Abstrakt

Puriny jsou organické slouceniny s rozmanitymi funkcemi, které se nachdzeji ve vsSech Zivych
organismech ve slozitych molekulach, jako jsou nukleotidy, nukleosidy nebo jako purinové baze. Jejich
pfirozena rovnovaha v organismu je udrZovana syntézou, recyklaci a degradaci. Pfebytek purinl se
vyluéuje moci jako kyselina mocova. Purinové nukleotidy mohou byt recyklovany zachrannymi cestami,
které katalyzuji reakci purinové baze s fosforibosylpyrofosfatem. Zcela nova ustfedni molekula
purinového metabolismu, inosinmonofosfat, mizZe byt syntetizovdna z prekurzorl pfi de novo
purinové syntéze (DNPS), ktera je aktivovana v pfipadech zvysené potreby purinid jako je napf. vyvoj
organismu. DNPS zahrnuje deset krokd katalyzovanych Sesti enzymy, které formuji multienzymovy
komplex purinosom umoznujici tok substratl skrz tuto drahu.

Dosud byly popsany tfi poruchy DNPS: deficit ADSL, AICA-ribosidurie a deficit PAICS. VSechny tfi
poruchy jsou zplsobeny genetickymi mutacemi vedoucimi ke Spatné funkci pfislusného enzymu,
které se ddle projevuji nedostatecnou aktivitou daného kroku DNPS. Biochemicky to znamena
akumulaci substrdtu poskozeného enzymu, biologicky naruseni formovéani purinosomu a klinicky
nespecifickd neurologickd postizeni, coz pfispivd k problematické diagnostice poruch DNPS.
Predpokladali jsme, Ze defekty ostatnich DNPS enzym z(stavaji nepopsané z divodu vzacnosti téchto
pacient( a také malé mire rozsifeni diagnostickych metod zpUsobené komeréni nedostupnosti vétsiny
substrat( DNPS.

Nase hypotéza byla podporena Gdaji z databaze gnomAD, které predikuji existenci jedinct s mutacemi
v péti ze Sesti moznych genl kddujici enzymy DNPS. Proto jsme pfistoupili k biochemické a anorganické
syntéze jednotlivych substrati DNPS a jejich izotopicky znacenych analogl. Vsechny pfipravené
slouéeniny byly pouzity jako standardy pro vyvoj diagnostickych metod vyuzivajici techniku LC-MS/MS.
Dale jsme vyvinuli modely lidskych bunék simulujici zndmé i teoreticky mozné poruchy DNPS. Bunécéné
linie byly charakterizovany genetickym sekvenovanim, proteinovymi aktivitnimi esejemi a stanovenim
hladin substrat( DNPS v bunécném médiu a lyzatech.

Nase vysledky umoznily iniciaci mezinarodni spoluprace vedouci k popisu nové poruchy DNPS, deficitu
PAICS, a dale podpofrily screening vzorkd moci a suchych krevnich kapek (DBS) pacientl s nespecifickym
neurologickym postizenim bez uréené diagndzy. Stanovili jsme fyziologické hodnoty substrati DNPS
detekovatelnych v moci a DBS. Ve vzorcich DBS jsme nedekovali Zadné vyznamné odlehlé hodnoty.
Nicméng, ve vzorcich moci jsme identifikovali tfi mirné a jednu extrémné zvySenou hodnotu, coz vedlo

k dalSimu testovani s cilem prokazat pritomnost poruchy v DNPS.
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