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Podékovani
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1. Uvod

1.1. Mitochondrie

Mitochondrie jsou pifitomny v cytoplazmé vétSiny eukaryotickych bunék a
predstavuji vysoce dynamické organely uspoiaddané jako souvisla sit’, kterd se miize ménit
v zavislosti na metabolicko-energetickém stavu buiky. Mitochondrie jsou spolu s plastidy
povazovany za endosymbionty puvodnich eukaryot (a-protheobacteria). Zmény, které
nastaly po ustanoveni vzijemného vztahu mitochondrii a bakterii, jako ztrata
postradatelnych genli a pfenos vétSiny mitochondridlnich a bakteridlnich genti do jadra,
vedly k rozdéleni geni mezi dva genomy, jaderny a mitochondridlni (mtDNA) (Capaldi
2000). Jednim z nejdulezitéjsich metabolickych  pochodi  odehravajicich  se
vV mitochondriich je proces oxidativni fosforylace (OXPHOS), ktery je hlavnim zdrojem
ATP u vyssich eukaryot a pokryva az 90 % energetickych pozadavkii sav¢iho organismu.
Tento d& probihd na vnitini mitochondridlni membrang, ktera obsahuje jednotlivé
komplexy dychaciho fetézce, mitochondridlni F1F,-ATP syntazu a specifické transportni
proteiny regulujici prichod molekul pfes vnitini membranu. Fosfolipidova dvouvrstva
vnitini membrany je nepropustna pro ionty, a tim ma klicovou roli v mitochondridlni
biotransformaci energie tvorbou elektrochemického potencidlu protonového gradientu

(Auy’), tzv. mitochondrialniho membranového potencialu 4 ¥y, (Lehninger 2000).

1.2. Systém oxidativni fosforylace

Systém OXPHOS je tvofen mitochondrialni F1F,-ATP syntdzou a ¢tyfmi komplexy
dychaciho ftetézce — komplex I (NADH:koenzym Q oxidoreduktaza); komplex II
(sukcinat:koenzym Q oxidoreduktdza); komplex III (koenzym Q:cytochrom cC
oxidoreduktaza) a komplex IV (cytochrom ¢ oxidaza). Na téchto multipodjednotkovych
komplexech dochazi diky vzrastajicimu redoxnimu potencidlu k postupnému pienosu
elektronii ze substrati aZ na molekuly kysliku. Elektrony jsou transportovany mezi
komplexy mobilnimi pfenaseci — koenzymem Q a cytochromem c. Obrazek 1 znazornuje
pochody na komplexech I, III a IV, které jsou spojeny s pienosem vodikovych protont
(H") pfes vnitini mitochondrialni membranu z matrix do mezimembranového prostoru za
sou¢asného vyuziti redukovanych kofaktorit NADH.H" a FADH,. Tak dochazi k tvorbé
elektrochemického protonového gradientu (duy”), ktery je nasledné vyuzivan FiFy-ATP
syntazou k tvorbé molekul ATP (Lehninger 2000).
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Obrdzek 1: Systém oxidativni fosforylace (OXPHOS). Enzymy dychaciho retézce (komplexy I, II,
1l a 1V) a mitochondridlni glycerolfosfatdehydrogenaza (mGPDH)(dalsi zdroj elektronii) prenasi
elektrony z NADH.H" a FADH, na kyslik, soucasné vytvari protonovy gradient pies vnitini
mitochondrialni membranu. Protonovy gradient je ndsledné vyuzit FiF,-ATP syntazou pro
fosforylaci ADP, pohani ADP/ATP vyménu (ANT — ADP/ATP transportér) a transport
anorganického fosfatu (Pitransportér) do mitochondrie. UCP — uncoupling protein. Prevzato z
Jesina 2007.

1.3. Mitochondrialni FiF,-ATP syntaza

1.3.1. Struktura a funkce F;F,-ATP syntazy

Mitochondrialni F1Fo-ATP syntaza (ATPéaza) (EC 3.6.3.14) je multipodjednotkovy
enzymaticky komplex (komplex V), ktery se sklada ze dvou subkomplexi: Fi- a Fo-
ATPéazy. F1-ATPéaza je orientovana do mitochondridlni matrix, zatimco F,-ATPéaza se
nachazi ve vnitfni mitochondridlni membrané. Komplex savéi ATPazy s molekulovou
hmotnosti okolo 600 kDa obsahuje 16 riznych typt podjednotek. Fi-ATPéza (mol.
hmotnost cca 370 kDa) je tvofena heterohexamerem podjednotek a a B, které jsou sttidave
uspotadany do tvaru kulovité struktury okolo tzv. ,,centralniho stonku®. V ném je pfitomna
jedna kopie podjednotka y (rozkladajici se podél celé délky stonku) a dale dvé podjednotky
O a & (vazajici se v blizkosti cjo-kruhu F,-ATPazy). Celou F;-ATPazu lze tedy
stechiometricky vyjadiit jako osPsyde. Fo-ATPaza se sklada z homopolymeru 8-10
podjednotek c, uspofadanych do kruhu, a dalSich podjednotek a, e, f, g a A6L, které jsou
vsechny lokalizovany ve vnitini membrané. Jsou to hydrofobni molekuly, které jsou
pfitomny po jedné kopii. V membrané jsou zanofeny i 2 transmembranové domény
podjednotky b, kterd nasledné ptfechazi do matrix jako tzv. "periferni stonek". V ném jsou

zastoupeny i dals$i podjednotky F,-ATPazy - d, F¢ a OSCP (oligomycin sensitivity-
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conferring protein) a dohromady se ty¢i podél F1-ATPazy do matrix a slouzi jako stator
celé¢ ATPazy. Spojeni matrixové F1-ATPazy a membranové F,-ATPazy je tak uskutecnéno
pomoci centrdlniho a periferniho stonku. Sav¢i enzym je slozen z podjednotek s celkovou
kompozici Fi1: agPsyde + IF;; Fo: abcigdefgFsA6L OSCP, organizace podjednotek je
ukazana na obrazku 2 (Walker 2013; Junckheere 2012). Mala regulacni jednotka IF; se
vaze k F1-ATPaze pii nizkém pH a zabrafiuje zméné funkéni aktivité enzymu na ATP
hydrolyzu. Dalsi proteiny, které jsou asociovany s ATPazou, jsou membranovy protein
DAPIT (Diabetes-Associated Protein in Insulin-sensitive Tissue) a proteolipid MLQ o
velikosti 6,8 kDa (Hejzlarova 2014).
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ATPaza je ,,nanoskopicky* rotujici motor, ktery fosforyluje ADP na ATP. Muze
vSak fungovat jako oboustranny rotacni motor ve dvou funkéné i konformacné odlisSnych
stavech. Pokud pracuje jako syntdza ATP, pak jeji Fo-ATPaza preménuje elektrochemicky
gradient protoni na to¢ivy moment, ktery roztac¢i podjednotky y, & a & Fi;-ATPazy. Na
zaklad¢é konformacnich zmén katalytické domény asB3 F1-ATPazy se generuje ATP z ADP
a anorganického fosfatu (P;). Naopak pti hydrolyze ATP pievadi Fi-ATPaza chemickou
energii hydrolyzy ATP na tofivy moment, ktery vyuziva F,-ATP4za v membrané pro
pfenos protonli z matrix do mezimembranového prostoru. Cely komplex ATPazy pak
funguje jako iontova pumpa. Samotna Fi1-ATPaza je schopna hydrolyzy ATP, ale jelikoz
nedochazi k soubéznému transportu protond, tak nemuze produkovat ATP (Jonckheere
2012; Noji 1997).



1.3.2. Biogeneze mitochondrialni ATPazy

Mitochondrialni ATPaza je tvofena podjednotkami kédovanymi jadernou DNA, s
vyjimkou podjednotek Foa a A6L, kddovanych mtDNA. Jaderné kédované podjednotky
jsou stejn¢ jako vétSina jinych mitochondrialnich proteinii syntetizovany na volnych
ribosomech v cytosolu. Proteiny sméfujici do vnitini membrany obsahuji cilové signalni
sekvence, které jsou rozpoznavany komplexem TOM (translokéza vnéj$i membrany). Dale
je transport sméfovan ke komplexu TIM (translokaza vnitini membrany), konkrétné
TIM23 (prekurzory sméfujici do matrix) a TIM22 (proteiny sméfujici ptimo do vnitini
membrany). Ackoliv jsou podjednotky Fo-ATPazy bilkovinami vnitini mitochondridlni
membrany, dochézi k jejich transportu az do matrix ptes TIM23, odkud jsou po odstépeni
N-koncové sekvence zabudovany do cilového komplexu v membrané¢ (Mokranjac 2005).
Cely multipodjednotkovy komplex ATPazy je skladan postupné za ptispéni nékolika tzv.
asemblacnich faktorti. Pfesny mechanismus sestavovani savéi ATPazy z jednotlivych
podjednotek zatim neni zcela objasnén a soucasné poznatky jsou Castecné zaloZeny na
studiich na kvasinkach (Rak 2009; Jonckheere 2012).

Syntéza F1-ATPazy, obou stonkt a c-kruhu Fy-ATPazy probihaji samostatné. Jak
ukazuje obrazek ¢. 3, nejdiive je slozen c-kruh, na ktery se pfipoji Casti F1-ATPazy a
nasledné periferni stonek (slozeny z podjednotek b, d, F¢ a OSCP) a membranové
podjednotky e, f, g. Jako posledni jsou zabudovany podjednotky Foa a A6L (Kucharczyk
2009; Rak 2009; Wittig 2010). Slozeni celého osp3 hexameru Fi-ATPazy je komplikovany
proces, pii kterém dochazi k postupnému navazovani podjednotek. Jako prvni proteiny
vyZadované pro sestaveni byly u kvasinek popsany dva proteiny, Atpllp a Atpl2p; pozdéji
byly nalezeny geny pro tyto proteiny i v lidském genomu (Wang 2001). Atpl2p je
zapotiebi pro zabudovani volné podjednotky a, zatimco Atpllp umoziuje navazani
podjednotky B. Pro pfipojeni F1-ATPazy k F,-ATPéaze je nezbytnd podjednotka d. Zcela
nepostradatelnou roli hraje i podjednotka e, ktera je zapojena do interakce s c-kruhem F,-
ATPazy (Havlickova 2010; Mayr 2010). Predpokladd se, Ze nezbytnou soucasti
v biogenezi ATPazy hraje transmembranovy protein 70 (Tmem70), ktery je nutny pro
udrzeni mnoZstvi a funkce celého komplexu (Hejzlarova 2011; Cizkova 2008). DalSimi
proteiny, zapojenymi do tvorby ATPazy, jsou DAPIT a MLQ protein (Jonckheere 2012). V
pfipad¢ sestavovani Fo,-ATPazy je situace komplikovand jeji sloZitou fylogenezi, kdy
vyvojem od bakterie k ¢lovéku ptibylo 7 novych podjednotek. U kvasinek byly popsany 3
nezbytné asembla¢ni faktory pro syntézu F,-ATPazy — AtplOp, Atp23p (nutné
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k zabudovani podjednotky F,a) a Atp25p (vedouci k expresi proteinu Atp9p nezbytného
k formaci c-kruhu F,-ATPazy) (Kucharczyk 2009). Dosud byl popsan lidsky homolog
pouze pro Atp23p (Osman 2007). Podjednotky F,a a A6L Fo-ATPazy hraji dtlezitou roli ve
stabilizaci celého holokomplexu. Bylo prokazano, ze ATPazovy komplex se organizuje do
dimeri a vysSich oligomerd, a to pravé interakci v oblasti F,-ATPazy. Ve stabilizaci
oligomeru je nepostradatelny IF; faktor a membranové podjednotky a, €, g, b a A6L, které
propojuji dvé F1-ATPazy (Wittig 2010).
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Obrazek 3. Biogeneze mitochondridlni ATPazy. Proces zacind sloZenim ogfl; hexameru a
naslednym pripojenim podjednotek y, 6 a ¢ centradlni stopky. Nové vytvorenad cdast Fy je postupné
spojena s c-kruhem (intermedidat F1+C) a S dalsimi podjednotkami F, Cdsti a periferni stopky. V
poslednim kroku se pripoji podjednotky F,a a A6L. Cervend hvézdicka oznacuje jaderné
kédované strukturdlni podjednotky a asemblacni faktory S popsanymi izolovanymi poruchami
ATPdzy. Modré krizky oznacuji mitochondrialné kédované podjednotky s nalezenymi mutacemi
v mtDNA. Atp12p a Atpl1p jsou asemblacni proteiny ATPazy. Prevzato z Hejzlarova 2014.

1.4. Mitochondrialni onemocnéni

Defekty v mitochondridlnim energetickém metabolismu zplsobuji velké mnoZstvi
zavaznych lidskych onemocnéni postihujicich zejména energeticky naro¢né tkané, a vedou
zejména K encefalopatiim a/nebo Kkardio(myo)patiim (DiMauro 2004). Mitochondrialni
onemocnéni zpusobené mutacemi v mtDNA piedstavuji vyznamnou ¢ast nemoci a na
rozdil od mutaci v jadernych genech vykazuji fadu odliSnosti - maternalni ptenos,
zvySenou mutagenezi geni mtDNA, komplikovanou segregaci a prahovy efekt
(tzv.threshold) manifestace u heteroplazmickych mutaci. Patologické zmény v
mitochondrialnim OXPHOS systému mohou byt i sekundarniho ptivodu, napt. pfi starnuti,
neurodegenerativnich onemocnénich (napt. Wilsonova nemoc, spinalni muskularni atrofie)

a pusobenim vnégjsiho prostredi.



1.4.1. Zmény mitochondriilniho genomu; mutace v mtDNA

Zmény v sekvenci mtDNA mohou byt dédi¢né nebo somatické (vytvoiené in situ).
Frekvence mutaci mtDNA je 10-20krat vétsi nez u jaderné DNA, a to z divodu vysokych
koncentraci kyslikovych radikali v mitochondriich, nepfitomnosti introni v mtDNA a dale
nedostatku histonit chranicich mtDNA. Dosud bylo identifikovano >250 patogennich
bodovych mutaci, deleci, inserci a pfeskupeni genech koédujicich proteiny a nekodujicich
regulacénich oblastech mtDNA a dalsich 300 patogennich mutaci v genech pro
mitochondrialni tRNA a rRNA. Kazdy rok jsou popsany nové patogenni mutace (Viz
www.mitomap.org). Mutace piimo v sekvenci mtDNA jsou na potomky pienaseny
vyhradné z matky, na rozdil od "replikacnich mutaci" zpusobenych poruchou
mitochondrialni replikace, ktera je regulovana jadernymi geny dédénych od obou rodica.
Byly popsany autosomalné¢ dominantni i recesivni poruchy funkci téchto jaderné
kodovanych proteint, které vedou k sekundarnim zménam mtDNA, zahrnujici syndromy
deplece nebo mnohocetné¢ delece MtDNA. Syndromy deplece mtDNA piedstavuji
kvantitativni abnormality vedouci k onemocnéni, pokud obsah mtDNA klesne pod 30-35
% oproti kontrole (Copeland 2012).

Heteroplazmie, segregace a prahovy efekt

Pro mitochondrialni onemocnéni je typické velkd klinick4 heterogenita ptiznakl u
pacient se stejnou mutaci. Jelikoz kazdd mitochondrie obsahuje v praméru 2-10 kopii
mtDNA a vétSina savCich bunék ma stovky mitochondrii, jsou sav¢i bunikky vzhledem k
mtDNA polyplazmické (Fernandez 2003). V jedné buiice se tedy vyskytuji tisice molekul
mtDNA, jejichz sekvence je identicka, tedy tzv. homoplazmicka. Dojde-li k mutaci a v
bunkach je soubézné ptitomna puvodni (tzv. wild-type) i mutovana mtDNA, mluvime o
heteroplazmii. Teoreticky mtze pivodni mtDNA zcela vymizet a mutovana mtDNA se
stane homoplazmickou.

Mitochondrie jsou béhem bunécného deleni ndhodné segregovany do dcetinych
bunck. Béhem oogeneze tak dochazi k rozdéleni molekul nemutované a mutované mtDNA
do oocytl, pfi ¢emz se vytvaii spektrum heteroplazmie naptic¢ celou populaci oocytti. K
této nahodné segregaci dochazi diky tzv. fenoménu "hrdla lahve" (bottleneck effect). Ve
zralém oocytl je pritomno zhruba 100-150 tisic molekul mtDNA, které jsou nasledné
béhem rychlého déleni segregovany do diferenciovanych bunék. Jelikoz primarni oocyty
pochazejici z primordialnich zarode¢nych bunék, obsahuji po 10-100 kopiich mitochondrii,

dojde tak nahodné segregaci do zralych oocytti nesoucich rizné heteroplazmie.



U nékterych onemocnéni je fenotypovy projev piimo umérny mnoZzstvi mutované
MtDNA Vv postizené tkani. Nicméné ve vétSin€ pripadi je zavislost fenotypu na
heteroplazmii mutované mtDNA komplikovangjsi. Velmi dulezitym aspektem je tzv.
prahovy efekt — procento mutace potfebné pro klinicky projev nemoci, zavisly na

energetickych pozadavcich urcité tkané (Rossignol 1999; 2003).

1.4.2. Vliv jaderného genomu na mitochondriilni onemocnéni

Mitochondrialni poruchy zptsobené mutacemi v jaderné DNA jsou velmi pocetné
nejen diky faktu, ze mnoho podjednotek OXPHOS je jaderné kdédovano, ale zejména proto,
ze spravna biogeneze a funkce OXPHOS vyZzaduje mnoho dalSich jaderné kdédovanych
proteinti (Copeland 2012; DiMauro 2004; 2011; 2014). Tyto proteiny jsou zapojeny do -

1) spravné asemblace a regulace komplexi OXPHOS (napt. Atpl12p, Tmem?70, Surfl,
Scol, Sco2, Cox10, Cox14, Cox15 a dalsi).

2) integrity a replikace mtDNA. Poruchy intergenomické signalizace, véetné syndromu
spojenych s mnohocetnymi delecemi a deplecemi mtDNA jsou nejcastéjsi zapticinény
mutacemi v genech pro mitochondrialni polymerazu y (POLG), deoxyguanosinkinazu
(gen DGUOK), tymidinfosforylazu (gen TYMP), tymidinkindzu 2 (gen TK2), nebo
helikazu (zvanou Twinkle; gen PEO1) a dale v genech SUCLA2, SUCLG1, RRM2B,
MPV17.

3) translace mitochondrialni RNA — mutace v genech MRPS16, MRPS22, RMND1,
AFG3L2, GFM1, TUFM, PUS1, TRMU, TACOL1 a v genech pro mitochondrialni tRNA
syntetazy (SARS2, DARS2, RARS2, YARS?2, a dalsi) (Diodato 2014).

4) transportu jaderné koédovanych proteini z cytoplazmy do mitochondrie - geny pro
protein DDPI1, protein mezimembranového prostoru ucastnici se transportu (gen
TIMMB8A), a mitochondrialni chaperonin HSP60.

5) Biogeneze fosfolipidové dvojvrstvy — napf. porucha syntézy kardiolipinu, vedouci k
Barthové syndromu (gen TAZ), nebo mutace v genech AGK, CHKB, SERACL1 a LPINL1.

6) fuze a rozdélené mitochondrii - mutace v genech OPA1l, MFN2, GDAP2, DRP1, MFF.

V roce 1995 byla popsana prvni porucha mitochondrialniho dychaciho fetézce
jaderného piivodu (Bourgeron 1995) - mutace v genu SDHA postihujici komplex II,
sukcinatdehydrogenazu. Pocet geneticky podminénych defekti dychaciho fetézce nasledné
velmi rychle rostl a v roce 2001 byly popsany poruchy vSech komplext dychaciho fetézce

na zakladé¢ mutaci v jaderné DNA (Shoubridge 2001). VétSina z nich ma autozomalné
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recesivni typ dédicnosti. Byly objeveny jak nemoci zpiisobené mutacemi v genech pro
strukturalni podjednotky dychaciho fetézce i pro proteiny podilejicich se na biosyntézi a
regulaci komplexti dychaciho fetézce — viz vyse (DiMauro 2011). VétSina téchto nemoci
byla zapfi¢inéna poruchou komplexu I, nejvétsiho z komplext dychaciho fetézce (vice nez

44 strukturalnich podjednotek).

1.4.3. Mitochondriilni onemocnéni - poruchy ATPazy

Izolované poruchy mitochondrialni ATPazy patii klinicky k velmi zavaznym
mitochondrialnim poruchdm. Nejcastéji jsou zplusobeny mutacemi v genech pro
strukturalni podjednotky ATPazy, které jsou kédovany mitochondrialni DNA (tabulka 1).
Nejcastéji jsou popisovany missense mutace v genu MTATP6, které jsou spojovany jak S
tézkou encefalopatii a/nebo kardiomyopatii s cCasnym nastupem obtizi a fatdlnim
pribéhem, tak na druhé stran¢ s izolovanym postizenim zraku v podobé Leberovy
hereditarni neuropatie optiku (LHON) nebo s hluchotou a periferni neuropatii projevujici
se v pozd¢jsim veéku. U nékolika pacientd s kardiomyopatii nebo encefalopatii byly
nalezeny patogenni mutace v genu MTATP8. Kardiomyopatie jsou hlavnim ptiznakem
vzacnych mutaci nachazejicich se v piekryvné oblasti pro geny MTATP6 i MTATP8 (pozn.
z geni MTATP6 a MTATP8 wvznikd bicistronni transkript majici piekryv a jsou
exprimovany 2 proteiny) (Hejzlarova 2014).

Tabulka 1 Pfehled patogennich mutaci v mitochondridlnich genech pro strukturdlni
podjednotky ATPazy - podjednotka A6L (gen MTATP8) podjednotka Fya (gen MTATP6)

MTATPS8

m.8381A>G diabetes, hluchota Perucca-Lostanlen 2000
(p.T132A)

m.8392C>T neuropatie Felhi 2016
(p.P136S)

m.8403T>C neuropatie Aure 2013
(p.113T)

m.8411A>G neuropatie Mkaouar-Rebai 2010
(p.M16V)

m.8481C>T kardiomyopatie Tansel 2013
(p.P40L)

MTATP8/6 (piekryv genit MTATP8 a MTATP6 — pozice 8527-8572)

m.8527G>A Dubot 2004
(p.M1V)

m.8528T>C kardiomyopatie Ware 2009
(p-WS55R; p.M1T)

m.8529T>C kardiomyopatie, neuropatie Jonckheere 2008
(p.W55X; p.M1M)

m.8561C>G neuropatie Kytovuori 2016
(p.P66A)




Tabulka 1 - pokracovini

MTATP6
m.8597T>C Leigh syndrom Tsai 2012
(p.124T)
m.8611insC encefalomyopatie, ataxie Jackson 2017

(p.P29LfsX36)

m.8618-8619insT NARP Lopez-Gallardo 2009
(p.131fsX63)

m.8668T>C LHON Kumar 2010
(p-W48R)

m.8719G>A neuropatie Tang 2013
(p.G65X)

m.8836A>G LHON Abu-Amero 2006
(p-M104V)

m.8839G>C NARP Blanco-Grau 2013
(p-A105P)

m.8851T>C NARP/MILS DeMeirleir 1995; Honzik 2013
(p-W109R)

m.8950G>A LHON Abu-Amero 2006
(p.V1421)

m.8969G>A neuropatie, IgA nefropatie; MLASA Burrage 2014; Wen 2016
(p.S148N)

m.8989G>C NARP Duno 2013
(p.A155P)

m.8993T>G NARP/MILS Holt 1990; Houstek 1995
(p.L156R)

m.8993T>C NARP/MILS Rubio-Gozalbo 2000
(p.L156P)

m.9011C>T LHON Rubio-Gozalbo 2000
(p.A162V)

m.9025G>G neuropatie, Leigh syndrome Lopez-Gallardo 2014
(p.G167S)

m.9029A>G LHON Lopez-Gallardo 2014
(p-H168R)

m.9032T>C NARP Lopez-Gallardo 2014
(p.L169P)

m.9035T>C ataxie Sikorska 2009
(p.L170P)

m.9101T>C LHON Lamminen 1995
(p.L192P)

m.9134A>C kardiomyopatie, neuropatie Honzik 2012
(p-E203G)

m.9176T>G NARP/MILS Carrozzo 2001; Akagi 2002
(p.L217R)

m.9176T>C NARP/MILS Thyagarajan 1995; Hung 2007
(p.L217P)

m.9185T>C MILS, ataxie Moslemi 2005 Castagna 2007
(p.L220P)

m.9191T>C MILS Moslemi 2005
(p.L222P)

m.9205_9206del neuropatie Seneca 1996; Jesina 2004
(p.-X227M)

NARP — neuropatie, ataxie a retinitis pigmentosa; MILS — maternalné dédény Leighiv syndrom; LHON -
Leberovy hereditarni neuropatie optiku; MLASA - mitochondrialni myopatie, laktatova acidoéza a
sideroblasticka anémie



Nejvice pacientll nese patogenni missense mutace m.8§993T>G v genu MTATPG, u
které je rozdilny fenotyp vysvétlovan riznou heteroplazmii. U pacientii se zastoupenim
mutace vysSim nez 90 % se nemoc klinicky projevi jako maternalné¢ dédény Leightv
syndrom (MILS) s nastupem obtizi v novorozeneckém véku a tézkou encefalopatii s
nekrotickym postizenim bazalnich ganglii a laktatovou acidézou. VétSina novorozencu
umird zéhy po porodu. U ptipadi s heteroplazmii pohybujici se mezi 70-90% je typicka
mirngj$i klinicka prezentace, tzv. syndrom NARP - Neuropatie, Ataxie a Retinitis
Pigmentosa. Dale jsou u téchto déti popisovany laktatova acidoéza, progredujici hypotonie
a neprospivani. K amrti dochédzi nejCastéji v kojeneckém a Casném batolecim véku. U
matek déti s vySe popsanym klinickym prilbéhem nemoci je pifitomna heteroplazmie
pohybujici se mezi 50-70 % a v dospélém veéku se u nich ¢asto rozvinou neurologické
pfiznaky, zejména ataxie a periferni neuropatie. U asymptomatickych rodinnych
ptislusnikl nasledn€ nachdzime rtizné stupné heteroplazmie pod 50 % (Holt 1990; Housték
1995; Baracca 2007).

Mutace m.8993T>C v genu MTATP6 neni tak Castd a je spojovana s pozd¢jSim
nastupem mirnéjSich pfiznakd. Podobny charakter maji 1 dal$i relativné Casté mutace
m.9176T>G a m.9176T>C, pro které je také typicky nalez Leighova syndromu nebo
bilateralni nekrozy striata (Carrozzo 2001; Akagi 2012; Ronchi 2011). U mutace
m.9176T>C byli popsani pacienti s neuropatii typu Charcot-Marie-Tooth (Synofzik 2012)
nebo pozdnim nastupem hereditarni spastické paraplegie (Verny 2011). Pro mutaci
m.9185T>C je typické podobné spektrum ptiznakl od casného Leighova syndromu az po
neuropatii typu Charcot-Marie-Tooth s pozdnim nastupem (Moslemi 2005; Castagna 2007;
Pitceathly 2012). Ostatni mutace (napt. m.8597T>C, m.8839G>C, m.8851T>C,
m.8969G>A, m.8989G>C, m.9035T>C, m.9191T>C, m.9205_9206del) jsou velmi vzacné
a jsou popisovany jednotky pacientl s ptiznaky Leighova syndromu, syndromu NARP,
kardiomyopatie a neuropatie s tizi a nastupem zavisejicimi na heteroplazmii (De Meirleir
1995; JeSina 2004; Moslemi 2005; Sikorska 2009; Tsai 2012; Blanco-Grau 2013; Duno
2013; Honzik 2013).

Obdobn¢ jak byly popsdny mutace v jadernych genech pro strukturalni podjednotky
vSech komplext dychaciho fetézce, tak se 1 u ATPazy predpokladaly mutace v jadernych
genech pro strukturalni podjednotky. Mutace v jaderné DNA pro strukturalni podjednotky
pfedstavuji velmi vzacnou pfi¢inu poruch mitochondridlni ATPazy. Do soucasnosti byly
popsany pouze 2 piipady s mutacemi pro 2 strukturidlni podjednotky ATPazy, a to

podjednotky Fio a Fie (Jonckheere 2013; Mayr 2010) a pro 2 faktory dulezité pro
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biosyntézu ATPazy, proteiny Atpl2p a Tmem70 (Tabulka 2). VSechny tyto ATPazové
poruchy maji podobny biochemicky fenotyp s vyraznym snizenim mnozstvi spravné

slozené a zcela funkéni ATPazy.

Tabulka 2 Piehled patogennich mutaci v jadernych genech dileZitych pro strukturu a
biogenezi ATPazy.
ATP5A1 — strukturalni podjednotka Fia
€.985C>T/c.-49+418C>T  tézka neonatalni encefalopatie Jonckheere 2013

(p.R329C)
ATP5E - strukturalni podjednotka F;¢
c.35A>G tézka periferni neuropatie Mayr 2010
(p.Y12C)

TMEMY0 - asemblacni protein Tmem70
kardiomyopatie, encefalopatie, dysmorfie, opozdény vyvoj  Hejzlarova 2014
missense mutace: ¢.494G>A (p.G165D); ¢.628A>C (p.T210P); ¢.535C>T (p.Y179H); c.701A>C
(p.H234P)
posun ¢&teciho ramcee a piedéasny terminaéni kodon: ¢.251delTC; ¢.336T>A (p.Y112X);
€.118_119insGT
(p-S40CFsX11); ¢.238C>T (p.R80X); ¢.578_579delCA (p.N198X); ¢.211-450_317-568del
(2290 bp delece); c.349_352del; c.783A>G; ¢.359delC; 9.2436-3789 delece
sestfihové mutace: €.317-2A>G; ¢.316+1G>T_
ATPAF2- asemblacni protein Atp12p
c.280T>A encefalopatie, dysmorfie DeMeirleir 2004; Sperl 2006
(p.W94R)

Prvni pacient s podezienim na ATPéazovou poruchu jaderného ptvodu byl
publikovan jiz v 90. letech minulého stoleti (Holme 1992). U divky s kardiomyopatii,
psychomotorickou retardaci, laktatovou acidozou a zvySenou exkreci 3-methylglutakonové
kyseliny v moci byl zjistén vyrazny pokles aktivity ATPazy ve svalu. Tehdy jesté nebyla
popsana presna genetickd podstata, ale pfedpokladala se autozomalné recesivni dédicnost a
pfi¢ina zpisobena mutaci v jaderné DNA. O 7 let pozdgji byl ve spolupraci s Oddé¢leni
bioenergetiky Fyziologického tistavu Akademie véd CR popsan pacient s kardiomyopatii,
fatalni laktatovou acidézou a 70% poklesem obsahu ATPazy v kulturach koznich
fibroblastii (Houstek 1999). Studie na cybridech vylou€ily mutace v mitochondrialni DNA.
Nasledné nékolik evropskych center vytvofilo soubor pacientli se stejnymi piiznaky a
podezienim na poruchu ATPéazy jaderného plivodu (Sperl 2006). V této kohorté¢ byl
obsazen i pacient, u kterého byla prokazana mutace v genu ATPAF2, kodujici dilezity
faktor Atpl2p pro biosyntézu ATPazy. S vyuzitim homozygotniho mapovani a
sekvenovanim kandidatnich gent byl v roce 2008 v Ustavu dédiénych metabolickych
poruch VEN v Praze objeveny mutace v genu TMEM70 u skupiny pacientll s neonatalni

manifestaci tézké laktatové acidozy, hypertrofickou kardiomyopatii a zvySenou exkreci 3-
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methylglutakonové kyseliny v mo¢i (Cizkova 2008). Prevalentni mutace ¢.317-2A>G v
tomto genu byla zpétné€ nalezena i u pacienta publikovaného jiz v roce 1999. Dosud bylo
popsano jiz vice nez 50 pacientt s celého svéta (Magner 2014). Sekvenovanim jaderné
kodovanych podjednotek ATPazy byly nalezeny patogenni mutace v genu ATP5E pro
strukturalni podjednotku Fie (Mayr 2010). O 3 roky pozdéji byly pospany mutace v genu
ATP5AL1 pro podjednotku Fia (Jonckheere 2013).

Jako kombinované ATPazové poruchy oznacujeme defekty, které vedle ATPazy
mitochondrialni tRNA, méné Casto pro rRNA, a dale mutacemi v jadernych genech, které
se podileji na biogenezi a funkci OXPHOS, replikaci a expresi gentit mtDNA (viz 1.4.3.).
Mitochondrialni DNA koduje 22 genti pro mitochondridlni tRNA, které jsou nasledné
zapojeny do exprese mitochondrialnich genti. Vice nez 60 % vSech bodovych mutaci
v mtDNA postihuje pravé tRNA (vice nez 120 dosud popsanych patogennich mutaci).
Castgji jsou piitomny mutace v tRNA pro leucin, izoleucin, lysin a serin. Nejvice pacienti
bylo popsano s tzv. syndromem MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red Fibers)
zptisobenych mutaci m.8344A>G v tRNAY™®, a syndromem MELAS (Mitochondrial
Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like episodes) zpisobenych mutaci
m.3243A>G v tRNA"UYR Mutace vgenech pro tRNA vedou k nedostatené
mitochondrialni translaci a postiZzeni funkce a struktury proteinu OXPHOS (James 1996),
véetné tkanoveé specifického postizeni ATPazy (Fornuskova 2008; James 1999). Replikace
mitochondridlniho genomu probihd s pomoci jaderné kodované DNA polymeraze y
(POLG). Jako jiné polymerazy typu A, tak 1 POLG ma jak polymerdzovou tak 1 3'—5’
exonukleazovou aktivitu. Patogenni mutace byly popsany nejdiive U pacientt
s autozomaln¢ dominantni chronickou progresivni externi oftalmoplegii (CPEO), u kterych
byly prokazany mnohocetné delece mtDNA. Nasledné¢ byly publikovany i1 recesivni
varianty PEO. Recesivné dédéné mutace v genu POLG jsou popsany u pacientd s Alpers-
Hiittenlocherovym syndromem, pro ktery je typicky nalez deplece mtDNA (Horvath 2006).
Mnohocetné delece a/nebo deplece mtDNA, vznikajici sekundérné jako dusledek
nerovnovahy v mnozstvi mitochondrialnich nukleotidii potfebnych pro replikaci DNA,
nachazime 1 u mitochondridlni neurogastrointestinadlni encefalomyopatie (MNGIE) na

podklad¢é mutaci v genu pro thymidinfosforylazu.
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1.5. Oxidativni stres u mitochondrialnich onemocnéni a poruch ATPazy

Volné radikaly, zejména reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species - ROS),
jsou fyziologickymi intermediaty v aerobnim metabolizmu vsech bun¢k. Vznikaji v mnoha
metabolickych drahach, ale nejvétsim zdrojem, piedevSim v CNS, jsou biochemické
procesy v mitochondriich (Murphy 2009). Nezanedbatelny podil mezi volnymi radikaly
zaujimaji také reaktivni formy dusiku (RNS) (Ryan 2014). Jak ROS, tak i RNS hraji dualni
biologickou roli a pfi nizkych koncentracich maji dulezitou fyziologickou funkei,
napiiklad v signalnich drahach (Sena 2012). Na druhou stranu nadmérny oxidativni stres
zapticini posSkozeni bunécnych 1 extracelularnich slozek s naslednou akumulaci
dysfunk¢nich proteind, produkti lipoperoxidace, poskozené jaderné i mitochondridlni
DNA a vede k bunééné smrti (Jones 2006; Sayre 2008). K zajisténi rovnovahy slouzi cela
fada antioxidanich enzymatickych 1 neenzymatickych procesi. Pii n¢kterych
patologickych stavech dochdzi k nadmérné produkci volnych radikali a endogenni
antioxidacni obrana je pfetizena. Volné radikdly a oxidativni stres s naslednou
mitochondrialni dysfunkci jsou zapojeny do patogeneze mnoha neurologickych nemoci,
vcetné epilepsie (Patel 2004; Lin 2006; Folbergrova 2012; Rowley 2013).

Tvorba volnych radikald a jejich role pii poSkozeni mozku u epilepsie byla jiz
prokazana na modelech kie¢i jak in vitro, tak in vivo, a to ptimou detekci ROS nebo
meéfenim nepfimym markerti oxidativniho stresu, eventudlné prikazem aktivace
antioxidacnich mechanizmt (Frantseva 2000; Kovacs 2002). Poskozeni mozku pfi
epileptickych stavech ma excitotoxicky charakter, kdy dochéazi k zvySenému uvolnéni
glutamatu, coz vede k nadmérné stimulaci postsynaptickych ionotropnich glutamatovych
receptorii s naslednou akumulaci intracelularniho Ca?*, kterd spousti patobiochemické
procesy zahrnujici zvy$enou tvorbu ROS i RNS a mitochondrialni dysfunkci véetné poruch
OXPHOQOS (Schindler 1996; Folbergrova 2012; Kann 2007; Bindoff 2012).

Patofyziologické procesy v syst¢ému OXPHOS vcetné ATPazy byly studovany jak u
pacientll s epilepsii, tak na mnoha zvitecich modelech, u nichz byla epilspie indukovéana
farmakologicky (Kunz 2000; Lee 2008; Waldbaum 2010; Kudin 2002). Bylo prokéazano, ze
poruchy komplexu I jsou zapojeny do patofyziologickych procesii u epilepsie vyrazné
Castéji nez poruchy ATPazy a dalSich komplexi dychaciho fetézce (Kunz 2000; Ryan
2012). Na druhé strané i u pacienti s té€Zkym neurologickym postizenim na zakladé
poruchy ATPazy zptisobené frekventni mutaci m.8993T>G byla prokazana zvysSena tvorba

ROS (Mattiazzi 2004; Geromel 2001).
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2.  Charakteristika a cile prace

Habilita¢ni prace shrnuje publikacni vystupy autora vzniklé v obdobi vice nez 15
let, jejichz dlouhodobym cilem bylo pfispét k objasnéni poruch mitochondrialni F;1F,-ATP
syntazy. Vysledky jsou zalozeny na analyze klinickych a laboratornich nélezii u pacientt
s poruchami mitochondrialniho energetického metabolizmu zplsobenymi dédi¢nymi
poruchami ATPazy. Jedna se jak o retrospektivni studie souboru pacient
s mitochondridlnimi onemocnénimi, které vznikly spolupraci piednich evropskych
metabolickych pracovist’, tak i 0 kazuistické piipady pacientd s dosud nepublikovanymi
poruchami  ATPéazy. Experimentdlni studie byly realizovany piedevSim na
bioptickych/nekroptickych vzorcich ze svalovych biopsii a na kulturach koznich
fibroblastti a od nich odvozenych linii transmitochondrialnich cybridi. Pouzité laboratorni
metody zahrnuji funkéni analyzy (enzymologické; méfeni mitochondridlniho
membranového potencialu Awpm; oxygrafické — méfeni spotieby O, dychacim fetézcem),
strukturalni analyzy (elektroforetické s naslednou imunodetekci pomoci specifickych
protilatek; imuno/histopatologické analyzy) a molekularné genetické analyzy (Sangerovo
sekvenovani gent, Northern a Southern Blot analyzy a PCR). Jednalo se 0 spolupraci
laboratoii Ustavu dédiénych metabolickych poruch a Kliniky détského a dorostového
1ékarstvi 1.Lékatské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze s
Oddglenim bioenergetiky Fyziologického tistavu Akademie véd CR, kde autor dlouhodobé
pracuje.

Specifickymi cili prace jsou :

1) charakterizovat klinicky pribéh mitochondrialnich onemocnéni zpusobenych
poruchami ATPazy
2) vytvorit piehled diagnostickych postupa u pacienti s podezienim na
mitochondrialni onemocnéni, véetné ATPazovych poruch
3) popsat funkeni a strukturalni zmény u vzacnych genetickych poruch ATPazy, a to
(a) izolované deficity zpusobené mutacemi v genech pro
(i) strukturalni podjednotky ATPazy (mitochondrialné i jaderné kodovanymi)
(if) proteiny podilejici se na regulaci a biogenezi ATPazy
(b) kombinované deficity ATPazy.
4) objasnit patobiochemické mechanizmy a vliv oxidativniho stresu u poruch

mitochondrialni ATPazy.
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3.  Klinicky prubéh mitochondrialnich onemocnéni
zpusobenych dédiénymi poruchami ATPazy

Klinické projevy poruch mitochondrialni ATPazy jsou sice velmi rtiznorodé, ale
obvykle jsou vsouCasné dobé charakterizovany jako mitochondrialni encefalo-
kardiomyopatie, které maji Casto neonatalni nastup obtizi (Kucharczyk 2009; Houstek
2004). V nasich publikacich jsme se zaméfili na popis klinického spektra pfiznakd u
pacienti s mitochondrialnimi poruchami ATPazy zpisobenymi vzacnymi mutacemi
v genech pro ATPazové podjednotky (izolované poruchy) a mutacemi v mitochondridlni
tRNA (kombinované poruchy). Dale byly popsany klinické ptiznaky pacientl s jadernymi
poruchami ATPazy - zplisobenymi mutacemi v jaderné DNA, a to v genech kodujicich
ATPazové podjednotky a proteiny dulezité pro biogenezi ATPazy (izolované poruchy) a

dale v genech ovliviiujicich translaci gentt mtDNA (kombinované poruchy ATPazy).

3.1. Klinické projevy mitochondrialnich poruch ATPazy

Rozdilny fenotyp pacientd nesoucich stejnou mutaci v mitochondrialnim genu je
vysvétlovan mimo jiné riznou heteroplazmii. Bohuzel popis klinické manifestace je
limitovdn mnoZstvim popsanych pacientd nesoucich stejnou mutaci, a proto jsou dobie
znamy projevy u pacientll s Castymi mutacemi napf. m.8993T>G; m.9176T>G nebo
m.9185T>C, i v zavislosti na heteroplazmii (Baracca 2007; Sgarbi 2006; Carrozzo 2001,
Moslemi 2005; Castagna 2007). Cilem nasich praci byla proto charakterizace pacientt a
jejich rodin nesoucich raritni familiarni mutaci S izolovanymi poruchami ATPazy
mitochondrialniho ptvodu.

Popsali jsme pacienta s unikatni mutaci, m.9205_9206del v termina¢nim kodonu
genu MTATP6 pro podjednotku Foa ATPazy. U pacienta s nekomplikovanou pre- i
perinatalni anamnézou se rozvinula ve 3 mésici zivota tézka encefalopatie S hypotonii,
spastickou kvadruparézou a mikrocefalii. Chlapec neprospival a zastavil se
psychomotoricky vyvoj. Hladina laktatu krvi dosahovala 3,4 mmol/l (norma 0,5-2,1
mmol/l) a v likvoru 4,8 mmol/l (norma 0,5-2,5 mmol/l). Stupei heteroplazmie v
krvi/leukocytech, svalové tkani a koznich fibroblastech byla vice nez 98%.
Asymptomaticka matka i maternalni babicka mély heteroplazmie v krvi/leukocytech 82%,
respektive 16% a v koznich fibroblastech 92%, respektive 9 %. V souladu s

biochemickymi nalezy mizeme usuzovat, ze prahovy efekt pro tuto mutaci bude ptiblizné
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90 % heteroplazmie (Jesina 2004 — piiloha ¢. 1).

U druhého dosud publikovaného pacienta s mutaci m.8851T>C v genu MTATP6
jsme rozsitili popis klinickych piiznaku, které se objevily ve véku 8 mésicti a zahrnovaly
hypotonii, ataxii, opozdéni psychomotorického vyvoje, poruchu sluchu a neprospivani.
Vysetteni NMR ukazalo difuzni symetrické hyperintenzivni loziska v bazalnich gangliich a
v laboratornich nalezech dominovala laktatova acidoza a zvysena hladina laktatu v likvoru
(3,8-6,4 mmol/l; norma 1,2-2,1 mmol/l). Heteroplazmie mutace byla analyzovana v
nékolika dostupnych tkanich - sval (97 %), vlasové folikuly (95 %), leukocyty (92 %),
bukalni bunky (92 %) a builky mocového sedimentu (87 %). Obdobnd hladina
heteroplazmie byla dokumentovana i prvniho publikovaného ptipadu (DeMeirleir 1995).
U matky naSeho pacienta byla zjisténa heteroplazmie v téchto tkanich - bukalni buiky (85
%), bunky vlasovych folikulti (96 %), krev/leukocyty (68 %) a butiky mocového sedimentu
(69 %). Na rozdil od zcela zdravé matky prvné popsaného pitipadu, ktera méla
heteroplazmie v krvi 85 %, se u matky naseho probanda rozvinula ve véku 22 let svalova
slabost a periferni neuropatie typu Charcot-Marie-Tooth. Asymptomaticka sestra naseho
pacienta nesla heteroplazmii v riznych tkanich v rozmezi 52-60 %. V dobé¢ diagnozy byla
ve véku 7 let a byla zcela zdrava, nicméné nemuizeme vyloucit, Ze se u ni v dospélém veéku
nerozvinou neurologické ptiznaky podobné jako u jeji matky. Na zakladé téchto udaju
muzeme predpokladat, ze prahovy efekt se u této mutace bude pohybovat ptiblizné¢ mezi
85-90% heteroplazmie (Honzik 2013 — pfiloha ¢.2).

Zavislost klinické manifestace na vysi heteroplazmie byla popsana i v dal$i nasi
publikaci popisujici prvni rodinu v Ceské republice, u které byla zji§téna patogenni mutace
m.7512T>C v genu pro mitochondridlni tRNA pro serin. Jednd se o kombinovanou
poruchu systému OXPHOS zahrnujici deficit ATPazy. Klinicky se projevuje myoklonickou
epilepsii, senzori-neuronalni hluchotou, ataxii a frustnimi paleocerebelarnimi pfiznaky s
nastupem v ¢asném dospélém véku. Zobrazeni pomoci CT mozku ukazalo kalcifikace v
bazalnich gangliich. Obrazek ¢. 4 ukazuje rodokmen popsané rodiny se zjiSt€énym stupném
heteroplazmie v riznych tkanich. Matka sourozenci, matka matky i maternalni teta a jeji
dcery jsou asymptomatické. Z téchto dat mizeme usuzovat, ze prahovy efekt pro tuto

mutaci se bude pohybovat pfiblizné kolem 95% (JeSina 2010 — ptiloha ¢. 3).

16



1O O

Obrdzek 4 — Rodokmen rodiny s mutaci m.
7512T>C v genu pro mitochondridlni tRNA

Hladina heteroplazmie mutace 7512T>C pro Serin’ kterd by[a detekoviana u obou
krev bukalniho vlasové kozni svalova o (* T

stér folikuly  fibroblasty biopsie prObandu ( 2 (I I '1" 1. 2)’ ":I, JeJICh matky
0 B % 9% 2% o \D (II.1), babicky (I.1) a sestrenice (III.3).
11 92 % 86 % ND 94 % ND Tabulka  wvadi  stupné  heteroplazmie
1= 91 % ND ND 92 % 95 % o r h k oy h ND d
.2+ 939 92 % a5 g 94 9 a5 % V ruznyc tkanicn. — nheprovedeno.
3 % 74 % 87 % ND ND Prevzato z JeSina 2010.

V rozsahlém souboru 461 pacientd s riznymi mitochondrialnimi onemocnénimi
diagnostikovanymi na nasem a rakouském pracovisti v letech 1992-2010 byla provedena
retrospektivni studie klinickych pfiznakt. Izolovana porucha ATPazy s mitochondridlni
mutaci byla stanovena u 14 pacienti a u 9 z nich s nastupem obtizi v novorozeneckém
véku (64 %). Syndrom NARP/MILS na podkladé mutace m.8993T>G v genu MTATP6 byl
zjistén u 13 pacientll a 7 z nich s neonatdlni manifestaci. V tabulce ¢. 3 jsou shrnuty
Klinické piiznaky, které zahrnuji Leightiv syndrom, hypotonii, apnoické pauzy,
intrauterinni  rdstovou retardaci. V této kohort¢ mitochondridlnich pacienti byl
diagnostikovdn 1 prvni publikovany pacient s missense mutaci v genu MTATPG,
m.9134A>G. Klinicky se u néj projevila hypertrofickd kardiomyopatie, svalova slabost a
laktatova acidéza s nastupem obtizi v novorozeneckém véku. Klinicka prezentace tohoto
pacienta se odliSuje pravé kardiomyopatii, kterd neni zcela typickym nalezem u pacientd
s mutacemi v genu MTATPG, a je popisovana u mutaci v genu MTATP8 anebo u jaderné
kodovanych ATPazovych poruch. Vtomto unikatnim souboru novorozenci byl
diagnostikovan pacient s kombinovanou poruchou na podkladé syndromu MELAS
(mutace m.3243A>G v genu pro mitochondrialni tRNA""YR)  Jedna se o jediného
pacienta z celkovych 57 diagnostikovanych se syndromem MELAS, u kterého byl
pozorovan zcela atypicky nastup obtizi jiz v novorozeneckém véku (Honzik 2012 — pfiloha

& 4).
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Klinické projevy jadernych poruch ATPazy

V retrospektivni studii jsme charakterizovali klinické a laboratorni ptiznaky u 14
pacientl s jadern¢ podminénymi izolovanymi poruchami ATPazy, u nichz nebyla v té dobé
znama piesna geneticka pric¢ina (Sperl 2006 — piiloha ¢. 5). U vétSiny z téchto pacienti
byla nasledné zjisténa poruchy proteinu Tmem70. Spolupraci 7 evropskych metabolickych
center jsme vytvorili unikatni kohortu 25 pacientd s izolovanym deficitem ATPazy
zpusobenym novou poruchou proteinu Tmem?70 (Honzik 2010 — piiloha ¢. 6). Souhrn

klinickych pfiznaki je obsazen v tabulce ¢. 4.

Tab. 4 Hlavni klinické priznaky u 25 pacientii s izolovanou poruchou ATPazy
zapricinénou deficitem proteinu Tmem?70

Nastup klinickych obtizi béhem prvniho tydne zivota 23/25
Kraniofacialni dysmorfie 16/24
Mikrocefalie 13/22
Neprospivani, opozdéni ristu 17/17 *
Hypotonie 24/25
Ataxie 7/12°%
Extrapyramidové ptiznaky 3/12°%
Ptoza vicek, chronicka progresivni externi oftalmoplegie 2/13°%
Strabizmus 5/14 %
Opozdéni psychomotorického vyvoje 13/15°¢
Hepatomegalie 14/24
Hypertroficka kardiomyopatie 19/25
Hypospadie 7/13
Kryptorchizmus 8/12
Umrti 16/25 &

* U 8 déti, které zemrely casné v novorozeneckém véku, nelze hodnotit. * U 10 déti, které zemiely casné
V kojeneckem véku, nelze hodnotit. & Stav k roku 2010. Prevzato z Honzik 2010.

Novorozenecké pfiznaky zahrnovaly svalovou slabost, nakupeni apnoickych pauz a
rozvoj metabolické laktatové acidozy a hyperamonémii (86 %). U starSich déti je pfitomné
neprospivani a porucha rastu (100 %), mikrocefalie (59 %), psychomotoricka retardace
(vSichni vyjma jednoho) a strabizmus. Progresivni postizeni CNS bylo pozorovdno u
vétSiny déle zijicich pacientl, ale tize a charakter postizeni se velmi liSily. Na rozdil od
mnoha mitochondridlnich nemoci neni u tohoto typu ATPéazové poruchy piitomno
postizeni zraku. U malého poctu pacientli byla zaznamendna ptdéza nebo strabizmus.
Charakteristickym nalezem je hypertrofickd kardiomyopatie, kterd byla nalezena u 76 %, a
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to jiz béhem prvnich dnil zZivota. U vétSiny z nich dale jiz neprogredovala a u 5 déti doslo
k zlepSeni funkci nebo dokonce k vymizeni. Kardiomyopatie je vyjimecné popisovana u
dalsich izolovanych mitochondridlnich poruch ATPazy, vyjma poruch zplisobenych
mutacemi piedevSim vgenu MTATP8 (velmi malé mnozstvi pacienti) anebo u
kombinovanych jadernych ATPazovych poruch (napt. Bartiiv syndrom). Naopak chybi u
nejcastéj$ich ATPazovych poruch zptisobenych mutacemi v genu pro podjednotku a (napf.
m.8993T>G, m.9176T>G a m.9185T>C) nebo v jadern¢ kodované strukturdlni

podjednotce Fig nebo jiném asemblaénim proteinu Atp12p.

U 16 z24 pacienti s deficitem Tmem70 byla pospana mirna kraniofacialni
dysmorfie, kterd zahrnovala nizko posazené usi, sedlovity nos a retrognacii (obr. 5). U
pacientky s postizenim jiného asemblac¢niho proteinu Atpl2p byla taktéz zaznamenana
dysmorfie (sedlovity nos, mikrognacie a velka usta) a dale tézka novorozenecka
encefalopatie s epilepsii a vyraznou psychomotorickou retardaci a atrofii bazalnich ganglii,
thalamu, hypopldzie bilé hmoty atrofie kortikalni a subkortikdlni. U pacientl
sizolovanymi ATPéazovymi deficity zplsobenymi mitochondridlnimi mutace ve
strukturalnich podjednotkach Fya a A6L, stejné tak jak u pacientky s jaderné podminénou
poruchou podjednotky Fie nebyla kraniofacialni dysmorfie popsana. U vice nez poloviny
chlapcii s deficitem Tmem70 byla pfitomna hypospadie (koronarni nebo penilni);
kryptorchizmus byl pfitomen u 2/3 chlapct. Tento typ urogenitalnich vad neni typicky u

pacientd s mitochondridlnimi poruchami a pro deficit proteinu Tmem?70 je unikatnim

klinickym ptiznakem.

d - F/ S it ‘f 5 k
Obrdzek 5 - Kraniofacidalni dysmorfie u 5-letého chlapce a 2-leté divky s poruchou ATPdzy na
podkladé deficitu Tmem70: nizko posazené usi, sedlovity nos, retrognacie. Prevzato z Sperl 2006.
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Nové jsme popsali klinické projevy u divky s homozygotni missense mutaci
¢.35A>G v genu ATP5E pro podjednotku Fig, coz je prvni publikovany piipad tohoto
postizeni ATPazy (Mayr 2009 — ptiloha ¢. 8). Jiz v prvnich dnech zivota se objevilo
obtizené piti a dechové obtize. V nasledujicich mésicich doslo k n€kolika metabolickym
rozvratim (hyperamonémie az 500 umol/l, laktatova acidoza — 3,8 mmol/l) vyvolanymi
respiracnimi infekty. Bylo pfitomno opozdéni motorického i mentélniho vyvoje. Ve véku
5-6 let doslo ke stabilizaci klinického stavu a v nasledujicich letech ke zlepSeni. Ve véku
22 let nachazime u pacientky mirnou mentalni retardaci, periferni neuropatii, ataxii,
horizontalni nystagmus a intoleranci cviceni. I pfestoze se jednd o zavazné postizeni
ATPazy, tak pacientka s opakovanymi metabolickymi rozvraty v ¢asném détském véku

dosahla dospélosti a doslo ke stabilizaci klinického postizeni.

3.3. Prognodza a lécba

Ve vySe uvedené kohorté 461 pacientd s mitochondrialnimi nemocemi byla
novorozenecké manifestaci nemoci popsana u 129 pacientt (cca 28%). Béhem prvnich 3
mésict Zivota zemielo celkem 26 % déti (nejvice jiZz V novorozeneckém véku), s medidnem
preziti 42 dni. Izolovana porucha ATPazy byla diagnostikovana u 40 pacienti, z toho
Z norozeneckou manifestaci u 31, tedy ptiblizn¢€ u 78 %, a béhem prvnich 3 mésict zivota
zemfielo 10. Byli to pouze pacienti s poruchou proteinu Tmem70. Neonatalni manifestace
patogenni mutace m.8993T>G byla zaznamenana u ptiblizné 50 % vSech pacientl s touto
poruchou ATPazy (7/13), a to pod obrazem maternaln¢ dédéného Leigh syndromu (MILS).
Z4dny z pacientll s touto mutaci a neonatilni manifestaci nezemiel v novorozeneckém
véku, ale nasledné v kojeneckém véku zemielo vSech 7 pacientd (priméru v 5,8 + 2,6
mésicich véku; rozsah 3-10 meésict). Neonatalni nastup pfiznakid byl pfitomen i u

pacientky s poruchou podjednotky Fie ATPazy.

V pozdé¢jsi studii, kde byl pfitomen rozsifeny vzorek pacientd s poruchou Tmem?70,
jsme zdokumentovali nastup obtizi v novorozeneckém véku u 92 % pacienti (23/25).
Zbylé 2 déti meély nastup obtizi béhem casného kojeneckého obdobi. Antenatalni projevy
(prematurita, intrauterinni rstova retardace) byly dokumentovany u pfiblizné poloviny
pacientli. Deset déti zemielo do véku 6 tydnl, 4 déti zemiely béhem metabolické

dekompenzace pti akutni gastroenteritidé nebo respiracnim infektu do véku 4,5 let.
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V novovorozeneckém obdobi se projevila i porucha asembla¢niho proteinu Atpl2p (dosud
jediné 2 popsané piipady — sourozenci) (Sperl — piiloha ¢. 5) (DeMeirleir 2004).
V kojeneckém véku se manifestovaly vzacné poruchy ATPazy s patogennimi mutacemi
v mitochondrialni DNA — mikrodelece m.9205 9206del nebo m.8851T>C (JeSina 2004;
Honzik 2013; ptilohy ¢. 1 a 2).

Na druhou stranu jsme popsali i pacienty s vyrazné delsi dobou piezivani (v soucasné dobé
dosahli véku 15 a 20 let). Jak ukazuje naSe prace, pokud pacienti preziji kritické kojenecké
obdobi, frekvence metabolickych dekompenzaci se miize snizit a kardiologické postiZeni
stabilizovat nebo dokonce zlepsit (Honzik 2010 a 2012; Magner 2013 — piilohy ¢. 4, 6 a

10).

Lécba poruch ATPazy je vsoucasné dobé limitovdna na symptomatickou a
podpurnou terapii. V ptipadé metabolické krize, zejména u pacientt s deficitem Tmem?70
doprovazenych hyperamonémii, je dilezitym opatfenim zajisténi frekventni stravy
obohacené o skroby k udrzeni anabolizmu. V ptipadé parenteralniho pftistupu se voli infuze
glukézy (dle véku a tolerance pii pravidelné monitoraci glykémie a hladiny laktatu;
maximalné do 3-4 mg/kg/min) a lipida (az do davky 3,5 g/kg/den). Pacienti s deficitem
Tmem?70 jsou extrémné ndchylni k hyperglykémiim (a to i za fyziologického piisunu
glukozy) a pti inzulinoterapii dochazi Casto K hyperlaktatémii. V ptipadé hyperamonémie
je ke zvéazeni 1écba pomoci scavangeru amoniaku (benzoatu; fenylbutyratu — Ammonaps
®, glycerolfenylbutyratu — Ravicti ®), L-argininu nebo N-karbamylglutamatu (Carbaglu
®). Extrakorporalni eliminace amoniaku je volena dle hladiny amoniaku a odpovédi na
1é¢bu (pfi hyperamonémii nad 400-500 pumol/l; u starSich déti a dospélych pii hladin€ nad
200-250 pmol/l). Metabolicka acidoza je korigovana podavanim bikarbonati (Honzik
2010 — piiloha ¢. 6);(Magner 2015). Specialni 1é¢ebné ptistupy, které se nyni vyuzivaji u
jinych dédiénych metabolickych poruch a zahrnuji genovou terapii, enzymoterapii nebo
substrat redukujici 1écbu (tzv. SRT — substrate reduction therapy) anebo 1écbu pomoci

chaperont, zatim nejsou v piipad€ mitochondridlnich chorob aplikovatelné.
Zavér:

Ve spolupraci se zahrani¢nimi pracovisti jsme shromazdili unikatni soubor 25
pacientii s poruchou asemblacniho proteinu Tmem?70, u kterych jsme hodnotili
klinické a laboratorni nalezy. Jednalo se 0 prvni ucelenou kohortu pacienta s nové

popsanou mitochondridlni nemoci sizolovanou poruchou ATPazy, ktera je
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charakterizovana neonatalni manifestaci encefalokardiomypatie s autozomalné

recesivnim typem dédic¢nosti.
V naSich publikacich jsme dale popsali:

I) nové pacienty sextrémné vzacnymi poruchami ATPazy s mutacemi v genu
MTATP6 pro podjednotku Foa ATPazy - m.8851T>C a m.9205 9206del
V terminaénim kodonu genu (obé druhé dosud publikované pripady), nova

patogenni mutace m.9134A>G;

i) prvni pacientki s novou jadernou poruchou ATPazy zptusobenou mutaci v genu

pro podjednotku Fg;

i) prvni rodinu v CR s kombinovanou poruchou ATPAzy zpiisobenou mutaci

m.7512T>C v genu pro mitochondrialni tRNA pro serin.

Tyto unikatni pripady nam rozSifuji spektrum klinickych pfiznaki u ATPazovych
poruch zpusobenych raznymi genetickymi pri¢inami. U mitochondrialné
podminénych poruch hraje vyznamnou roli stupei heteroplazmie a naSe pozorovani
ukazuji, Ze p¥i hladiné presahujici 85-90% dochazi k vyrazné manifestaci klinickych
priznakii. Nicméné u matek nesoucich nizs$i heteroplazmii jsme popsali mirné;jsi
(zejména neurologické obtiZze) s nastupem Vv dospélém véku. Na zakladé téchto
pozorovani miZe vyvodit korelat fenotypu (tize i vék nastupu priznakii) na genotypu

podminéného jak mutaci tak i stupném jeji heteroplazmie.

Klinické priznaky poruch ATPazy jsou velmi heterogenni, coZ je dano i
riznymi genetickymi pri¢inami. Pfesto miiZeme pozorovat, Ze u mitochondriilné
podminénych poruch je vyraznéjsi neurologické postiZeni s encefalo(myo)patii,
zatimco u jaderné podminénych poruch dominuje vedle neurologickych priznaki i

zavazina kardiomyopatie.

Prognéza i s ohledem na limity soucasné lécby je velmi zavazna. VétSina
pacientii umira v novorozeneckém anebo ¢asném kojeneckém véku. Nicméné jsme
popsali i pripady pacientii, kteri prezili toto kritické obdobi spojené s opakovanymi
metabolickymi rozvraty, a u nichZ doSlo ke stabilizaci nebo dokonce ke zlepSeni

klinickych priznaki.
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4.  Diagnostické postupy u pacienti s podezienim na poruchu
ATPazy

Klinické ptiznaky u pacientti s poruchou ATP4zy a obecn¢ s mitochondridlnimi
chorobami jsou velmi riiznorodé a vétSinou velmi nespecifické. Diferencialni diagnostika
je tedy velmi komplexni a zahrnuje n¢kolik diagnostickych pfistupt. V nasledujici ¢asti
jsme se proto zaméfili na studium laboratornich nélezi a pfipravu diferencidlné
diagnostickych postupt u pacientl s podezienim na mitochondridlni onemocnéni véetné

poruch ATPazy.

4.1. Biochemicka vySetireni

Zvysend hladina laktatu je dulezity biochemicky marker v diferencidlni diagnostice
u pacientli s podezfenim na mitochondrialni poruchy. Hladiny laktatu a alaninu jsme
hodnotili u déti s prokdzanou mitochondrialni poruchou ve srovnani s détmi po
epileptickych kiecich, s psychomotorickou retardaci nebo s meningitidou/meningizmem
(Magner 2011 — ptiloha ¢. 11). Kohorta déti s mitochondrialnimi poruchami zahrnovala i
déti s izolovanymi poruchami ATPazy (syndrom NARP) a kombinovanymi poruchami
(syndromy MELAS, MERREF, Alperstv-Hiittenlocheriv syndrom na zakladé mutace
v genu POLG). Prokazali jsme, Ze hladina laktatu v krvi byla signifikantné vyssi u pacientti
S mitochondridlnimi poruchami oproti ostatnim sledovanym kohortdm — priimérnd hodnota
¢inila 3,9 mmol/l (rozptyl 1,2-10,1 mmol/l); u izolovanych poruch ATPazy dokonce 4,3
mmol/l (rozptyl 2,1-6,7 mmol/l) (norma 0,5-2,1 mmol/l). Signifikantni zvySeni je
dokumentovano i v piipad¢ laktatu v mozkomisnim moku 4,4 mmol/l (rozptyl 1,6-10,2
mmol/l); u izolovanych poruch ATPazy 5,5 mmol/l (rozptyl 3,1-7,5 mmol/l) (norma 1,2-2,5
mmol/l) (obr. 6A, B).

Zvysenou hladinu laktatu jsme prokazali u vSech pacienti jak v krvi (14/14
pacientil), tak v mo¢i (norma 0-50 mmol/mol kreatininu) i v mozkomis$nim moku (norma
1,2-2,5 mmol/l) u pacientt s izolovanymi poruchami ATPazy jaderného ptivodu, ktefi byli

hodnoceni v nasi publikaci (Sperl 2006 — ptiloha ¢.5).
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Obrazek 6 — Srovndni hladiny laktitu v Krvi (A) a mozkomisnim moku (B) u 24 pacienti
S mitochondrialnimi  poruchami  (Lskupina), 32 deéti s epilepsii  (Il.skupina), 23 deti
s psychomotorickou retardacti (Ill.skupina), 12 déti s meningitidou (IV.skupina) a 16 deéti
S meningizmem (V.skupina). Vysvétleni - obr. A * P<0.001 u ILskupiny ve srovnani s II., IIl. a
V.skupinou, + P<0.028 u IV.skupiny ve srovnani s Il.skupinou. obr. B * P<0.001 u l.a IV.skupiny ve
srovnani s I1, I1l. a V.skupinou. Prevzato z Magner 2011.

Laktatovou acidozu (hladina > 2,3 mmol/l) jsme pozorovali i v jiné publikované
studii s kohortou pacienti s mitochondrialni poruchou manifestujici se v novorozeneckém
véku, a to u 87 % pacientl (112/129). U vSech novorozencii s izolovanym ATPazovym
defektem (porucha proteinu Tmem70, podjednotky Fi;e ATPazy, nebo syndrom
NARP/MILS) jsme prokazali laktatovou acidozu. Relevantni laboratorni nalezy jsou
shrnuty v tabulce 5 (Honzik 2010 a 2012 — ptilohy €. 4 a 6)

Mezi dalsi nespecifické biochemické markery u mitochondridlnich poruch mizeme
fadit zvySeni hladiny amoniaku, zvySené aktivity jaternich enzymu a kreatinkinazy.
Hyperamonémie (> 80 umol/l) byla pfitomna u 42 % vSech novorozencti S mitochondrialni
poruchou, ale u kohorty s ATPazovymi defekty byla nalezena u 77 %. Hyperamonémie
(100-870 pumol/l) predstavovala typicky nalez u poruchy proteinu Tmem?70, ktera byla
zjisténa u 86 % pacientt (12 ze 14) (Honzik 2010; Tesafova 2010 — ptilohy ¢. 6 a 14).
Hepatopatie (elevace aktivity AST > 0,73 pkat/l; ALT > 1,21 ukat/l) a elevace CK (>6.6
ukat/l) byla nalezena u 35 %, respektive 20 % novorozencu s mitochondridlnim
onemocnénim, v ptipadé ATPazovych poruch u 29 %, respektive u 83 % (Honzik 2012 —
ptiloha ¢. 4).
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V ramci uzsi diferencidlni diagnostiky jsou vyuzivdna specialni biochemicka
metabolicka vySetfeni. Jak jsme dokazali na pfedchozich studiich (Magner 2011; Sperl
2006 — prilohy 5 a 11), dochéazi u mitochondrialnich poruch k hromadéni laktatu, coz vede
k zvySeni hladiny pyruvatu, ktery je nasledné metabolizovan alaninaminotransferazu na
alanin. Alanin lze tedy vyuzivat jako dal$i biochemicky marker pro mitochondridlni
poruchy. U 63 % novorozenct byla prokazana zvySena koncentrace alaninu v Krvi (norma
150-500 pumol/l), v piipadé poruch ATPazy dokonce u 92 % novorozencii. Primérna
hladina alaninu v mozkomi$nim moku u mitochondrialnich poruch ¢inila 51 + 8 umol/l; u
izolovanych poruch ATPazy 64 + 14 umol/l (norma 0-35 umol/l). VySetieni profilu
organickym kyselin v moc¢i prokazalo u 63 % pacientd s mitochondridlnimi poruchami
zvySené vyluCovani nékterych metaboliti Krebsova cyklu, které zahrnovaly citrat,
sukcinat, akonitat, 2-oxoglutarat, malat a fumarat. Ve skupiné ATPazovych defekti byly
metabolity Krebsova cyklu detekovany az u 81 % pacientd. Ve skupiné pacientt
s izolovanym deficitem ATPazy zpiisobenym poruchou proteinu Tmem?70 byl pfitomen u
vSech (22/22) specificky metabolit v mo¢i, 3-metylglutakonova kyselina (18-460 mg/g
kreatininu; norma 0-15 mg/g kreatininu), kterou nachazime u pacientd s Bartovym
syndromem. ZvyS$ené vylu¢ovani methylmalonové kyseliny v mo¢i (461 mg/g kreatininu;
norma 0-15 mg/g kreatininu) bylo nalezeno u novorozence s deple¢nim syndromem na
podkladé mutace v genu SUCLG1 (Magner 2011; Honzik 2010 a 2012 — piilohy ¢. 4, 6 a
11). Laboratorni nalezy u novorozencii z naSeho souboru s ATPadzovymi poruchami jsou

shrnuty v tabulce ¢. 5.
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4.2. Histochemicka vySeti‘eni

| pfes nastup genomiky a zejména masivniho rozsifeni NGS (next generation
sequensing) ma 1 v dneSni dob€ nezastupitelnou roli pii diagnostice mitochondridlnich
onemocnéni histologické a specialni histochemické vySetfeni vzorkt ze svalové biopsie.
V praci Soucek 2011 (ptiloha €. 12) jsme charakterizovali zékladni histopatologické rysy
mitochondrialnich myopatii. Pfitomnost ¢i absence ,,ragged red fibres* (RRF) ve vztahu k
aktivit¢ COX a sukcinatdehydrogenazy (SDH) ve svalovych vlaknech dovoluje v ramci
mitochondrialnich onemocnéni rozlisit nékolik skupin. Pro izolované poruchy ATPazy je
charakteristicka absence RRF a normalni histochemicky obraz aktivity COX (absence tzv.
COX negativnich vlaken). Subsarkolemalni akumulace produktu sukcinatdehydrogenazové
reakce byla prokazana u nékterych mitochondridlné podminénych poruch ATPazy, jako
napf. u velmi vzacné patogenni mutace m.8851T>C v genu pro podjednotku Foa ATPazy
(obr.7) (Honzik 2013 — ptiloha ¢. 2). Histochemické a elektronoptické nalezy ve vzorcich
ze svalové biopsie u pacientd sjaderné¢ podminénymi defekty ATPazy jsou velmi
nespecifické, jak popisuje naSe prace na souboru 14 pacientti (Sperl 2006 — ptiloha ¢. 5),
napf. strukturdln€ abnormni mitochondrie, subsarkolemdlni akumulace produktu
sukcinatdehydrogendzové reakce nebo akumulace glykogenu ve svalovych vldknech. Je
tieba si vSak uvédomit, Ze negativni biopticky nalez, tedy nepfitomnost RRF nebo jinych

mitochondrialnich abnormit, nemtize mitochondrialnich poruchu jednoznaéné vyloucit.

Obrazek 7 - Subsarkolemdlni akumulace
produktu  sukcindzdehydrogendzové reakce

(SDH) ve svalu u pacienta se vzdcnou
patogenni mutaci m.8851T>C v genu pro
podjednotku F.a ATPdzy. Histochemické
barveni na SDH, 400x zvétseni. Prevzato z
Honzik 2013.
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4.3. Specialni funkéni a strukturalni analyzy mitochondrialniho
energetického metabolizmu

Vzorky ze svalové biopsie, jakozto tkané s vysokymi energetickymi naroky, stale
zustavaji nenahraditelnym materidlem pro specialni laboratorni analyzy. Ve vzorcich jak
svalového homogenatu, tak izolovanych mitochondrii bézn¢ provadime elektroforetické
(BlueNative-PAGE, SDS-PAGE) a nasledné imunochemické detekce celého ATPazového
komplexu a dalsich enzymt OXPHOS (obr. 8), ale také jednotlivych podjednotek ATPazy.

— Komplex | OXPHOS Obrazek 8 - Elektroforetickd analyza vzorkii

670 kDa

| Bl GRS kosterntho  svalu a  srdce  pacienti

440 kDa
230 kDa

S izolovanym deficitem ATP syntazy (Blue-
native polyakrylamidova gelova
elektroforéza), kde u pacienta vidime
Signifikantni snizeni obsahu ATPazy jak
V kosternim tak i v srdci. Prevzato z Sperl
2006.

— Komplex IV OXPHOS

140 kDa

67 kDa

Vedle strukturalnich analyz jsou provadény i funkéni studie, které zahrnuji méteni
produkce ATP (obr. 9), ATPazovou hydrolytickou aktivitu, méfeni enzymovych aktivit
dalsich komplextit OXPHOS a oxygraficka méfeni zahrnujici ADP-stimulovanou respiraci
(se stanovenim oligomycin/aurovertin sensitivnich frakci) - viz studie na naSich
pacientech, které ukazaly snizenou rychlost respirace/spotieby kysliku po pfidani ADP, coz
potvrzuje poruchu ATPazy (obr. 12, str. 41) (Jesina 2004; Hejzlarova 2015; Honzik 2013;
Mayr, 2010; Sperl 2006; Dubot 2004; VojtiSkova 2004 — piilohy €. 1, 2, 5, 8, 15-17).
Vsechny vySe uvedené metody méfime i u dalSich vzorkd - sval, kultivované kozni

fibroblasty a u autoptickych vzorcich ze srdce, mozku, jater a dal§ich organi.
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Obrdzek 9 — Produkce ATP v koznich fibroblastech pacient s mutaci m.9205_9206del v genu pro
podjednotku Foa. Rychlost produkce ATP byla mérena za pritomnosti 0,5 mM ADP v kulturdch

koznich fibroblastii pacienta (R) a kontrol (A ). Pouzité substrdty reakce — 10 mM pyruvat a 10
mM malat (4) nebo 10 mM sukcindt (B). Vyprodukované ATP bylo stanoveno v alikvotech s DMSO
(dimethylsulfoxid)pomoci luciferazové detekce. Data jsou zobrazena jako priumér = S.D. ze 3
nezavislych pokusii. Prevzato z Jesina 2004.

4.4, Molekularné geneticka vySetieni

S nastupem finan¢né i technologicky dostupnéj$ich molekuldrné genetickych metod
je pifi vysokém podezieni na mitochondrialni poruchu indikovano sekvenovani
mitochondrialni DNA, eventualné NGS panelu vybranych gent. Ke kone¢né konfirmaci
poruchy ATPazy je vzdy vyuzita molekularné geneticka analyza bud’ sekvenovanim celého
genu nebo vySetfeni prevalentnich mutaci eventudlné zndmé mutace, kterd je pfitomna
v rodiné probanda. Sekvenovanim mtDNA jsme objevili velmi raritni, nebo zcela nové
mutace v genu MTATP6 — m. 9205_9206del, m.8851T>C, m.9134A>G nebo genech pro
mitochondrialni tRNA — m.7512T>C pro tRNASer<N) (JeSina 2004 a 2010; Honzik 2011
a 2013 — ptilohy ¢&. 1-4). Ve skupiné pacientti s podezienim na izolovanou poruchu ATPazy
(na podkladé vysledkli strukturalnich a funkénich analyz) provedena dalSi geneticka
vySetfeni. Analyzou expresnich profili bylo u téchto pacienti vybrano nékolik
kandidatnich gend. V Sesti vybranych rodindch (celkem 8 pacientd) byla nasledné
provedena vazebna analyza (celogenomové homozygotni mapovani) a byl identifikovan
gen TMEMY70 na 8. chromozomu. Jeho sekvenovanim byla nalezena mutace ¢.317-2A>G,
ktera byla na zakladé kompementacnich studii ozna¢ena jako patogenni. Tato mutace byla
nasledné identifikovana v homozygotnim stavu celkem u 24 pacientti (Cizkova 2008).
Deficit ATPazy zplsobeny patogennimi mutacemi v genu TMEM70 patfi mezi nové

mitochondrialni nemoci s autozomalné recesivnim typem dédicnosti.
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Z finan¢nich ale i1 ¢asovych diivoda se v soucasné dobé voli vySetfeni pomoci NGS
panelu vybranych gent. V Mitochondridlni laboratofi VFN byl vytvofen panel, ktery
obsahuje vice nez 1000 geni vcetné gend pro strukturalni podjednotky a asemblacni

faktory ATPazy.

4.5. Zobrazovaci vySetieni

Dalsi diagnosticky nastroj, ktery doplni informace u pacientl s poruchou ATPazy,
predstavuji zobrazovaci metody, predev§im centralni nervové soustavy. Typicky ndlez,
ktery jsme prokazali i u nasich pacientii se syndromem NARP a s unikatnimi mutacemi
m.9205_9206del a m.8851T>C, piedstavoval obraz Leighova syndromu. Jedna se o
progresivni ~ neurodegenerativni  onemocnéni  charakterizované symetrickymi
nekrotizujicimi 1ézemi a hypervaskularitou v bazalnich gangliich, thalamu, mozkovém
kmeni a prodlouzené miSe. VySetfeni NMR CNS ukazalo ¢asny rozvoj Leighova syndromu
pfiblizné u 5 % novorozenct s poruchou ATPazy s prokazanou genetickou pfi¢inou
(Honzik 2012 — ptiloha ¢.4).

Kalcifikace v bazalnich gangliich jsme spolu s hluchotou a epilepsii pozorovali u
sourozencl s mutaci m.7512T>C v genu pro tRNASerUeN) (JeSina 2010 — pfiloha ¢.3).
Nicméné se jednd o nespecificky projev, ktery je popisovan u fady jinych
mitochondrialnich poruch (napf. Kearns-Sayertiv syndrom, u mutace m.7480A>G v genu
pro tRNASer™ ale i u nemetabolickych onemocnéni — hypoparatyredza,
pseudohypoparatyredza, kalcifikace pti tumorech CNS, Cockaynova syndromu, Fahrovy
choroby nebo Aicardie-Goutierova syndromu).

S leukoencefalopatickymi zménami na zobrazeni pomoci magnetické rezonance se
setkdvame u pacientli s kombinovanymi poruchami ATPazy. U pacienta Se syndromem
MNGIE (mitochondriadlni neurogastrointestilni encefalomyopatie) jsme nalezli diftizni
nespecifické zmény v bilé hmoté bilateralné symetricky (zvySeny signal T2 véazeném
obrazu a FLAIR a sniZzeny v T1 vdZeném obrazu), a to supratentoridlné (fronto-temporo-
parieto-okcipitaln€) i infratentorialné v mozecku a v kmeni. Zmény v bilé hmoté jsou
popisovany i u pacientt s dal$i kombinovanou poruchou, syndromem MELAS (Burgetova
2010 — ptiloha ¢. 13).

Diagnéza MNGIE miZze byt podpofena radiologickym  vySetfenim
gastrointestindlniho traktu, které ukazuje zpomalenou peristaltiku, dilataci Zaludku,
gastroparézu, dilataci duodena a/nebo  divertikly  zplGsobenymi  postizenim

gastrointestinaolniho traktu (Burgetova 2010 — ptiloha ¢. 13).
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4.6. Diferencialni diagnostika mitochondrialnich poruch a defektii
ATPazy

Na zakladé¢ dat od vice nez 120 kriticky nemocnych novorozencii s potvrzenou
mitochondrialni poruchou, které zahrnovali detailni popis klinickych pfiznaki a vysledka
biochemickych a metabolickych vySetfeni, jsme pfipravili diferencidlné diagnosticky
algoritmus (obr. 10). Cilem bylo jejich vyuziti k indikaci specifickych enzymologickych
a/nebo molekularné genetickych vySetieni v dostupnych biologickych vzorcich, a to bez

nutnosti invazivni svalové biopsie (Honzik 2010 — ptiloha ¢. 9).

Novorozenec s podezienim na mitochondrialni onemocnéni

Selektivni screening DMP laktatova acidéza, “palanin,
U-metabolity KC
Klinické nall e makrocytarni
spgdﬂcké e KME L anémie hepatopatie
laboratorni vysledky l |
+ = + VL/P pomér, -
NS-VLI,
MNU-2-oxoglutarat
+ romské "
etnikum
' 1 1
prevalentni sekvenace enzymologie PDH NARP Pearsonuv Alpersuv
y mutace genu TMEM?70, aktivita E1 a E3 syndrom syndrom syndrom
genu TMEM70 Barth syndrom podjednotek PDH
23601 Sco
Genetické a enzymatické geng . &
vysetreni z krve
T
Lygetr"gp'-l,i svalova svalova svalova svalova/jaterni
biopsie biopsie biopsie biopsie

Obrdzek 10 — Diferencialné diagnosticky algoritmus u novorozence s podezienim na poruchu
mitochondridalniho  energetického — metabolizmu, — poruchu  ATPazy. 3-MGKurie -  3-
methylglutakonaturie; PDH — pyruvdtdehydrogendza,; S-VLI — hladina valinu, leucinu a izoleucin
Vv seru; L/P pomér — pomer laktatu ku pyruvdtu v Krvi; KC — Krebsuiv cyklus; SCO1 a SCO2 — geny
pro asemblacni faktory COX. Prevzato z Honzik 2010.

Jako piiklad uvadim nésledujici vyuziti u pacientli s podezienim na nejcastéjsi
ATPazové poruchy. Muta¢ni analyza geni TMEM70 nebo TAZ (Barthtv syndrom) je
indikovana u pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii se svalovou hypotonii a u chlapct
S hypospadii a se sou¢asnym laboratornim nalezem laktatové acidozy, hyperamonémie a 3-
methylglutakonové acidurie. U pacientll s vySe uvedenymi nélezy, ktetfi jsou romského
etnika, se Ize zamé¢fit pfimo na detekci prevalentni mutace ¢.317-2A>G v genu TMEM70.

Pokud bude dominantnim piiznakem encefalomyopatie, eventualné¢ obraz Leighova
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syndromu, a laktatova acidoza je indikovano vysSetfeni prevalentni mutace m.8993T>G/C
v genu MTATP6 mtDNA, zpisobujici syndrom NARP/MILS syndrom.

Zavér:

Nase data ukazuji, Ze zvySena hladina laktatu v riaznych biologickych
materialech (krev, likvoru, mo¢) je marker mitochondrialnich nemoci, véetné poruch
ATPazy. ZvySena hladina laktiatu v likvoru miiZe slouZit Kk odliSeni pacienti
s mitochondrialni poruchou s kire¢emi od pacienti S epilepsii jiné etiologie, zejména
pokud jsou vzorky ziskiany kratce po atace kieci. Dokazali jsme, Ze neni prima
korelace mezi hladinou laktatu v krvi a likvoru a Ze i normalni hladina laktatu v krvi
nevylu¢uje mitochondrialni poruchu.

Podobné jako u jinych mitochondridlnich onemocnéni, nelze jednotlivym
klinickym priznakiim u poruch ATPazy presné priradit genetické defekty, protoze
jeden typ mutace muZe vézt k Sirokému spektru klinickych priznaki a naopak stejny
klinicky obraz miiZe byt vyvolan riznymi mutacemi. Proto jsme zavedli do praxe
celou Fadu diagnostickych pristupd, zaloZenych na biochemickych, funkénich,
histochemickych a molekularné genetickych vysetfeni véetné NGS analyzy panelu
genli. Sekvenovanim mtDNA jsme objevili ve vzorcich naSich pacienti velmi raritni,
nebo zcela nové mutace v genu MTATP6 (m. 9205 9206del, m.8851T>C, m.9134A>(G),
dale v genu pro mitochondrialni tRNA (m.7512T>C pro tRNASerV“N) a v jaderném
genu pro podjednotku Fie ATPazy.

Aplikovali jsme nové diferencialné diagnostické algoritmy pro rozpozmani
mitochondrialnich onemocnéni s cilem urychlit a zefektivnit diagnosticky proces a pri
souc¢asnych omezenych lé¢ebnych moZnostech poskytnout genetické poradenstvi a

prenatalni diagnostiku v postiZenych rodinach.
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5.  Funkéni a strukturalni zmény u vzacnych genetickych
poruch ATPazy

I ptestoze predstavuji dédicné poruchy ATPazy Castou piicinu mitochondrialnich
poruch, zlstavaji znalosti o (pato)biochemii téchto poruch omezené. Abychom jim 1épe
porozuméli, tak jsme se v nékolika pracich zaméfili na popis funkénich a strukturdlnich
zmén ATPazového komplexu u pacientii s poruchou ATPazy. Jednalo se predevSim o
vzacné varianty izolovanych a kombinovanych poruch:

A) Izolované deficity ATPazy zapii¢inéné mutacemi v genech pro

1) mitochondrialné kédovanou strukturalni podjednotku Foa ATPazy
b) missense mutace m.8993T>G; m.8851T>C, m.9134A>G
c) m.9205_9206del (v termina¢nim kodonu)

2) jadern¢ kdédované geny pro
a) strukturalni podjednotku F,;e ATPazy
b) asembla¢ni faktory pro ATPazu - TMEM70; Atp12p

B) Kombinované deficity S postizenim ATPazy zpiisobené mutace v genech pro

1) mitochondrialni tRNA - naruSujici expresi mitochondrialné kodovanych gent,
v&etnd pro ATP4zu - pro serin tRNAS (N
2) mitochondrialni polymerazu y (POLG), vedouci k delecim/deplecim mtDNA a

ovliviujici biogenezi ATPazy

5.1. Izolované deficity ATPazy zpiisobené mutaci v genech pro
mitochondrialné kédovanou strukturalni podjednotku F,a ATPazy
Mitochondrialni ATPaza ma dvé podjednotky, které jsou kédovany mtDNA, a to

podjednotka Foa (gen MTATP6) a A6L (gen MTATPS8). V ramci naSich studii jsme se

zaméfili na patobiochemické zmény zpuisobené riznymi mutacemi v genu MTATP6 pro

.....

tak i v termina¢nim kodénu (m.9205_9206del) nam pomohli 1épe pochopit funkci této
podjednotky. Dale jsme rozsifili laboratorni i klinické poznatky u velmi raritnich mutaci
m.8851T>C a m.9134A>G.
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Mutace m.8527A>G v genu MTATP6

Ve spolupraci s francouzskymi kolegy jsme popsali novou mutaci v MTATP6 genu,
m.8527A>G, kterd vede k zaméné tripletu AUG na GUG, ktery normalné koduje
aminokyselinu valin. Tato kodujici sekvence mtDNA je vyuzivana pro 2 podjednotky
ATPazy, podjednotku Foa i podjednotku A6L. V piipadé podjednotky A6L nema mutace
m.8527A>G zadny vliv, jelikoz se jedna o zdménu na 3. pozici, kterd neni provazena
zménou aminokyseliny. Mutace v mtDNA, které modifikuji iniciacni kodon, jsou velmi
vzacné (napt. m.3308T>C v genu ND1 - podjednotka 1 komplexu I; m.7587T>C v genu
COllI - podjednotka 2 komplexu 1V (CoxIl) (Campos 1997; Clark 1999).

U 22letého mladého muze bylo na zaklad¢ klinickych ptiznakt, které zahrnovaly
hypotonii, opozdény psychomotoricky vyvoj, axondlni neuropatii, retinopatii a
oftalmoplegii, a zejména pro histopatologicky ndlez ve svalové biopsii (akumulace
abnormalnich mitochondrii a pfitomnost RRF vlaken) vysloveno podezfeni na
mitochondrialni onemocnéni. Sekvenovanim mtDNA byla nalezena mutace m.8527A>G s
heteroplazmii 97% ve svalové tkani a koznich fibroblastech. Métfenim ve vzorcich
kultivovanych koznich fibroblasti jsme neprokazali patogenni efekt na biosyntézu
mitochondrialné kodovanych podjednotek, na velikost ATPazového komplexu ani na
mnozstvi podjednotky Foa. Vysledky funkénich analyz nevykazovaly zmény v hydrolyze
ATP ani ve schopnosti tvorby ATP oproti kontrole. Hodnoty mitochondridlniho

membranového potencidlu Aym, se neodliSovaly od kontrolnich vzork. Lze tedy

......

.....

1 komplexu I byla prokézana normalni aktivita i mnoZstvi komplexu I a mutace neméla
patogenni vliv a uvazuje se tedy o vyuziti jiného kodoénu pro methionin, ktery se nachazi v
,downstream* ¢asti mRNA nalezen Zadny jiny AUG kodén, ktery by zastoupil mutovany.
Rozpoznani mRNA a iniciace translace na ribozomech jsou dulezité kroky v expresi
mitochondridlnich gend, které jsou vSak malo objasnény. Zucastiiuje se ho mnoho
mitochondrialnich ribosomalnich proteint (tzv. MRP) a dalSich faktord, proto je u naseho
pfipadu mozny vliv 1 nékterého z téchto regulujicich faktora. Jelikoz matka nesouci tutéz
mutaci v homoplazmickém zastoupeni byla zcela asymptomatickd, nevysvétluje samotna

tato mutace klinicky stav chlapce. Na zaklad¢ naSich vysledkil 1ze konstatovat, Ze v
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translaci, minimaln¢ v ptipad¢ genu MTATPG.

Mutace m.8851T>C v genu MTATP6

Velmi vzacna mutace m.8851T>C rozsifuje spektrum missense mutaci v genu
MTATP6 (Honzik 2013 — ptiloha €. 2). Vede k zaméné tryptofanu argininem na pozici 109
ve druhém transmembranovém helixu proteinu. V nasi praci jsme rozsifili poznatky o
biochemickych a histopatologickych projevech mutace. Ve vzorku ze svalové biopsie byl
analyzovan obsah a struktura ATPazového komplexu. Pomoci nativni elektroforézy s
naslednym barvenim bylo nalezeno ¢aste¢né sniZeni celého komplexu a naopak akumulace
mensich rozpadlych/neslozenych ¢asti ATPazy. S vyuzitim monoklonalnich protilatek proti

podjednotce Fio jsme ovéfili pokles obsahu ATPazy (piiblizné na 80 % kontrol) (obr.11).
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Obrazek Il — Elektroforetické analyzy vzorkii pacienta s mutaci m.8851T>C. (A) Blue Native
elektroforéza vzorkii svalové biopsie se signifikantnim snizenim mnozstvi ATPazy a pritombnosti
subkomplexii (*). Mnozstvi komplexit I, IIl a IV se nelisi oproti kontrole. (B) Western blot
S pouzitim specifické monoklonalni protilatky proti Fro podjednotce ve vzorcich koznich fibroblasti
ukazal mirné snizeni (na 80 % kontrol). Volné podjednotky Fi0-ATPazy nebyly detekovany.
Mnozstvi komplexu Il bylo stejné u pacienta i kontrol. Prevzato z Honzik 2013.

M¢étenim kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu v sérii reakci s
vyuzitim znacCenych substrati [1-14C] pyruvatu, [U-14C] malétu a [1,2-14C] sukcinatu za
pritomnosti/absence raznych donort a specifickych inhibitort OXPHOS a Krebsova cyklu
jsme prokdzali snizenou ATPé4zovou aktivitu. ADP-stimulovand respirace meéfena na
oxygrafu nevykazovala vyrazné odchylky od kontrolnich vzorki. Histopatologické
vySetieni svalu ukazalo subsarkolemalni akumulaci SDH reakéniho produktu (sukcinat

dehydrogenazy) ve svalovych vlaknech (obr. 7 na str.28).
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Jedna se o prvni popis patobiochemickych ndlezu u pacienta s touto unikatni ptogenni
mutaci. Tato mutace byla dosud studovana pouze na bakterialnim modelu E.coli, kde byla
nalezena jenom snizena hydrolyticka aktivita bez dalSich funkénich dopadid na ATPazu
(Ogilvie 1999). Predpokladame, ze tato mutace se presentuje lehcim fenotypem, nez jaké

zname u ostatnich mutaci v genu MTATP6, kde je popisovan klasicky Leightav syndrom.

Mutace m.8993T>G a m.9134A>G v genu MTATP6

Jiz v roce 1990 byla popsana prvni mutace v genu MTATP6, m.8993T>G, ktera
vede k zaméné leucinu za arginin (Holt 1990) a v soucasné dob¢ se jedna o nejCastéjsi
patogenni mutaci v mitochondrialnim genu pro Foa podjednotku ATPazy. Strukturalni
studie u pacientli neukazaly zmény v biogenezi ATPazového komplexu, ktery ma snizenou
tvorbu ATP. NaSe prace ukazuje biochemické projevy této mutace, a to pokles syntetické
aktivity ATPazy (35-54 % oproti kontrole). To dokumentuji i zmény mitochondridlni
membranového potencidlu Ay, jehoz méfeni ukazalo minimalni zmény po piidani ADP
(tzv. ADP indukovany pokles potencidlu Awp), coz jednozna¢né ukazuje na nedostatecné
vyuziti potencialu k tvorbé ATP (Mojtiskova 2004 — piiloha ¢. 16).

Jako prvni jsme publikovali novou missense mutaci m.9134A>G v genu MTATPS,
ktera vede k zaméné glutamatu na glycin na pozici 203 ve velmi konzervované Casti
proteinu. Patobiochemické néasledky mutace zahrnuji sniZzeni produkce ATP a pfiblizné

50% pokles oligomycin senzitivni ATP hydrolytické aktivity (Honzik 2012 — pfiloha ¢. 4).

Mutace m.9205_9206del v genu MTATP6

Popsali jsme velmi vzacnou mutaci v MtDNA — mikrodeleci dvou par bazi na
pozici 9205 a 9206 — m.9205_9206del, ktera postihuje terminacni kodon genu MTATPG a
zaroven sestiihové misto mezi RNA pro ATP6 (podjednotka F,a) a COX3 (podjednotka IlI
cytochrom ¢ oxidazy - COX) (JeSina 2004; Hejzlarova 2015 — piilohy €. 1 a 17). Mutace
byla dosud popsana pouze v praci Seneca 1996.

Vysledky vySetfeni ukazaly vyrazné snizenou produkci ATP (0 70 % oproti
kontrole) (obr. 9 na str. 30) a 85% pokles aktivity COX. Hydrolyticka schopnost ATPazy
zUstala zachovana (méfena na vzorku koznich fibroblastt). Pfiblizné 50% redukce byla
zaznamenana jak u ADP stimulované respirace (méfeno na oxygrafu) (obr. 12), tak u ADP
indukovaného poklesu mitochondridlniho membranového potencialu Awm. Mnozstvi
podjednotky F.,a ATPazy bylo pfiblizné¢ 10-ti nasobné snizeno a meéfeni syntézy

podjednotky F,a pomoci radioaktivné znadeného methioninu [*°S-Met] prokézalo cca 9-ti
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nasobné snizeni. Nebyl pozorovan fuzni protein podjednotek Foa a COXIII. Mnozstvi
nékterych podjednotek COX bylo taktéz snizeno (zejména mitochondridlné kdédované
Coxl, CoxlIl a Coxlll). Strukturalni studie pomoci dvourozmémé elektroforézy ukazaly
nestabilitu celého ATPazového komplexu, ktery se rozpadal do subkomplexi, a postizena

byla i biogeneze COX.
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Obrazek 12 - Spotreba kysliku v koznich fibroblastech pacienta s ATPdzovou poruchou na
podklade mutace m.9205 9206del (92054TA) v genu pro podjednotku F.a. Méreni bylo provedeno
s vyuzitim vzorkii 0,45-0,62 mg proteinu koznich fibroblasti/ml a 0,1 mg digitoninu/mg proteinu.
Reakce probihaly po pridani pyruvdtu (5 mM), malatu (1,5 mM), sukcindtu (10 mM), ADP (0,5
mM), oligomycinu (1 uM), FCCP (1 uM), antimycinu A (0.2 ug/ml), askorbatu (5 mM), TMPD (1
mM) a KCN (0,33 mM). Spotreba kysliku je vyjadrena jako negativni hodnota prvni derivace
casové zmény tlaku kysliku (pmol O,ls Img proteinu). Prevzato z Jesina 2004.

Jelikoz se jednd o vzacny typ mutace v terminacnim kodénu genu, tak jsme dalsi
studie zaméfili na ovlivnéni transkripce. Primarni polycistronni neprocesovany transkript i
sekundarni tricistronni ATP8-ATP6-COX3 jsou ptitomny v mutovanych fibroblastech zcela
ve stejném mnozstvi jako v kontrolach. Northern blot i1 kvantitativni RT-PCR ukazaly, ze
primarni transkriptu ATP8-ATP6-COX3 je stépen 2-3nasobné méné. Mutace tedy ovliviiuje
procesovani primarniho transkriptu a mnozstvi maturovanych transkriptt COX3 a
bicistronniho ATP8-ATP6 jsou sniZena. Zajimavé bylo zvySeni mnoZzstvi podjednotky A6L
(gen MTATPS8), jejichz translace byla pravdépodobné up-regulovana jako urcity
kompenzacni efekt mutace.
Klinicky nélez i laboratorni vysledky jasné svédci pro tizi této mutace, ktera ma vliv jak na
ATPazu tak i na COX. Dochazi ke snizeni syntézy podjednotky Foa, coz vede k tvorbé
nekompletniho ATPéazového komplexu, ktery je schopen hydrolytické aktivity, ale

neumoznuje produkci ATP. Mutace poskozuje i funkci a biogenezi COX. Nalezy u pacienta

vvvvv
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klinickych pifiznaki a zaroven je vybornym modelem na studium biogeneze

mitochondrialni ATPazy.

5.2. Izolované deficity ATPazy zpisobené mutacemi v genech pro
jaderné kodovanou strukturalni podjednotku ATPazy

Izolované poruchy ATPazy na podkladé mutaci v jadernych genech pro strukturalni
podjednotky ATPazy jsou extrémné vzacné. [ prestoze je vétSina strukturalnich
podjednotek ATPazy, az na dvé (podjednotka Fya a A6L), kodovany jadernou DNA, byly
dosud popsany patogenni mutace pouze ve 2 genech, a to podjednotku Fie a Fio (Mayr
2010 — piiloha ¢. 8);(Jonckheere 2013).

Mutace v genu ATP5E pro podjednotku Fi¢

Ve spolupraci s rakouskymi kolegy jsme popsali dosud jediného publikovaného
pacienta s mutaci v jaderné kddované podjednotce €, kterd je soucasti F; ¢asti komplexu
ATPazy (Mayr 2004 — ptiloha ¢. 8). U pacientky byla pomoci sekvenovani nalezena
homozygotné missense mutace ¢.35A>G v 2. exonu genu ATP5E. Tato patogenni mutace
zapfiinuje aminokyselinovou zaménu tyrozinu na cystein na 12.pozici ve velmi
konzervované ¢asti proteinu. Funkéni dopady mutace zahrnuji 60-70 % pokles aktivity
hydrolyzy ATP citlivé na oligomycin i aurovertin a pokles i produkce ATP ve vzorcich
koznich fibroblasti (obr. 13). Strukturalni analyzy ukazaly vyraznou redukci obsahu celého
ATPazového komplexu (ptiblizn€¢ o 70-90 %). Nicméné ptfitomny komplex vykazoval
normalni velikost a obsahoval zabudovanou podjednotkou Fie. Nepozorvali jsme
pritomnost riznych subkomplext F; ¢asti, které by ukazalovaly na rozpad komplexu. Lze
tedy usuzovat, Ze zabudovana mutovana podjednotka Fie nema vliv na funkci zbylého
ATPazového komplexu, ktery si zachovava zbytkovou enzymatickou aktivitu jak
hydrolytickou tak syntetickou, které proporcionalné¢ odpovidaji mnozstvi piitomného
ATPé4zového komplexu. Za pouziti specifickych protilatek proti riznym podjednotkam
ATPazy (Fia; F1f; Fod; OSCP; Foa; F6; Foc) bylo nalezeno odpovidajici snizeni i obsahu
vSech vyse uvedenych podjednotek ATPazy s vyjimkou Fyc, kterd se nedegraduje a naopak
byla pfitomna ve zvySeném mnozstvi. Funkéni dopady mutované podjednotky Fie na

enzymatickou aktivitu zbylé ATPazy nebyly pozorovany.
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Obrazek 13 — Meéreni hydrolyzy a produkce ATP. (A) Hydrolyticka aktivita ATPazy citliva na
oligomycin a aurovertin byla mérena v rozmrazenych fibroblastech. (B) Produkce ATP byla mérena
Vv digitoninem permeabilizovanych vzorcich koznich fibroblastii za pouZiti riiznych substratii 10 mM
pyruvatu + 2,5 mM maldtu nebo 10 mM sukcindatu. Hodnoty predstavuji prumér = S.D. ze ctyr
nezavislych méreni u kontrol (C) a patienta (P). Prevzato z Mayr 2004,

5.3. Izolované deficity ATPazy zptisobené mutacemi v genech pro
jaderné kédované asemblaéni proteiny pro ATPazu

Na biogenezi ATPazového komplexu se podili mnoho jaderné kodovanych
proteint. Prvni pacient s patogenni mutaci v nové objeveném asemblacni proteinu Atp12p
byl popsan v pracech jinych autord a nasi skupinou (Sperl 2006 — ptiloha ¢. 5); (DeMeirleir
2004). Ve spolupraci s dalsimi pracovisti jsme identifikovali dalsi protein, ktery je zapojen
do asemblace ATPazy, transmembranovy protein 70 kdédovany genem TMEMT70 na

chromozomu 8.

Mutace v genu TMEM70

Ve spolupréaci s Fyziologickym ustavem Akademie véd CR (Odd.bioenergetiky)
nalezlo naSe pracovisté v roce 2008 u 23 pacientl s poruchou ATPazy novou mutaci ¢.317-
2A>G na konci 2.intronu, jakozto prvni popsanou patogenni mutaci v genu TMEM70
(Cizkova 2008). Postupné se rozsifilo spektrum patogennich mutaci v genu TMEM70 (viz
tabulka 2 na str.11). Pacienti s touto novou mitochondrialni nemoci maji velmi homogenni
klinicky projev snastupem jiZ v novorozeneckém véku. U pacientl je pfitomna
hypertroficka kardiomyopatie, psychomotoricka retardace, svalova hypotonie a u chlapct
hypospadie. V biochemickych nalezech je pfitomna laktatova acidéza, 3-methyl
glutakonova acidurie a intermitentné hyperamonémie. Jedna se tedy o novy
mitochondridlni syndrom s autozomalné recesivnim typem dédinosti s neonatalni

manifestaci a s projevy encefalokardiomyopatie. Specifické laboratorni nalezy ukazuji
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snizenou ADP-stimulovanou respiraci (méfeni pomoci oxygrafu), nizkou aktivitu tvorby
ATP. Strukturalni analyzy pomoci elektroforetickych studii prokazaly signifikantné snizené
mnozstvi pln¢ slozeného ATPazového komplexu (méné nez 30%) a naopak nardst obsahu

F1-ATPazovych subkomplexa (Sperl 2006; Honzik 2010 — piilohy ¢. 5 a 6).

Mutace v genu ATPAF12 (protein Atp12p)

V souboru pacientli publikovanych v nasi praci (Sperl 2006 — ptiloha ¢. 5) byla u
jednoho pacienta nalezena homozygotné mutace ¢.280T>A v jaderné¢ kodovaném genu
ATPAF2. Tato mutace vede k zaméné neutralniho tryptofanu na bazicky arginin v
asemblacnim proteinu Atpl2p, ktery je nutny pro biogenezi sav¢i ATPazy. U pacienta byla
pritomna tézkd novorozenecka encefalopatie S epilepsii a vyraznou psychomotorickou
retardaci, atrofii bazalnich ganglii a dysmorfickymi rysy (mikrognacie, sedlovity nos,
velkd usta, flekéni kontraktury). Laboratorné byla pfitomna metabolické laktatova aciddza,
zvySena hladina laktatu v likvoru, zvySené vyluCovani 3-methylglutakonové kyseliny
v moc¢i. Patogenni mutace v genu pro asemblacni protein Atpl2p se projevila jak poklesem
mnozstvi tak i1 aktivity ATPazy, kdy jaterni tkan byla vice ovlivnéna nez kosterni svalstvo.
Na kvasinkovém modelu bylo pozdé¢ji prokazano, ze tato mutace ovliviiuje solibilitu

proteinu Atp12p a vede ke zvySené agregaci proteinu (Meulemans 2010).

5.4. Kombinované deficity ATPazy zpisobené mutacemi v genech pro
mitochondrialni tRNA

Ptiblizné¢ 2/3 vSech bodovych mutaci v mtDNA je lokalizovano v genech pro
mitochondrialni tRNA, a z toho vice nez polovina v tRNA pro 4 aminokyseliny (leucin,
lysin, izoleucin a serin).

V na8i praci (JeSina 2010 — piiloha €. 3) je dokumentovdna vzacnd mutace
m.7512T>C v tRNAS VN, kterd byla popsana u prvni rodiny v Ceské republice. Jeliko
dochazi k ovlivnéni exprese mitochondridlnich genii pro strukturdlni podjednotky
OXPHOS vcetné ATPazy, tak jsme pomoci strukturdlnich analyz prokdzali postizeni
mnozstvi ATPazy i cytochrom ¢ oxidazy. Dale byly ptitomny subkomplexy Fi-ATPazy,
které nachazime 1 u izolovanych poruch ATPazy zplsobenych mutacemi
vV mitochondrialnim genu pro podjednotku Fe,a (obr. 14). Funkéni vySetfeni v rdznych
tkanich (kozni fibroblasty a kosterni sval) ukazaly sniZzenou aktivitu komplexu I+Il1I,

aktivity ostatnich komplexti byly na dolnich hranicich aktivit kontrolnich vzorkl (zejména
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komplex IV a komplexy I1+I1). Histochemické vysetifeni prokazalo COX negativnich
vlakna Vv bioptickém vzorku ze svalové biopsie, coz potvrzuje snizenou aktivitu COX.
Klinické a laboratorni projevy jsou popisovany u ¢lent této rodiny, u kterych dosdhla
heteroplazmie v riznych tkéanich vice nez 90 % (obr. 4 na str.17). V souladu s timto
zjisténim jsou studie u jinych poruch mitochondridlni tRNA, kde zavislost mezi stupném
heteroplazmie m.8344A>G a funk¢nim biochemickym fenotypem (aktivitou COX) ukazala
na prahovy efekt okolo 85 % (Boulet 1992). Obdobné ovlivnéni funkce a struktury
komplexi OXPHOS jsou popisovany u jinych mutaci postihujici i dalsi tRNA. U
nejcast&j$i priciny MELAS (m.3243A>G v tRNA™UYR) o MERRF (m.8344A>G v
tRNA™®) byly nalezeny sniZené aktivity enzymt dychaciho fetdzce a sniZena tvorba ATP
(James 1999). Ovlivnéni OXPHOS systému je zminovano i u raritnéjSich mutaci
(M.7472insC mt tRNASUN) y MERRF; m.7512T>C v tRNASYN: m 7497G>A v
tRNASUCN)Y) (Moolers 2005; Pulkes 2005).
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5.5. Kombinované deficity ATPazy zpiisobené poruchou
mitochondrialni polymerazy y (POLG)

Kombinovanou poruchu ATPazy, tedy postizeni nékolika enzymid OXPHOS vcetné
ATPéazy, na zéklad¢ riznych patogennich mutaci v genu POLG, pro mitochondridlni
polymerazu vy, dokumentuje prace JeSina (2011 — piiloha ¢. 7). Studovali jsme 3 pacienty,
ktefi byli slozenymi heterozygoty pro rizné mutace (c.926G>A; ¢.1399G>A,; ¢.1879C>T;
€.2542G>A) s aminokyselinovymi zaménami p.[R309H;R627Q], p.[A467T;G848S] a
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p.JA467T;P589L]. U vsech pacientd bylo ptitomno neurologické postiZeni s atrofii mozku
a dale hepatopatie. Snizeni obsahu ATPazy (az na 25% urovné kontrol) bylo nalezeno
v mitochondriich z jater a mozku (spolu s komplexy I, 11l a IV), zatimco ve svalu a srdci
byl obsah srovnatelny s kontrolou. Méfeni aktivit enzymt dychaciho fetézce v jaternich
mitochondriich ukazalo snizeni aktivit komplexu I, I+I11, [I+111111 a 1V (45-63% kontrol).
Histochemické analyza v jaterni biopsii ukazala snizenou aktivitu komplexu IV. Muzeme
tedy usuzovat, ze mitochondridlni deple¢ni syndrom na podkladé deficitu POLG je spojeny
s postizenim strukturdlnich podjednotek systému OXPHOS, které jsou kdodovany
mitochondrialni DNA. V souladu s literarnimi udaji se jevi nejcitlivéjsi komplex IV
(cytochrom c oxidaza), ktery ma 3 podjednotky kodované mDNA (CoxI, Cox I a Cox III).
Byli popsani pacienti se snizenou produkci ATP pfi normalni hydrolytické aktivite, coz je
v souladu s postizenim mitochondrialné kodovanych podjednotek ATPazy (zejména Foa)
(de Vries 2007; Schaller 2011). Kombinovany deficit OXPHOS véetné postizeni ATPazy
na zdkladé mutaci vgenu pro mitochondridlni polymerdzu y (POLG) spojeny
s Alpersonym-Huttenlocherovym syndromem se zda byt tkanové specificky (Tesatfova

2004; Schaller 2011; deVries 2008).

Zavér:

Prvni pripady izolovanych poruch ATPazy byly popsany v 90.letech minulého
stoleti. Béhem nasledujicich 25 let byli popsani novi pacienti s patogennimi mutacemi
v nové objevenych genech specifickych pro ATPazu. Vysledky naSich studii, které
popisuji funkéni a strukturdlni zmény ATPazy u pacienti s velmi vzacnymi
mutacemi, tak vyznamné prispély K rozsifeni znalosti o biogenezi, funkci a struktuie

enzymu.

i) Ukazali jsme, Ze mutace v termina¢nim kodénu genu MTATP6 pro podjednotku
Foa ATPazy vede k tvorbé nekompletniho ATPazového komplexu s omezenou
funkci a piedstavuje zaroven vyborny model pro studium biogeneze ATPazy.
Dokazali jsme, Ze vedle poruchy ATPazy vede mutace k poruse cytochrom c

oxidazy.

i) Vysledky od pacienta s mutaci v iniciaénim kodonu genu MTATP6 ukazaly, Ze v
pripadé lidské mitochondrialni DNA miZe byt mutovany kodén GUG vyuzit jako

alternativni inicia¢ni kodon v translaci.
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iii) Charakterizovali jsme u vzorki pacienta biochemické a patofyziologické

vi)

nasledky mutace m.8851T>C v genu MTATPG6, ktera byla dosud popsana pouze

klinicky anebo jen na kvasinkovych a bakterialnich modelech.

NaSe prace ukazala, Ze protein Tmem70 je novym dosud nepopsanym
membranovym proteinem a slouzi jako novy asemblac¢ni faktor pro ATPazu.
Piesny mechanizmus zapojeni proteinu Tmem70 na asemblaci je zatim
neobjasnén, nicméné ukazuje se, Ze hraje nepostradatelnou roli v jeji biogenezi.
Role podjednotky Fi&¢ neni zatim pIlné znama, nicméné na zakladé nasich
vysledkii predpokladame, Ze bude hrat vyraznou roli v biosyntéze a sloZeni F;
¢asti ATPazy a navic se zda, Ze je zapojena do zabudovani podjednotky F.c do
struktury rotoru ATPazového komplexu.

Nilezy u pacienti s mutaci m.7512T>C v tRNAS" VN

ukazaly, Ze tato mutace
predstavuje dal§i pri¢inu kombinovanych poruch ATPazy a rozSifuje naSe

znalosti exprese genti v mitochondrialni DNA.

vii) Porucha mitochondrialni polymerazy y vedouci ke kombinovanym deficitim

OXPHOS vcetné postizeni ATPazy je tkanové specifickd a dochazi k vyrazné

manifestaci v mozku a jatrech.
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6. Patobiochemie poruch ATPazy

Mitochondridlni ATPaza predstavuje klicovy enzym mitochondrialniho
energetického metabolizmu, jelikoz v savéich buiikach produkuje vice nez 90 % ATP. Jeji
poruchy jsou pfi¢inou zavaznych mitochondrialnich onemocnéni, kdy jsou nejvice
postizeny predevsim energeticky naro¢né orgéany, jako jsou nervova soustava, smysly a
srdce. U naSich pacientd s riznymi ATPazovymi poruchami (jaderné i mitochondridlné
podminénymi) jsme prokézali snizenou schopnost tvorby ATP v mitochondriich (JeSina
2004; Mayr 2010; Sperl 2006; Vojtiskova 2004 — ptilohy ¢. 1, 5, 8 a 16), a proto jsme se

zaméfili na objasnéni patofyziologickych procesti spojenych s timto snizenim.

6.1. Struktura a funkce ATPazy u ATPazovych poruch

Jaderné kodované izolované poruchy ATPazy ovliviiuji strukturu nebo regulaci
biogeneze ATPazového komplexu. I piestoZze maji riznou patobiochemickou podstatu,
typickym znakem je vyrazné snizeni obsahu ATPazového komplexu, ktery ma vSak
zachovalou spravnou zbytkovou funkci. MuZzeme je tedy oznacit jako ,kvantitativni
poruchy* ATPazy. A lze u nich o¢ekavat i relativni snizeni kapacity tvorby ATP, ktera se u
nasich pacient pohybuje ptiblizné pod 30 % hodnot u zdravych kontrol. Na mysim
modelu byla studovdna kapacita ATP syntazy ve vztahu k aktivité enzymu dychaciho
fetézce. Bylo zjisténo, Ze 1 pii 80 % inhibici ATPazy je jesté zachovana normalni ADP
stimulovana respirace, tedy funkce celého OXPHOS systému (Rossignol 1999). Obdobné
studie chybi na humdannich vzorcich. Nasi pacienti sjaderné¢ podminénou ATPazovou
poruchou, kterd vede k poklesu obsahu ATPazy i pod 10 %, jsou viabilni, lze tedy
pfedpokladat, ze cely energeticky mechanizmus tvorby ATP ma vyznamnou kapacitu a
funk¢ni rezervu (Housték 2006). Muzeme tedy usuzovat, ze mitochondrialni energeticky
metabolizmus je u jaderné¢ podminénych ATPazovych poruch méné postiZzen, neZ by
odpovidalo vyraznému poklesu obsahu enzymu.

U poruch ATPazy s mitochondrialni dédi¢nosti se jedné o postiZzeni podjednotek Foa
a méné Casto A6L, které ovliviiuji funkci protonového kanalu F,-Casti, stabilitu celého
ATPazového komplexu a interakci enzymu v suprakomplexovych strukturach OXPHOS.
Strukturdlni zmény zapficinéné missense mutacemi nebo mutacemi vedoucimi ke snizeni
mnozstvi podjednotek Foa nebo A6L se velmi ziidka projevi vyraznymi pokles mnozstvi
celého ATPazového komplexu. Biochemické a funkéni dopady zéavisi na mife

heteroplazmie dané mutace a vétSinou se demonstruji az pifi zastoupeni vice nez 80-90%
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mutovan¢ mtDNA. Jedna se tedy o ,kvalitativni poruchy“ ATPéazy, kdy je ptitomno
dostatecné mnozstvi ATPazového komplexu, ktery je vSak nekompletni, labilni a vétSinou
ztratil svoji ATP syntetickou a/nebo hydrolytickou aktivitu v zavislosti na typu mutace a
mistu ovlivnéni jednotlivych funkci enzymu. U nejcastéjsi mutace m.8993T>G v genu
MTATP6 (pro podjednotku Foa) jsme pozorovali pokles tvorby ATP az na 5-10 % hodnot u
kontrol (pfi homoplazmickém zastoupeni mutace) (VojtiSkova 2004; Housték 2006 —
ptilohy ¢. 16 a 18). Snizeni enzymové aktivity ATPazy bylo zjisténo u naSich pacientt,
ktefi nesli i velmi vzacné missense mutace - m.8851T>C; m.9134A>C, nebo mutaci
Vv termina¢nim kodonu m.9205 9206del. (JeSina 2004; Honzik 2012; Hejzlarova 2015;
Honzik 2013 — pfilohy ¢. 1, 2, 4 a 17).

Na my$im modelu byl studovan prahovy efekt zavislosti funkci ATPazy a dalSich
OXPHOS komplexii na heteroplazmii. JelikoZ se jedna o nelinedrni zavislost, lze
ptedpokladat, Ze i1 tvorba ATP neni linearni s mnozstvim ATPé4zy a i pfi vyrazném snizeni
obsahu enzymu je zachovéana urcita kapacita tvorby ATP (Rossignol 2013; Rossignol
1999). Jelikoz nejsou dostupné studie na humannim materialu, vytvofili jsme u naseho
pacienta (nesouciho patogenni mutaci m.9205 9206del v genu pro podjednotku Foa)
pomoci cybridil klony s riiznou heteroplazmii (v rozmezi od 52 % po takika homoplazmii

99 % mutované mtDNA) (obr. 15).

A C fibroblast P1 fibroblast P2 fibroblast
Cc cyé P1 lybrid >c.ybrid
Obrdzek 15 - Linie cybridi.

‘/// l \\4\‘ (A) Fibroblasty od pacientii s mutaci

P11 P12 P1.3 P14 P15 P1.6 P17 9205 9206del a kontrolnich vzorkii byly
RS enukleoviny a ndsledné fiizoviny s p°

B . .zzEzEEER buitkami ~ 143B  TKosteosarkomu  (bez
5353 T EEEE R mtDNA) a  byly  vytvoreny  linie

E‘ 5 E z E E E E E E transmitochondridlnich cybridii (P1.1-P1.7)

— —— (B) Obsah mutované mtDNA v cybridnich
e R T AR TR Gbp klonech byl stanoven pomoci restrikcni

analyzy (s NsiL 9183-9329 mtDNA produkty

/ / / / / l \ \\\ PCR) a vyjadren jako mnozstvi fragmentii

0 99 89-92 52-53 84-90 61-74 84-86 92-93 85-89 57-73 138 bp a 116 bp odpovidajici heteroplazmii.
Heteroplazmie (%) mutace 9205_9206del Prevzato z Hejzlarova 2015.

Na tomto modelu byl studovan prahovy efekt zavislosti obsahu podjednotky Foa a
funkce ATPazy na heteroplazmii mutace. Nejdiive byla analyzovana zavislost obsahu

podjednotky Fea, kdy az pii 90% heteroplazmii dochazi k vyraznému snizeni jejiho
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mnozstvi (Obr. 16A). Analyza zavislosti funk¢nich vlastnosti ATPazy, ADP-stimulované
respirace a ATP syntetické aktivity, na heteroplazmii ukazala vyrazny pokles také az pfi
dosazeni heteroplazmie pfiblizné¢ 90% (obr. 16B, C). Tyto nalezy jasn€¢ ukazuji na velmi
podobné prahové hodnoty pro funk¢éni dopady i zmény obsahu, které jsou vzajemné
korelovany na obrazku ¢. 16D a maji pii tomto vyjadieni linearni charakter. Energeticka
funkce celého OXPHOS systému a dostate¢na schopnost tvorby ATP by proto mohly byt
proporcionalné zavislé na dostupném obsahu podjednotek ATPazy (a v tomto piipadé i

cytochrom c oxidazy) (Hejzlarova 2015 — piiloha ¢. 17).
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Obrdzek 16 - (A) Zavislost obsahu podjednotky F.a ATPdzy na heteroplazmii mutace
m.9205_9206del. Podjednotka byla detekovana pomoci specifické protildatky a obsah byl normovdn
na porin. (B) Zavislost tvorby ATP na heteroplazmii. Produkce ATP byla mérena S vyuzitim
luciferazy. (C) Zavislost ADP-stimulované respirace na heteroplazmii. Méreno oxygraficky a
vyjadreno jako oligomycin sensitivni porce za vyuZiti sukcindtu jako substrdtu. (D) Korelace
produkce ATP a ADP-stimulované respirace na obsahu podjednotky Fo,a ATPazy. Prevzato z
Hejzlarova 2015.
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6.2. Mitochondrialni membranovy potencial 4y, a tvorba ROS u
ATPazovych poruch

Pti spravné funkci respiraéniho fetézce vznikd protonovy gradient na vnitini
mitochondrialni membran¢ a je utilizovan pti tvorbé ATP na ATPaze. Pokud dojde k poruse
vedouci ke zvySeni tohoto gradientu, dochazi k hyperpolarizaci membrany, coz ma za
nasledek zvySenou tvorbu volnych radikali. NarGst mitochondridlniho membranového
potencialu (4wm) nad cca 130 mV je jiz spojovan se zvySenou tvorbou kyslikovych
radikalt (Korshunov 1997). Zaméfili jsme se proto na analyzu Ay, u pacientd s poruchou
ATPazy pomoci prutokové cytometrie s detekci fluorescencniho signalu na vzorcich
koznich fibroblasti permeabilizovanych digitoninem. U naSich pacientli s mutacemi v
genu MTATP6 pro podjednotku Fea ATPazy (m.8993T>G; m.9205_9206del) jsme
prokazali signifikantné zvySenou hodnotu Ay, a obdobné zvySeni Awny jsme nalezli i u
pacientl s jaderné podminénymi poruchami ATPazy — ptiblizné o 20 mV a dosahoval tedy
vyssich hodnot nez 130 mV (JeSina 2007; Housték 2004; Vojtiskova 2004; Pecinova 2010
— prilohy ¢. 16, 18-20).

Nésledné jsme ovéfovali, zda narast Ay, zplisobuje i1 zvySenou tvorbu ROS, které
jsme detekovali fluorometricky za pouziti sondy CM-H,DCFDA (chloromethyl-2",7"-
dichlorodihydrofluorescein diacetat). U pacientli nesoucich mutaci m.8993T>G byla jiz
diive zaznamenana zvySena tvorba ROS (Mattiazzi 2004;  Housték 2004; Geromel
2001). U nasSich pacientt s jaderné¢ (mutace v genu TMEM70) i mitochondrialné (mutace
m.9205_9206del v genu MTATP6) podminénymi poruchami ATPazy jsme prokazali
zvySenou tvorbu ROS (pfiblizné 1,8-nasobn¢). Po podani uncoupleru FCCP (Carbonyl
cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) doslo k poklesu ROS (FCCP sensitivni
porce byla 2xvyssi u pacientt), coz potvrdilo mitochondrialni pivod detekovanych ROS.
Narast tvorby ROS koreluje s vy$$im Ay, dosahujicim hodnot pies 130 mV (Pecinova
2010; Jesina 2007 — piilohy ¢. 19-20);(Mracek 2006).

K zhodnoceni antioxidacnich procest jsme studovali enzym mitochondridlni
superoxiddismutazu (MnSOD/SOD2). Jeji zvySena aktivita byla pozorovana u pacientd
s jadernymi poruchami ATPazy. Upregulace a zvySeny obsah MnSOD jsme detekovali u
pacienta s ATPazovou poruchou (mutace m.9205_9206del v genu MTATPG6) (Jesina 2007 —
ptiloha ¢. 19). Dalsi markerem antioxida¢nich d&ji byl scavanger ROS, glutathion. U
pacientd s poruchou ATPazy jsme prokézali jeho signifikantni sniZeni ve vzorcich koznich

fibroblastt oproti kontrolnim vzorktim (Pecinova 2010 — piiloha ¢.20).
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6.3. Oxidativni stres, dysfunkéni zmény ATPazy a OXPHOS u epilepsii

Volné¢ radikaly a oxidativni stres s naslednou mitochondridlni dysfunkci jsou
zapojeny do patogeneze mnoha neurologickych nemoci, véetné epilepsie (Patel 2004). U
mitochondrialnich poruch ATPazy jsme prokazali zvySenou tvorbu ROS, a proto jsme
studovali ovlivnéni ATPazy a celého OXPHOS u epilepsie. Ke studii mitochondrialniho
energetického metabolizmu jsme pouzili ¢tyfi rizné zvifeci modely epileptogeneze, kdy
jsme generalizované tonicko-klonické kiece indukovali intracerebroventrikularné
aplikovanymi latkami (DL-homocysteovou Kkyselinou, pilokarpinem, kainatem nebo 4-
aminopyridinem). Vramci analyzy celého OXPHOS systému, kde jsme prokazali
signifikantni snizeni aktivity komplexu I beze zmény jeho obsahu, jsme analyzovali i
mitochondridlni ATP4azu. Funkéni studie ADP-stimulované respirace a pomér respiracni
kontroly, které odrazi sptaZeni respirace s tvorbou ATP, neprokazaly odchylky od kontrol.
S vyuzitim elektroforetickych a Westernblot analyz nebyly zaznamenany zmény mnozstvi
a/nebo slozeni ATPazy. Nepozorovali jsme ani zmény mnozstvi produkovaného ATP.
V souhrnu lze konstatovat, ze u téchto epileptickych modelli, s prokazanou inhibici
komplexu I, nedochazi k ovlivnéni energetického metabolizmu tvorby ATP, ani ke
strukturalnim ¢i funkénim zménam ATPazové komplexu (Folbergrova 2007; Folbergrova
2010; Folbergrova 2013 — piilohy €. 21-23).

Na téchto modelech epileptogeneze jsme vedle poruchy mitochondrialniho
energetického metabolizmu analyzovali i oxidativni stres a antioxida¢ni mechanizmy. Ke
studiu oxidativniho stresu bylo pouzito n¢kolika nezavislych metod analyzy:

e markerl oxidativniho stresu: peroxidace lipidl, aktivita akonitdzy, tvorba 3-
nitrotyrozinu, 4-hydroxynonenalu a karbonylovanych proteint,

e tvorby ROS: markery produkce superoxidového aniontu a peroxidu vodiku,

e aktivit a mnozstvi antioxida¢nich enzymil: mitochondridlni superoxiddismutazy
(MnSOD/SOD2); cytosolarni superoxiddismutazy (CuznSOD/SOD1),
glutationperoxidazy (GPX), glutationredukazy (GR) a katalazy.

Zvysenou roli oxidativniho stresu v patobiochemii poruch mitochondrialniho
energetického metabolizmu jsme dolozili vSemi uvedenymi metodami - zvySenou
peroxidaci lipidd, vyssi tvorbou 3-nitrotyrozinu, 4-hydroxynonenalu a karbonylovanych

proteind, zvySenou produkci markerti tvorby superoxidového aniontu a peroxidu vodiku
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spolu se snizenou aktivitou akonitazy (enzym citlivy na pasobeni ROS) (obr.17). Analyzy
hlavnich antioxidanich enzymt ukdzaly upregulaci superoxiddismutazy (aktivita i
mnozstvi enzymu), ale aktivita kataldzy a glutationperoxidazy ziistala nezménéna. Tato
data naznacuji, Ze oxidativni stres u zvifecich modelii s ovlivnénim mitochondridlni
energetického mechanizmu je zptisoben nejenom zvysenou tvorbou volnych radikald, ale 1
limitovanou antioxida¢ni odpovédi (Folbergrova 2007; Folbergrova 2010; Folbergrova
2013; Folbergrova 2016 - ptilohy ¢. 21-24).
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Obrazek 17 - (A) Peroxidace lipidii byla mérena v homogendtu mozkové tkané jako mnoZstvi
thiobarbiturat reaktivni produktu (TBA-RS). Jedna se o prumér 6 nezavislych meéreni £ S.D.
*P<0,05 ve srovndni s kontrolami. (B) Aktivita akonitizy byla mérena ve vzorich izolovanych
mitochondrii. Jedna se o primér 3 nezavislych mereni = S.D. *P<0,05 ve srovnani s kontrolami.
(C) Produkce ROS byla marena jako tvorba H;O, V rozmrazenych mitochondriich pomoci oxidace
sondy AmpexUltraRed. Pouzity byly 10 mM glutamat + 3 mM malat (G+M); 1 ug/ml antimycinu A
(AA) a 1uM rotenon (Rot). Jedna se opriumér 3 nezavislych méreni £ S.D. *P<0,05; **P<0,01 ve
srovnani s kontrolami. Prevzato z Folbergrova 2007.

RGzné antioxidanty byly vyuzity na bunkach s ATP4zovou poruchou (nesouci
patogenni mutaci m.8893T>@), které mély pozitivni efekt na snizeni tvorby ROS, zlepSeni
viability bun¢k anebo tvorby ATP (Mattiazzi 2004; Geromel 2001). Na zakladé vyse
uvedenych vysledkil jsme se zaméfili na potencidlni vyuZiti antioxidantli, scavengert ROS
a dalsich latek k ovlivnéni oxida¢niho stresu a snizeni poskozeni mitochondrialniho
energetického metabolizmu. Jeho zmény jsme u téchto modelt studovali po aplikaci
scavengeru volnych radikdlii Tempolu (mimetikum superoxiddismutazy a antioxidant
oxidi dusiku), selektivniho scavangeru peroxynitritu FeTPPS (5,10,15,20-tetrakis-(4-
sulfonatofenyl) porfyrinat Zelezity), mimetika superoxiddismutazy MnTMPYP (1-methyl-
4-pyridyl)porfyrin pentachlorid manganity) a antioxidantu resveratrolu (3,5,4"-trinydroxy-
transstilben). U vSech vySe uvedenych latek jsme v naSich studiich zaznamenali jak

signifikantné¢ mensi inhibici komplexu I, tak i niz$i tvorbu superoxidu. Latky mély tedy
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jednoznacéné protektivni efekt na mitochondridlni energeticky metabolizmus a zabranovaly
vyssi produkci ROS (Folbergrova 2010; Folbergrova 2016; Folbergrova 2017 — ptilohy ¢.
22, 24-25).

Zavér:

Poruchy ATPazy jsou zpiisobeny mutacemi v jadernych i mitochondridlnich
genech. Jaderné podminéné defekty vedou Kk tzv. ,kvantitativnim“ zménam, kdy je
pritomno sniZené mnoZzstvi funk¢éni ATPazového komplexu. Naopak mitochondrialné
podminéné defekty zpusobuji tzv. ,kvalitativni® poruchy, kdy je ATPazovy komplex
zastoupen v dostatecném mnoZstvi, av§ak nekompletni a vétSinou ztratil svoji ATP
syntetickou a/nebo hydrolytickou aktivitu v zavislosti na typu mutace. Nezavisle na
skute¢nosti, zda je sniZené mnoZstvi normalné fungujiciho enzymu nebo normalni
mnozstvi ale poSkozeného enzymu, dochazi ke sniZeni funkce tvorby ATP. V piipadé
mitochondridlné podminénych poruch hraje vyraznou roli hladina heteroplazmie pro
dané mutace a jejich prahovy efekt. ZvySeni mitochondridlniho membranového
potencialu Ay, je pozorovano u obou typi ATPazovych poruch a stejné tak i zvySena
tvorba volnych radikiali a nasledna aktivace antioxidaénich enzymi (napf.
mitochondrialni superoxiddismutazy). SniZeni energetického zasobeni tkani a zvySeny
oxidativni stres piredstavuji nejvyznamnéjsi komponenty patobiochemickiych procesi
U mitochondriilnich onemocnéni zpisobenych ATPiazovymi defekty, které mohou byt

doprovazeny nekrotickymi a apoptotickymi procesy (obrazek ¢. 18).

mutace

v mitochondridlni antioxidacni apoptéza
procesy . .
DNA ¢,/)\7 nekréza
& %7 1 tvorba ROS
Tay,,
Porucha
ATP syntazy
oﬁ { produkce ATP

mutace
v jaderné DNA 3 nedostateéné
energetickeé

zasobeni

Obrazek 18 — Patobiochemické procesy u poruch ATPazy. ROS — reaktivni formy kysliku, Ay,
mitochondridalni membranovy potencial. Prevzato 7 Houstek 2004.
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ZvySeny oxidativni stres hraje vyraznou roli v patogenezi mitochondrialnich
onemocnéni véetné defektii komplexu I, ale také v patobiochemickych procesech u
poruch ATPazy. Na zakladé naSich vysledkii lze tedy u poruch mitochondrialniho
energetického metabolizmu vcetné poruch ATPazy cilit 1écbu na sniZeni oxidativniho

stresu.
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7.  Shrnuti

Diky intenzivnimu vyzkumu doSlo béhem posledni dekady k vyraznému
rozSifeni poznatki o mitochondrialni ATPaze. Byly popsany prvni mutace v genech
pro strukturalni podjednotky, nové byl objeven asembla¢ni protein Tmem70 a
popsano vice nezZ 40 novych pacientii s riznymi patogennimi mutacemi. Byly
objasnény patobiochemické procesy spojené s energetickou deprivaci a zvySenym
oxidativnim stresem u poruch ATPazy. Ackoliv soucasna medicina zatim nezna
ucinnou léébu poruch ATPazy, tak vcasna diagnostika a nasledné genetické

poradenstvi predstavuje vyrazny lékai'sky prinos pro pacienty a postiZené rodiny.
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9. Pouzité zkratky

ADP
ALT
ANT
AST
ATP
ATPAF2
ATP5E
ATP5A1
Atpllp
Atpl2p
CK
CM- H,DCFDA
CNS
COX

adenosindisfosfat
alaninaminotransferazu

ADP/ATP transportér
aspartataminoatransferaza
adenosintrifosfat

gen pro asemblacni protein Atp2p
gen pro strukturalni podjednotku Fie
gen pro podjednotku Fia
asemblacni protein pro ATPazu
asemblacni protein pro ATPazu
kreatinkinazy

chloromethyl-2",7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat
centrdlni nervova soustava
cytochrom ¢ oxidaza

CuzZnSOD/SODL1 cytosolarni superoxiddismutaza

DAPIT

DGUOK
FADH;
FCCP
FeTPPS
GPX

GR
LHON
MELAS

MERRF
MILS
MLASA
mGPDH
MNGIE
MnSOD/SOD2
MnTMPYP
MTATP6
MTATP8
mtDNA
NADH
NARP
NGS

NMR

membranovy protein - Diabetes-Associated Protein in Insulin-
sensitive Tissue)

deoxyguanosinkinaza

flavinadenindinukleotid

carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinat zelezity
glutationperoxidaza

glutationreduktaza

Leberovy hereditarni neuropatie optiku

Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like
episodes

Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red Fibers

materndlné dédény Leigh syndrom

Mitochondrialni myopatie, laktatova acidoza, sideroblastickd anémie
mitochondrialni glycerolfosfatdehydrogenaza

mitochondrialni neurogastrointestindlni encefalomyopatie
mitochondridlni superoxiddismutdza
1-methyl-4-pyridyl-porfyrin pentachlorid manganity

gen pro podjednotku Foa ATPazy

gen pro podjednotku A6L ATPazy

mitochondridlni DNA

nikotinamidadenindinukleotid

neuropatie, ataxie a retinitis pigmentosa

sekvenovani nové generace

nuklearni magnetické rezonance
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OSCP oligomycin sensitivity-conferring protein

OXPHOS systém oxidativni fosforylace

PAGE polyakrilamidova gelova elektroforéza (BN — BlueNative;
SDS — sodium dodecylsulphate)

PCR polymerazova fetézova reakce

POLG mitochondridlni polymeraza y

ROS reaktivni formy kysliku

RNS reaktivni formy dusiku

RRF ragged red fibres

SDH sukcinatdehydrogenaza

TIM translokéza vnitini membrany

TK2 tymidinkindza 2

Tmem70 asemblac¢ni protein pro ATPazu

TOM translokdza vnéj$i membrany

TYMP tymidinfosforylaza

Aun® elektrochemicky potencidl protonového gradientu

AY mitochondridlni membranovy potencial
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