1:100, proteins were fractio-
nated by 10% SDS-PAGE (25 ug of protein/well) and MMP-2 levels were measured by
Western blot using rabbit polyclonal IgG MMP-2 antibody (H-76, sc-10736, Santa-Cruz
Biotechnology, Inc.).

Results. Two MMP-2 bands migrated as proMMP-2 (92 kDa) and MMP-2 (68 kDa) with
MMP-2 with the lower molecular mass being the most prominent. We evaluated level
of the activated MMP-2 at 68 kDa. Quantitation of the intensity of bands revealed that
the level of MMP-2 was significantly increased in the female patient (P=0.002) and one
male patient (P=0.025) as compared to controls. In the two other male patients we also
observed increase of the serum MMP-2 level as compared to healthy controls, but it rea-
ched no statistical significance (P=0.888 and 0.200, respectively).

Conclusion. This study presents a baseline for our further studies of metalloproteinases
role and differential expression in the pathophysiology of MPS Il. We showed increase of
MMP-2 level in serum of four paediatric MPS Il patients.

Supported by PRVOUKP24/LF1/3, UNCE 204011 and RVO-VFN 64165/2012.
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CLINICAL MANIFESTATION OF MUCOPOLYSACCHARIDOSIS TYPE
Il IN 42 CZECH, SLOVAK, SERBIAN AND CROATIAN PATIENTS

Martin Magner.", Lenka Dvordkova?, Hana Vlaskova?, Adrijan Sarajlija®, Danijela Petkovic
RamadZa’, Helena Poupétova?, Eva Hruba? Anna Hlavata®, Vladimir Bzduch®,

Karolina Peskova? Bozica Kecman?®, Maja Djordjevic®, Ivo Bari¢*, Ksenija Fumic?,
Ingeborg Barisic®, Martin Reboun?, Jan Kulhdnek’, Jiff Zeman'-?

'Department of Paediatrics and Adolescent Medicine and 2Institute of Inherited
Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and General
University Hospital in Prague, Czech Republic

SDepartment of Metabolism and Clinical Genetics, Mother and Child Health Care
Institute of Serbia ,,Dr Vukan Cupic*, Belgrade, Serbia, University of Belgrade, School of
Medicine, Serbia

‘Department of Paediatrics. University Hospital Center and School of Medicine. Zagreb,
Croatia

5t Department and ©lI"* Department of Paediatrics Comenius University Children’s
Hospital, Bratislava, Slovakia

"Department of Laboratory Diagnostics, University Hospital Centre Zagreb, Croatia
8Department of Paediatrics, Children‘s Hospital Zagreb, Zagreb, Croatia

Mucopolysaccharidosis type Il (Hunter syndrome, MPS ll) is an X-linked lysosomal stor-
age disorder caused by deficiency of iduronate-2-sulphatase. The aim of our study was
to analyse the clinical and laboratory data from 42 patients with this disease.

Results: 21 Czech, 6 Slovak, 7 Serbian and 8 Croatian patients (41 males and 1 female)
were involved in the study (average age was 13.2 years, range 1,2-43 years). The symp-
toms consistent with MPS Il occured typically already in infancy (28 patients, 72%), the
diagnostic delay was 2,4 years in average. The most common symptoms at onset included
inguinal hernias (12x) and developmental delay (10x). The disease severity could be speci-
fied as follows: mild form in 7, intermediate in 2 and severe form in 30 patients, respectively.
Cognitive functions were normal or borderline in nine patients, five patients had mild, five
moderate and 21 severe developmental delay, typically after developmental regression (in
60% patients). The most common clinical signs were hepatomegaly (98%), splenomega-
ly (74%), hearing disorder (80%), macrocephaly (73%) and short growth (71%). The joint
contractures (98%) and signs of dysostosis multiplex (100%) were the constant signs. Car-
diomyopathy (38%) occured in patients with developed valve disorders (82%), except one
boy when present at onset. The excretion of glycosaminoglycans over 70 g/mol creatine at
the onset of the disease predicted the severe form. In 37 patients the diagnosis of MPS ||
was proved on molecular-genetic level. Enzyme replacement therapy (ERT) was introduced
in 21 patients, HSCT was carried out in one boy with poor outcome.
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Conclusion: The early diagnosis of MPS Il is decesive for the success of ERT. The com-
bination of inguinal hernias and developmental delay in infancy is a red flag for the dia-

gnosis of MPS I1.
Supported by PRVOUKP24/LF1/3, UNCE 204011 and RVO-VFN 64165/2012.
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VYHODNOCOVANIE WBRAN'Y'CH DMP POMOCOU LC-MS/MS
V NOVORODENECKOM SKRININGU NA SLOVENSKU

M. Machkova', A.Revtakova', Z. Mydlovad', M. Knapkova', B. Vyviekova’

'Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou,
Banska Bystrica, Slovenska republika

Tandemova hmotnostna spektrometria bola aplikovana do praxe pre novorodenec-
ky skrining (NS) v aprili roku 1999 v Severnej Karoline. V ramci DMP existuje viac ako
6000 ochoreni. Na Slovensku sa do roku 2012 skriningom zachytavali 4 ochorenia.
Prave zavedenim tandemovej hmotnostnej spektrometrie do novorodeneckého skri-
ningu sa rozsirilo spektrum ochoreni dedi¢nych metabolickych poriach (DMP). Ako
vzorka sa vyuziva suchd kvapka krvi (DBS), na ktoru sa aplikuje certifikovana deriva-
tizacna metéda (Chromsystems MassChrom®) pripravy vzoriek vhodnych pre MS/MS
analyzu. Technické usporiadanie LC-MS/MS pre NS sa sklada z HPLC c&asti, v kto-
rej sa okrem inych komponentov, vyuziva najma Cerpadlo zabezpecujlce kontinualny
prietok mobilnej fazy systémom a autosampler pre injektaciu vzoriek do MS/MS sys-
tému (Agilent 6420 Triple Quadrupole). V ramci NS nie je potrebné pouzivat separaciu
na chromatografickej koléne. Analyty su prevazne molekuly malych rozmerov, o umoz-
nuje ich simultanne stanovenie v Sirokej Skale rozli€nych analytov. Metdda je rychla
(< 2 min jedna vzorka), s nizkymi nakladmi na reagencie pricom je zaroven Specificka
a citliva pre skrining analytov pre vybrané dedi¢né metabolické poruchy. Vysledkom skri-
ningovej analyzy LC-MS/MS je 50 parametrov (aminokyselin a acylkarnitinov), ktoré predi-
kuju ochorenia novorodencov. V niektorych pripadoch sa zachyti aj ochorenie matky cez
novorodenca, pricom diefa ma len prechodne zvy$ené/znizené dané analyty. V sucas-
nosti je zachytavanych 10 DMP (FKU, MSUD, IVA, GAI, MCADD, VLCADD, LCHADD, CPT
I., CPT Il., CACT), pricom dalSich 10-15 vyskytom zriedkavejSich DMP je detegovatelnych
pomocou MS/MS a zaradenych do nasledujucej ¢asti rozSirovania NS. Od roku 2013-2015
bolo vysetrenych pomocou LC-MS/MS 165 648 novorodencov z ktorych bolo zachytenych
59 pripadov vybranych DMP v regulérnom skriningu a 133 pripadov DMP v periférnom
skriningu.
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MULTI-EXON DELETION IN THE LAMP2 GENE - A POTENTIAL
PITFALL OF IDENTIFYING HETEROZYGOUS FEMALE DANON
DISEASE PATIENTS.

Majer F.", Stara V.2, Kalina T.3, Piherova L., Stranecky V., Kubanek M.?, Krebsova A.%,
Vlaskova H.", Dvorakova L.", Kousal B.%, Liskova P."*>¢, Kmoch S.?, Sikora J."

"Institute of Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine,

Charles University in Prague and General University Hospital in Prague,

Czech Republic

2Pediatric Clinic of the 2nd Faculty of Medicine of Charles University and the University
Hospital Motol - Charles University in Prague, Czech Republic

SDepartment of Paediatric Haematology and Oncology, Childhood Leukaemia
Investigation Prague, Second Faculty of Medicine, Charles University in Prague and
University Hospital Motol in Prague, Czech Republic

“‘Department of Cardiology, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague,
Czech Republic

SDepartment of Ophthalmology, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague
and General University Hospital in Prague, Czech Republic

SLaboratory of the Biology and Pathology of the Eye, Institute of Inherited Metabolic
Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University and General University Hospital
in Prague, Prague, Czech Republic

Danon disease (DD) is an X-linked disorder that is characterized by cognitive deficit,
myopathy and cardiomyopathy in male patients. DD is caused by mutations in the lyso-
somal-associated membrane protein 2 (LAMP2) gene. In female patients, DD is variable
and mitigated as a likely consequence of tissue-specific ratios/patterns of X-chromoso-
me inactivation (XCI).

While timely identification of de-novo LAMP2 mutated family members many of whom
are females is important for efficient family counseling, a number of these individuals are
diagnosed late or retrospectively.

DD laboratory testing builds on the identification of the absence of the LAMP2 protein in
cells/tissues of the clinically suspect patients. LAMP2 flow cytometry in peripheral white
blood cells seems to be an optimal method as it requires least invasive sampling and
provides a quantitative readout.

Given the spectrum of known mutations, LAMP2 molecular genetic testing substantia-
lly benefits from comparative analyses of full-length isoform LAMP2 mRNAs and gDNA
sequences.

This comprehensive approach is particularly helpful when testing suspect female he-
terozygotes. In their tissues, the expression from the unaffected allele may hamper the
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detection of the LAMP2 mutation even if it results in the complete abolition of mMRNA
transcription and/or protein translation.

To specifically point out the pitfalls of detection of the LAMP2 exon copy number varia-
tions in female heterozygotes and demonstrate the practical utility of the outlined labo-
ratory protocol, we present a case study of a juvenile/young adult DD proband/patient
who developed a de-novo multi-exon (4-9C) deletion (g.19925_45401del25477) on her
paternal LAMP2 allele. Critical for genetic counselling, this case further highlights the
need to search for the occurrences of paternal germinal mosaicism in similarly affected
DD families.

This project was supported by AZV CR 15-33297A, AZV CR 15-27682A, VZ IKEM
00023001 and MZ CR - RVO VFN64165
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ANALYZA STRUKTURY HYPOSIALOVANEHO SEROVEHO
APOLIPOPROTEINU C-lll POMOCi HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE U PACIENTU S DEDICNYMI PORUCHAMI
METABOLIZMU GLYKOGENU.

'Nina Ondruskova, 2Zuzana Pakanovd, "Tomas Honzik, ?2Jan Mucha, 'Jifi Zeman,
'"Hana Hansikova

"Laboratof pro studium mitochondrialnich poruch, Klinika détského a dorostového
Iékarstvi, 1. Iékarska fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecna fakultni nemocnice

v Praze, CR

2Chemicky ustav, Slovenska Akadémia Vied, Bratislava, SR

Uvod: V na$i pilotni studii jsme u pacientd s riznymi typy glykogendz (glycogen storage
diseases, GSD) nasli pomoci isoelektrické fokusace zvySeny podil hyposialovaného
sérového apolipoproteinu C-lll (ApoC-lll), ktery se pouziva jako marker pro detekci
vrozenych poruch O-glykosylace. Cilem prace bylo analyzovat strukturu glykand
jednotlivych sialovanych forem ApoC-Ill v daném souboru pacientll s GSD pomoci
hmotnostni spektrometrie.

Material a metody: Soubor tvorilo 47 vzorkd séra od 30 pacientd s diagnézou glykogené-
zy (2x GSD typ 0, 7x la, 3x Ib, 6x I, 7x lll, 1x VI a 4x IX) a od 2 pacientd s hypertriacylgly-
cerolémii zapfiinéné deficitem lipoproteinové lipazy (LPL). Analyza glykosylace ApoC-lil
byla provedena pomoci dvou metod: A) isoelektrické fokusace (IEF; na pfistroji PhastSys-
tem, GE Healthcare) s naslednym Western blotem a B) hmotnostni spektrometrie (MS)
MALDI TOF/TOF (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics).

Vysledky: Pomoci IEF byl nalezen patologicky profil ApoC-Illl, definovany relativné
snizenym disialo- a relativné zvySenym monosialo- a/nebo asialoApoC-lll, u pacientld
s GSD typy la (4/7), Ib (3/4), VI (1/1), IX (4/5) a u vSech jedincl s GSD lll (7/7). Pozorovana
hypoglykosylace u danych vzorkd byla potvzena analyzou MS, ktera navic umoznila sta-
novit slozeni asialo- frakce obsahujici a) ApoC-lll s glykanem o sloZzeni GalNAc-Gal (tj. bez
obou termindlnich zbytkd kyseliny sialové) a b) ApoC-IIl bez glykanu. Nejvyznamnéjsi
hypoglykosylaci jsme pomoci IEF detekovali u skupiny pacientd s GSD Ill, s prdmérnymi
hodnotami relativniho zastoupeni asialoApoC-lll: 11.3 %, monosialoApoC-lll: 68.7 % a di-
sialoApoC-IlIl: 20.1 % (vs. kontroly: 3.3%, 53.3% and 43.4 %). V téchto vzorcich MS
analyza prokazala vyrazné zvySeny podil formy ApoC-Ilil bez glykanu.

Zavér: Hyposializace sérového ApoC-Ill u pacientd s GSD typy lll, VI a IX je spojena se
snizenou obsazenosti jeho glykosylac¢niho mista. MS analyza potvrdila nalezy u ApoC-lil
pomoci IEF.

Podporovano: AZV16-31932A, RVO-VFN64165
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NASLEDNE TESTOVANIE PRIPADOV DMP POZITIVNE
IDENTIFIKOVANYCH V POVINNOM A PERIFERNOM ROZSIRENOM
SKRININGU NOVORODENCOV

OstroZlikova M.", Behtlova D.", Hole$ové D.", Sebové C.', Brennerova K.2, Bzduch V2,
Dolnikova D.3, Letenayova I.5, Skokriova M.3, éaligové J.4, Potocrigkova L.%, Pereckova
J.", Salingova A.", Skodova J.’, Gérovd R.5, Ostrovsky 1.5, Knapkova M.

'Centrum dedi¢nych metabolickych porich Oddelenia laboratérnej mediciny, 21. detska
klinika, *Neonatologicka klinika intenzivnej mediciny, Detska fakultnd nemocnica

s poliklinikou, Bratislava

“Detska fakultna nemocnica, Kosice

SExperimentalne laboratérium metabolomickych analyz Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského, Bratislava

8Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultnd nemocnica s poliklinikou,
Banska Bystrica

Uvod a ciel prace: Na Slovensku prebieha od 1.1.2013 rozsireny novorodenecky skri-
ning (RNS) dedi¢nych metabolickych portch (DMP) identifikovanych tandemovou hmot-
nostnou spektrometriou (MS/MS) v suchej kvapke krvi. Skriningové centrum novoroden-
cov zachytava 10 ochoreni podfa odborného usmernenia MZ SR a dalSie poruchy tzv.
periférneho panelu. V Centre DMP v Bratislave sme uskutoCnovali biochemicko-gene-
tické nasledné testovanie Casti pozitivne identifikovanych deti z oboch panelov porich
(s vynimkou fenylketonurie). Ciefom prace bola retrospektivna analyza vysledkov z rokov
2013-2015.

Pacienti a metédy: Vyhodnotili sme vSetky pripady (subor 145 deti, 76 chlapcov a 69
dievc€at, vo veku 7 dni az 2 mesiace), nasledne testovanych po pozitivnej identifikacii
v RNS. V suvislosti so suponovanou diagndzou dietata bolo v indikovanych pripadoch
nutné vysetrit aj rodi¢ov, celkom 32 dospelych. Testovanie si vyZiadalo rozsirenie spektra
laboratérnych vySetreni o stanovenie karnitinu v moci technolégiou MS/MS.

Vysledky: V paneli povinne skrinovanych sme overili 17 a v periférnom paneli 68 pripadov
DMP (spolu 85 zo vSetkych 145 testovanych). Vyskytli sa rozne poruchy: 72 FAO (z toho
2 pacienti s koincidenciou 2 réznych FAO), 11 OA, 2 AA. V 3 pripadoch nebola doteraz
z rbznych pri¢in stanovena diagndza. Primarny deficit karnitinu u dietata sme z 27 su-
ponovanych nepotvrdili, dominovali maternalne deficity karnitinu (Casty bol vyskyt spolu
s deficitom vitaminu B12). Dokazali sme 2 novozistené DMP matiek.

Zaver: V nasledne testovanych pripadoch je vysoké zastipenie SCADD (pomer ku MCA-
DD 4,5 : 1). Podfa regionalnej distribucie sa vyskytli poruchy FAO aj mimo vychodoslo-
venského regiéonu. Nasledné testovanie zachytilo 2 pripady DMP u matiek a upriamilo tiez
pozornost na nutriény status matiek testovanych deti. VySetrovanie po pozitivnej iden-
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tifikacii v RNS bolo vyzvou aj pre laboratérium: zavedenie novej vySetrovacej metédy,
algoritmov a interpretacia nalezov.

Praca podporena v ramci OP Vyskum a vyvoj, projekt ITMS 26240220007 a dopyto-
vo-orientovaného projektu: Univerzitny vedecky park Univerzity Komenského v Bratisla-
ve, ITMS 26240220086.
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NOVORODENECKY SKRINING CYSTICKEJ FIBROZY
NA SLOVENSKU

Revtakova A'., Knapkova M'., Sorkovska A’., Dluholucky S2.,

'Skriningové centrum novorodencov SR, Detska fakultna nemocnica s poliklinikou
Banska Bystrica, Slovenska republika
2Slovenska zdravotnicka univerzita, Banska Bystrica, Slovenska republika

Novorodenecky skrining pre cysticku fibrozu (CF) odhali ochorenie uz v novorodenec-
kom veku, eSte pred nastupom Kklinickych priznakov, ¢o predstavuje vyznamny prinos
vzhfadom na poskytnutie v€asnej lieCby. Celoplo$né testovanie novorodencov zo suchej
kvapky krvi na Slovensku sa vySetruje od 1.2.2009. CF je autozémovo recesivna dedi¢na
choroba, ktora je podmienena mutéciou v géne kédujucom CFTR na oboch alelach 7.
chromozému. Doposial je znamych viac ako 1000 muté&cii. Principom metddy je imunolu-
minometrické stanovenie imunoreaktivneho trypsinu (IRT) typu ,sandwich®. Pri skriningu
CF sa pouziva algoritmus IRT1/IRT2. Pre skrining CF je velmi dblezité aj uréenie etnika,
nakofko rémske etnikum ma fyziologicky zvy$enu koncentraciu IRT. Cut off pre prvy od-
ber (IRT/1), ktory je realizovany v neonatologickych pracoviskach medzi 72. — 96. hodinou
zivota novorodenca je 75 ng/mL, u romskeho etnika je 85 ng/mL. Cut off pre druhy odber
(IRT/2), ktory je realizovany pediatrom na 14. - 21. den Zivota novorodenca je 60 ng/mL
a u rdmskeho etnika je 65 ng/mL. Koncentrécia IRT so stipajicim vekom dietata klesa.
Pri opakovane zvysenej koncentracii IRT/2, hlasi Skriningové centrum novorodencov SR
diefa pediatrovi a prislusnému recall centru cystickej fibrozy ako pozitivny novorodenecky
skrining pre CF. Kone¢nu diagndzu potvrdi recall centrum cystickej fibrézy stanovenim
chloridov v pote a genetikou. Od 1.2 2009 do 31.12.2015 bolo vySetrenych 385 432 no-
vorodencov a mame potvrdenych 53 deti s cystickou fibrézou, incidencia ochorenia
1:7272 zivorodenych. U romskeho etnika nebol zatial potvrdeny pripad cystickej fibrézy.
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SECONDARY MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION IN TWO RELATED
PATIENTS WITH MUTATION IN NGBR GENE

'Rodinova M., 'Ondruskova N., 'KriZova J., 'Honzik T., "Tesarova M., 2 Stranecky V.,
2Bare$ova V., 2Hdlkova H., 2Kmoch S., 'Zeman J., '"Hansikova H.

"Laboratory for study of mitochondrial disorders, Department of Pediatrics and
Adolescent Medicine,

2Institute of Inherited Metabolic Disorders First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague and General University Hospital in Prague

Nogo-B receptor (NgBR) is evolutionary conserved protein localised in the membrane of
endoplasmic reticulum.

Together with prenyltransferase, NgBR creates | complex for dolichol synthesis, which is
essential for N-glycosylation of proteins. Dysfunction of NgBR causes decreased manno-
se incorporation during N-glycosylation, cholesterol cummulation and higher ER stress.
Dolichol intermediates are localized also in membranes of Golgi apparatus, lysosomes
or mitochondria where they for example help against reactive reactive oxygen species
or lipid damage.

In our study we studied skin fibroblasts (P1, P2), muscle (P1), heart and brain (P2) from 2
brothers (unrelated parents - heterozygotes) with mutation R290H in C-terminal domain
of NgBR protein. They suffered from congenital glycosylation disorder, scoliosis, retinitis
pigmentosa and neuronal defects.

Protein amount of selected subunits of respiratory chain complexes (RCC) was de-
tected by immunoelectrophoretic methods and by dipstick immunocapture analysis
(Mitosciences), mitochondrial network was visualized using fluorescent microscopy,
mitochondrial ultrastructure and tissue organisation were detected by transmission
electron microscopy.

Decreased cristae number, swollen mitochondria and unequally distributed network were
detected in fibroblasts. Decreased level of RCC subunits Coxll and NDUFA9 were detec-
ted and lowered amount of CIV in fibroblasts from P1.

Our results show, secondary mitochondrial dysfunction caused by mutation R290H in
C-terminal domain NgBR gene can considerably participate on pathological effects of
non-mitochondrial glycosylation defect.

Supprted by: AZV16-31932A, GACR MITOCENTRUM 14-36809b, RVO-VFN64165
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TANDEM MASS SPECTROMETRY PROFILING OF SULFATIDE
ISOFORMS IN DRY URINARY SPOTS (DUS): OPTIMIZATION
AND SELECTIVE SCREENING OF METACHROMATIC
LEUKODYSTROPHY AMONG PSYCHIATRIC PATIENTS

RGzZicka PR3, Kuchar L., Asfaw B.', Ledvinova J.", Kopecek M.?

"Institute of Inherited Metabolic Diseases, First Faculty of Medicine and General
Teaching Hospital, Charles University, Prague

2National Institute of Mental Health, Klecany

3 Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague

Metachromatic leukodystrophy (MLD) is an autosomal recessive disorder caused by

a deficiency of lysosomal arylsulfatase A (ASA) resulting in accumulation of sulfatides

and demyelination of the nervous system.

The clinical onset and severity of MLD show great variation. In the adult form, behavioral

disturbances and dementia are the major presenting signs, often inducing misdiagnosis

of a psychosis.

Diagnosis of MLD is based on clinical symptoms, determination of ASA activity and DNA

assay.

Since there is no specific treatment for MLD, prevention of the disease and carrier iden-

tification play a key role.

A method of sulfatide analysis in urine was developed by Kuchar (2013). This non-inva-

sive method is based on selected sulfatide isoforms profiling relative to the indigenous

C18:0 variant.

We are in the process of further optimizing the method in terms of use of DEAE papers

(cost reduction) and semi-quantification analysis and in parallel we started MLD screen-

ing among adult psychiatric patients.

Conclusions:

MS/MS profiling of sulfatides from dry urine samples is a simple method with robust re-

sults and is suitable for screening.

DEAE paper provides similar results as DEAE membranes and using of DAEA-cellulose

paper is an economic alternative to DAEA-cellulose membranes.

Screening of MLD among selected psychiatric patients started and it will be a subject of

future report.

References

e von Figura K. Scriver's OMMBID Chapter 148: Metachromatic Leukodystrophy. The
McGraw-Hill 2011

e L Kuchar et al.: Clinica Chimica Acta 425 (2013) 153-159
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METODICKE PRISTUPY KE STANOVENI ZESIKMENI X-INAKTIVACE
Reboun M. ', Musélkova D. ', Veselkova T. ', Treslova H. ', Hrebidek M. ', Dvordkova L. '
1 Ustav dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN, Praha, Ceska republika

Stupen zesikmeni X-inaktivace (XCI) je jednou ze zakladnich charakteristik uvadénych
u Zen, které jsou heterozygotkami pro X-vdzana onemocnéni. Pro vySetfeni XCI pouZzi-
vame metody zalozené na vySetfeni stavu methylace ve &tyfech lokusech (HUMARA,
CNKSR2, TMEM185A, HMGBS3). Dale jsme zavedli metodu analyzy transkriptu zaloZzenou
na hlubokém sekvenovani RT-PCR produktd obsahujicich tfi bézné se vyskytujici poly-
morfismy v genech IDS, LAMP2 a ABCD1. Analyza transkriptu je zalozena na stanoveni
pomeéru alel v heterozygotnich SNP s vyuzitim pfistroje MiSeq (lllumina).

V této praci jsme se zaméfili na mozna Uskali interpretace ziskanych vysledka.

U tff Zen byly porovnavany vysledky vysetfeni transkriptu s metodou HUMARA. U dvou
zen oba typy metod ukazaly shodné vysledky (rozptyl 5%), u tfeti zeny se vySetreni tran-
skriptu shodovala (ABCD1 67:33, LAMP2 73:27), ale HUMARA ukazala odliSny vysledek
(83:17).

U pacientky s deficitem OTC jsme porovnavali vysledky ze tfi methylsenzitivnich lokust
(CNKSR2, TMEM185A, HMGB3) s mirou transkripce mutované alely (c.583G>C) v genu
OTC. Vysetfili jsme 25 vzork( jater a 1 vzorek periferni krve, u jaternich vzorkd byla XClI
stanovena methylaénimi metodami v rozmezi 45:55 az 82:18 s pr@mérnou hodnotou
70:30 ve prospéch mutované alely. Primérna hodnota se shodovala s vysledkem vyset-
feni transkripce (73:27), jednotlivé vzorky vykazovaly rozptyl 41-96 %. Protoze k expresi
OTC v krvi nedochazi, byla provedena pouze methylaéni analyza (XCI: 57:43).

V rodiné s mutaci v genu AIFM1 nebyla pozorovatelna korelace fenotypu s vysledky XCI.
Pomoci kitu Elucigene jsme analyzovali moznou pfitomnost crossing-over, u jednotlivych
¢lenl rodiny. Tento jev jsme potvrdili v rliznych oblastech X chromosomu u dvou ze tfi
dcer a u obou synd.

Z porovnani jednotlivych analyz vyplyva, Ze pouzivané metody obvykle davaji shodné
vysledky. Rozlozeni XCI v solidni tkani je heterogenni, biopsie nemusi dat reprezen-
tativni vysledky. Vysetfeni nékolika lokusU je uzitecné z hlediska ziskani presnéjsiho
vysledku i z hlediska snizeni rizika chybné interpretace vysledkl z dlvodu pfitomnosti
crossing-over.

Podpora: RVO-VFN64165/2012, GA UK 42314, GA UK 580716
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INTERMITENTNI FORMA MSUD - KLINICKE A BIOCHEMICKE
NALEZY A CHYBNA DIAGNOZA

Smolka V., Tkachyk O.", Hlidkova E.2, .Bekarek V.2, Fridecky D.2, Janeckova H.2,
Godava M.3, Adam T.2

1Détska klinika, Fakultni nemocnice, Olomouc
2 Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, Fakultni nemocnice, Olomouc
3 FETMED - centrum fetalni mediciny a genetiky, Olomouc

Nemoc javorového sirupu (MSUD) je autosomalné recesivné dédi¢né metabolické one-
mocnéni, jehoZ pricinou je porucha metabolismu rozvétvenych aminokyselin (AMK) v d-
sledku deficitu enzymatického komplexu dehydrogenazy rozvétvenych alfa ketokyselin
(BCKD). Komplex BCKD je tvofen 3 katalytickymi komponentami E1 (E1a a E1p pod-
jednotka), E2, E3 a 2 regula¢nimi enzymy (kindza a fosforylaza). MSUD je podminéna
mutacemi gend BCKDHA (E1a), BCKDHB (E1p) a DBT (E2). U klasické MSUD je aktivita
enzymu <2%, u pacientl s intermitentni formou nemoci je od 5 do 20%. Na rozdil od kla-
sické novorozenecké formy MSUD se intermitentni forma manifestuje pfi banalni infekci
dychacich cest nebo gastrointestinalniho traktu poruchou védomi, ataxii a metabolickou
acidozou. Pri vySetfeni v dobé krize jsou pfitomny vySSi hladiny rozvétvenych AMK (leu-
cin, izoleucin, valin) a alloizoleucinu, které jsou v obdobi mimo akutni epizody normalni
a psychomotoricky vyvoj pacientd je pfiznivy.

V ramci novorozeneckého skrininku jsme diagnostikovali 4 déti s podezfenim na MSUD.
2 pacienti méli prokazanou klasickou novorozeneckou formu, u jednoho pacienta pra-
bé&hu nemoci odpovidal intermitentni formé& nemoci a u jednoho $lo s velkou pravdépo-
dobnosti o faleSné pozitivni nalez. Prezentujeme pacienta s intermitentni formou potvr-
zenou genetickou analyzou a pacienta s faleSné pozitivni diagnézou z novorozeneckého
skrininku. Kromé téchto dvou pacientl jesté popisujeme kazuistiky 3 déti, které v dobé
banalni infekce byly pfijaty pro poruchu védomi a metabolickou aciddézu. Metabolické
vySetfeni ukazalo zvySené hladiny sledovanych rozvétvenych AMK, ale bez pritomnosti
alloizoleucinu. Geneticka analyza nepotvrdila UpIné jednozna¢né diagnézu MSUD.
Zavér: Diagnoéza intermitentni MSUD by méla byt zvazena u pacientl s poruchou vé-
domi a acidézou pfi interkurentni infekci. VySSi hladiny rozvétvenych AMK vSak mohou
byt sekundarné pfitomny i u nékterych jinych klinickych stavd. Pfitomnost alloizoleucinu
pfi vySetfeni AMK se jevi jako nejsenzitivnéj$i a nejspecifi¢téjsi diagnosticky marker pro
MSUD.
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,» Co sa skryva za autizmom...
Szokeova A. , Ciljakové M., Vojtkova J., Banovéin P,
Klinika deti a dorastu JLF UK Martin

V naSej kazuistike sa venujeme 4,5 roénému chlapéekovi s oneskorenym vyvojom regi .
U diefata po protrahovanom infekte vo veku 2 roky doslo k regresu psychomotorického
vyvoja.

Anamnestické Udaje o gravidite , pérode a popérodnom obdobi si bez zataze , ranné
vyvojové obdobie dietafa je bez patoldgie. Rodinna anamnéza je negativna.

Od 2 roku Zivota zhorSeny spanok ,anxiozita az panické prejavy, v kolektive deti sa nevie
zaradit. Pritomné stereotypy, autistické ¢rty v spravani .

V ramci diferencialnej diagnostiky, patrame po moznej dedi¢nej metabolickej poruche,
kde pritomné zmeny v metabolizme mastnych kyselin, vysledky laboratérnych
vySetreni vyslovuju podozrenie na poruchu mastnych kyselin s kratkym retazcom. T.&.
pokracujeme v diagnostike na Urovni genetiky...
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