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Abstrakt

Mitochondrialni onemocnéni se vyznacuji vysokou mirou genotypové 1 fenotypové
heterogenity, jako celek se vSak fadi mezi jedny z nejCastéjSich vrozenych metabolickych
poruch. Lécba téchto onemocnéni je zatim velmi omezend, ackoliv probiha fada vyzkumui
novych terapeutickych ptistupti. Kromé farmakologickych metod, existuji i pfistupy
nefarmakologické, jako je zatazeni urcitych dietnich rezimu, fyzické aktivity ¢i vystaveni se
hypoxii. Vzhledem ke spiSe obecnému mechanismu pusobeni tak mohou tyto metody
nabidnout benefity SirSimu spektru mitochondrialnich pacientt, a to i pfes odlisné primarni
defekty. Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o vyuziti cviceni, ketogenni diety a aplikaci

hypoxie jako mozZnych terapeutickych ptistupti v 1¢cbé mitochondridlnich onemocnéni.

Kli¢ova slova: mitochondrie, mitochondrialni onemocnéni, terapie, cvic¢eni, ketogenni dieta,

hypoxie



Abstract

Mitochondrial diseases are characterized by a high degree of genotypic and phenotypic
heterogeneity, but as a whole group, they represent one of the most common forms of inborn
errors of metabolism. Treatment of these diseases is still very limited, despite massive body of
ongoing research projects, which are focussed on new therapeutic approaches. Besides
pharmacological methods, there are also non-pharmacological approaches such as certain diet
regimens, physical activity or exposition to hypoxia. Due to their relatively generalized
mechanism of action, these methods may offer benefits to a wider range of mitochondrial
patients, despite different primary genetic defects. This work summarizes the existing
knowledge about the use of exercise, ketogenic diet, and hypoxia application as possible

therapeutic approaches towards the treatment of mitochondrial diseases.

Keywords: mitochondria, mitochondrial diseases, therapy, exercise, ketogenic diet, hypoxia



Seznam zkratek

A = adenin

AcAc = acetoacetat

ACAT = Ac-CoA acetyltransferaza
Ac-CoA = acetyl-CoA

ADP = adenosindifosfat

AMPK = adenosinmonofosfatem aktivovana protein kinaza
ATP = adenosintrifosfat

BDH = beta-hydroxybutyratdehydrogenaza
C = cytosin

CoA =koenzym A

COX = cytochrom ¢ oxidaza

ETC = elektron transportni fetézec
FA-CoA = acyl-CoA

FADH; = flavinadenindinukleotid

FFA = volna mastna kyselina

FOXO3 = forkhead box protein O3

FRDA = Freidreichova ataxie

FXN = frataxin

G = guanin

HEK 293 bunécné linie = bunécnd linie odvozend z lidskych embryondlnich ledvinovych
bunék

HIF = hypoxii indukovany transkrip¢ni faktor

HIIT = vysoce intenzivni intervalové cviceni

HMGCL = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyaza

HMG-CoA = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

HMGCS = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntaza

HT-29 buné¢na linie = bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu

K562 bunééna linie = myelogenni leukemickd bunééna linie



kcal = kilokalorie
KD = ketogenni dieta

LHON = z anglického Leber’s hereditary optic neuropathy / Leberova hereditarni neuropatie
optiku

MCT = monokarboxylatovy transportér

MELAS = z anglického mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke like
episodes / mitochondridlni encefalomyopatie, laktatova acidoza a prihody podobné mrtvici

mtDNA = mitochondridlni DNA

NADH/NAD" = nikotinamidadenindinukleotid

NCAM = molekuly adheze neuralnich bunék

nDNA = jaderna DNA

Ndufs4 KO = Ndufs4 knockout

NRF = nuklearni respiracni faktor

OXCT = 3-oxo0acyl-CoA transferaza

p38 MAPK = p38 mitogenem aktivovana protein kindza
PEO = progresivni externi oftalmoplegie

PGC-1 = inducibilni koaktivator 1 receptoru aktivovaného peroxizomalnim proliferatorem
PH = prolyl hydroxylaza

POLG = mitochondrialni DNA polymeraza gama
PPAR = receptor aktivovany peroxizomalnim proliferatorem
pVHL = von Hippel-Lindau protein

ROS = reaktivni formy kysliku

rRNA = ribosomalni RNA

SIRT = sirtuin

T = thymin

TCA = cyklus trikarboxylovych kyselin

TFAM = mitochondridlni transkrip¢ni faktor A
TMEMI126B = transmembranovy protein 126B

tRNA = transferovda RNA

tRNAM" = tRNA pro leucin



tRNATP = {RNA pro tryptofan

Ub = ubiquitin

UCP = rozptahovaci protein

VHL KO = von Hippel-Lindau knockout
VOamax = maximalni spotieba kysliku
BOHB = beta-hydroxybutyrat

Box = beta-oxidace mastnych kyselin



Obsah

UIVOU .ottt 1
Lo MIEOCROTIATIC ...ttt ettt ettt ettt sa et e s bt est e beebe et e bt eateeesneenees 2
2. Mitochondridlni ONEMOCHENT. .......eeiuiiieiiiiiiieeie ettt ettt et ettt e bt e s et e st eeneeeeeas 3
K T €7 1< 1| OSSR RPR 6
3.1 Otazka bezpecnosti cvi¢eni u mitochondrialnich pacientll............cceeeveeeiveciiesieeneenienieeieennn 6
3.2 Molekularni a buné€€né meChaniSMY ..........ccceveerierieriieieeeee ettt 7
3.3 Vliv cviceni na mitochondridlng pacienty.........cccceevieriiriieiieiieierte et 9
3.4  CviCeni, mitochondrialni metabolizmus a prevence Starnuti............cccevvveriververreesreerreeseeenens 10
34.1 Vliv fyzické aktivity na mtDNA mutatorovy mysi model ..........ccccevevieviveveenieneennenns 10
3.4.2 Mechanismus pasobeni fyzické aktivity u mtDNA mutatorového mysiho modelu...... 11
343 Vliv fyzické aktivity na funkci mitochondrii u SENIOTT........ccvevvierieriiiiieieesee e 12

3.5 Shrnuti vyuziti cvi¢eni jako terapie pro mitochondrialni defekty ..........cccoevvevevvrvrniiennennnen. 12

4. KetOZENNT ICLA.....c.iiiiiiiieii ettt ettt et e st e st e et e et e bt e bt e hteeate et e ete e bt e saeeeneeeas 13
4.1 Princip KetoenNT ity ......cccueeiieiiieiieiierie ettt ettt sttt 13
4.2 S10ZenT KEtOZENNT ICLY ...ecvvereiieiieiieiieitesite ettt ere ettt e s r e ereesbeesbe e e e ssaessseesseensaesseas 15
4.3 Ketogenni dieta @ EPilePSiC.....c.ccriirierierierieeiierieieeseeseesaesreeseeseesseesreessnessseesseesseesseenens 16
4.4  Ketogenni dieta a defekty komplexu L..........ccoooiiiiiiiiiiii e 16
4.5 Dalsi ptipady s pozitivni odezvou na ketogenni dietU..........c.cceveevveeveenienieniieere e 18
4.5.1 Progresivni externi oftalmoplegie ........ccoovveeviiiriieriecie et 18
452 MULACE ZENU BUSTL ...ttt ettt sttt et 19
453 Mutace genu pro mitochondridlni tRNATP ..o 19

4.6 Shrnuti aplikace ketogenni diety u mitochondrialnich pacientll ............cceevvevieevieniesiennenns 19

T & ' 010>« (<SPS 20
5.1 Molekularni mechanismy adaptace na hypPOoXii ......ccceecieeiieiiiesiieiieriesie ettt 20
5.2 Hypoxie jako 1é€ba mitochondrialnich onemMOCNENI .......c.eccvveveveiiieiiieriieciecie e 22
5.2.1 Pleiotropni efekt VErsus RYPOXIC ....ccvevviiiieriieriieiiecie ettt et seeseresveereesreeseaesene e 22
522 Mysi model Leighova syndromu a hypoXie ........ccceeeieeiieiiiesiieniierienieeieeieesee e 22
5.2.3 Vliv hypoxie pii defektech frataxinu........ccecceevierieriiiecieiieieee e 24
524 Alternativni cesty navozeni hypoxick€ého programu...........cccceeevvevieiiiivieeneeneenie e, 24

5.3 Realné terapeutické moZnosti VyUZiti RYPOXIC......cccviervieriierierieiieeieerieesee et 24
5.4  Zaverené shrnuti terapie RYPOXIL..c.cccverierieriiiriieiieiieterte ettt 25
< S TS STUSRRTR 26



Uvod

Mitochondrialni onemocnéni ptedstavuji jedny z nejcastéjSich vrozenych metabolickych
defektt, které negativné ovliviiuji zivot pacientt i jejich rodin. I pfes veskery pokrok v oblasti
mediciny a farmakologie je léCba mitochondridlnich onemocnéni stidle znacné limitovéana
a pacienti jsou tak cCasto odkdzani pouze na velmi omezenou symptomatickou lécbou
a psychologickou podporu v rdmci pacientskych organizaci. Vzhledem k riznorodosti pfi¢in

1 projevu téchto onemocnéni neexistuje ani univerzalné uzivany jednotny postup 1écby.

Hledéani vhodnych terapeutickych metod je vSak na dobré cesté a hned nekolik ptistupt je jiz
v preklinickém a klinickém testovani. Jedna se o terapie zahrnujici farmakologii, transplantaci
organli, editaci genomu ¢i metabolické pfistupy. 1 pies to ale jeSté néjaky cas potrva
dokonceni a vyhodnoceni jednotlivych klinickych studii, jejichz Uspé&Snymi vysledky je
podminéno oficidlni schvaleni dané metody a moznost vyuziti v praxi. V mezidobi jsou tak
moznym piistupem pravé nckteré nefarmakologické metody, které maji spiSe obecny
mechanismus pisobeni, ¢imZ mohou poskytnout benefity vétSimu procentu pacientd

s rozdilnymi primarnimi defekty.

Pravé vzhledem k témto okolnostem jsem se rozhodla zpracovat svou bakalédfskou praci
na téma nefarmakologickych metod jako pfistupli v 1é¢bé mitochondridlnich onemocnéni.
Zaméfila jsem se konkrétné na ketogenni dietu (KD), cvi€eni a hypoxii. Mym cilem bylo
shrnout dosavadni poznatky o mechanismech, kterymi tyto metody mohou mitochondrialnim
pacientim pomoci, jaké jsou vysledky téchto metod v preklinickych 1 klinickych studiich
ajak realné¢ pacientim pomadhaji, popfipadé jaké problémy se pii zahrnuti téchto metod

do terapeutickych protokolii mohou objevit.



1. Mitochondrie

Dle endosymbiotické teorie vznikly mitochondrie v evoluci z prokaryotniho organismu,
obdobné¢ jako chloroplasty. Piivodcem mitochondrii jsou a-proteobakterie, konkrétné jejich
nejbliz§imi ptibuznymi se zdaji byt rodiny Rickettsiaceae a Anaplasmataceae (Wang & Wu,
2015). Jak mitochondrie, tak chloroplasty vykazuji i pfes lokalizaci uvnitf eukaryotické buiky
nekteré autonomni vlastnosti, napf. vlastni DNA ¢i proteosynteticky aparat, a proto jsou

oznacovany jako semiautonomni organely.

Strukturalné lze mitochondrie délit na né€kolik oddilt: vnéjsi mitochondridlni membrana,
mezimembranovy prostor, vnitini mitochondrialni membrana s kristami a matrix (obrazek 1).
Mitochondrie tvofi velmi dynamickou strukturu diky neustdlym fizim, délenim a zménam
bunécné lokalizace diky interakcim s molekuldrnimi motory cytoskeletu (Bereiter-Hahn &

Voth, 1994).

Obrazek 1: Fotografie a zjednoduSena struktura mitochondrie.
1 - mezimembranovy prostor, 2 — vn&j$§i membrana, 3 — matrix, 4 — krista, 5 - vnitini membrana

Ptevzato a upraveno (Alberts et al., 2002).

Mitochondrie jsou oznacovany jako bunécné elektrarny, jejichz ukolem je produkce ATP
v procesu oxidacni fosforylace. Oxidacni fosforylace zahrnuje tvorbu protonového gradientu
v mezimembranovém prostoru diky elektron transportnimu fetézci (ETC) probihajicimu
na komplexech vnitini membrany. Tento gradient je nasledné vyuzit enzymem ATP syntazou,
téZ oznaCovanym jako FoF1 ATPaza, k produkci ATP z ADP a anorganického fosfatu.

Probihaji zde vSak i jiné biochemické procesy, jako je cyklus trikarboxylovych kyselin
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(TCA), beta-oxidace mastnych kyselin (Box), cast cyklu kyseliny mocové, tvorby hemu
¢i syntéza zelezo-sirnych center. Podstatnou ulohu hraji mitochondrie i pfi programované

bunécné smrti a produkci reaktivnich forem kysliku (ROS).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) u clovéka obsahuje 16 569 part bazi a koduje 2 rRNA,
22 tRNA a 13 proteini pro n¢které podjednotky komplexti ETC (Anderson et al., 1981).
Mitochondrialni proteiny vsak nejsou kodovany pouze mtDNA, naprosta vétSina jich je
koédovana jadernou DNA (nDNA). Béhem evoluce totiz dochazelo k piesouvani gent
do jaderného genomu hostitelské¢ bunky (Fukuda et al., 1985). Mitochondrialni DNA se
vyskytuje v podobé nukleoidu. Oproti nDNA, ktera je v lidském bunééném jadfe obsaZzena
pouze ve dvou kopiich, mitochondrie obsahuji vice nukleoidi, které navic obsahuji vice kopii
mtDNA (Satoh & Kuroiwa, 1991). Jedina buiika tedy obsahuje velky pocet kopii mtDNA,
které ale nemuseji byt zcela totozné kviili nejriznéjSim mutacim (at’ jiz zdédénym nebo

somatickym), v tom ptipadé mluvime o heteroplasmii (Lightowlers et al., 1997).

2. Mitochondrialni onemocnéni

Mitochondrialni onemocnéni jsou velice riznorodd, a to jak v mutacich, které je zpusobuji,
tak 1 fenotypovych projevech a jejich intenzit¢. Obecné vSak spadaji do metabolickych
onemocnéni a jsou jedny z nejéastéjSich vrozenych defektd metabolismu. Pokud se jedna
o méné zavazné defekty, nemusi se onemocnéni projevit u jedince ihned v raném véku
a k manifestaci mize dojit az v dospélosti. Pocet pfipadli, u nichz se mitochondrialni
onemocnéni projevi jiz vdétském veéku, je odhadovan na 5-15 ze 100 000.
Ve vétsSing piipadil umiraji tito pacienti béhem prvnich let zivota (Debray et al., 2007).

Prevalence u dospélych je odhadovana na 23 jedincii ze 100 000 (Schaefer et al., 2019).

JelikoZ je pro spravnou funkci mitochondrii zapotfebi nejen mitochondridlni, ale 1 jaderny
genom, dochazi k rozsifeni moznych genti, které mohou byt zasazeny mutaci, na dva genomy,
a tudiz 1 rozsiteni mozného typu dédi¢nosti na materndlni, Mendelovskou a jejich kombinaci.
Variabilita projevil je dana téZ tim, Ze bunika obsahuje mnoho kopii mtDNA, a tudizZ pomér
mezi divokymi a mutovanymi mtDNA hraje vyznamnou roli v samotném projevu a nasledné
jeho intenzit¢ vramci jednotlivych organt. Stejnd mutace se tedy u riznych jedinca
(a to 1 vramci rodinnych pfislusnikid) miZe projevovat odlisné¢ (Macmillan et al., 1993).
A naopak, rizné mutace mohou zplsobovat stejnd onemocnéni. Piikladem miize byt
onemocnéni LHON (z anglického Leber’s hereditary optic neuropathy / Leberova hereditarni

neuropatie optiku), které je nejcastéji zptisobovano mutacemi mtDNA na pozicich 3460G>A,
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3700G>A, 10663T>C, ale i1 fadou dalSich (Lott et al., 2013). Mutace, zplsobujici stejné
onemocnéni, navic nemusi byt pouze v jednom genomu, ale mohou se nachazet jak v mtDNA,
tak i nDNA. To lze demonstrovat jak na vySe zminéném onemocnéni LHON (Stenton et al.,

2021), tak 1 na neurodegenerativnim onemocnéni Leighova syndromu, u kterého byla zjisténa

wr v

spojitost s vice nez 75 moznymi mutacemi napii¢ obéma genomy (Lake et al., 2016).

Ptdza ofniho vicka Zﬂ:um =
Oftaimicplegie Putuchy sluchu ;
s Ztrata sluchu Mrtvice
Opticka atrofie Ties
Retinitis pigmentosa A
ey, Demyelinizace
Katarakts A
Rozmazane videni i
Ataxie
Migréna
Demence
Parkinsonovachomoba
Autizmus
Kognitivni pokles
Potize s utenim
Opozd&ny wywvoj reci
Psychicke poruchy
Fankunﬁusyrlj rom Vyvojova regresea
Renalni tubularni acidoza opozdéni
Fokalni segmentalni Citlivost na hluk, svétlo ¢i
glomerulosderoza pach
Glomerulopatie
Selhani ledvin Respiratni selhani
Adrenalinova nedostatefnost =
Diabetes mellitus Syndrem nepmspivEn!
Pankreatitida Slabost
Refluxni nemacjicnu Unava
Zvraceni Kiete
Svalova bolest
R - Mipopi
Gastrointestnalni dysmotlita Neurcpatie
Chronickavildzni atrofie Intolerance ke cviceni
ME.”E”:EU"J'E Myoglobulinurie
Prujem
Periferni neuropatie
NfP'?d”th Senzoricka a motoricka
Predtasna menopauza neurcpatie
Opakovana téhotenska ztrata
Kyfoskolioza
Selhani krvetvorby
Mizky vzrist

Obrazek 2: Klinické symptomy mitochondrialnich onemocnéni.

Ptevzato a upraveno (Konatikova et al., 2020).

Defekty se mohou projevit téméf u vSech organt, a to bud’ izolované nebo u vice organi ¢i

tkani zaroven (Munnich & Rustin, 2001). Nejcast&j$imi a nejvice postizenymi organy jsou ty,



které maji vysoké energetické naroky a jsou proto nejvice zasazeny nedostatecnou tvorbou
ATP. Spadaji sem zejména svaly, srdce, mozek, jatra ¢i rohovka. Mozné projevy
mitochondridlnich onemocnéni spolu s postizenymi organy jsou ukazany na obrazku 2.
Dysfunkce mitochondrii jsou mnohdy pozorovany i u nékterych onemocnéni, které nejsou
bé&Zné s mitochondriemi spojovany. Casto se jedna o neurodegenerativni onemocnéni, jako je

Alzhaimerova choroba ¢i Parkinsonova choroba (Coskun et al., 2012).

Vzhledem k technickému pokroku a snizujicim se nakladim se celogenomové sekvenovani
stalo témé&f rutinnim diagnostickym nastrojem schopnym odhalit mitochondridlni onemocnéni
i u pacientli nevykazujici jasné symptomy (Schon et al., 2020). Diky tomu je v dne$ni dob¢
diagnostika mitochondridlnich onemocnéni na velmi vysoké trovni. Pokroky v hledani
uspéSnych lécebnych postupit vSak zaostavaji a zatim existuje pouze minimum oficidlné
schvalenych metod. Kvili vysoké variabilit¢ mitochondridlnich onemocnéni nelze u vSech
pacientli postupovat jednotn¢ a veskera lékarska péce je tak tvofena pacientovi na miru.
Vzhledem k omezenosti cilené 1€¢by jsou pacientim podavany alespon rizné dopliiky stravy,
jako jsou vitaminy, kreatin, coenzym Q a dalsi, jejichz smés je oznafovéna jako
,mitochondridlni koktejl*“. Poddvani L-argininu nebo citrulinu se obecné doporucuje jakozto
prevence ,stroke like* epizod u pacienti s MELAS (z anglického mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke like episodes / mitochondrialni
encefalomyopatie, laktatova acidoza a piihody podobné mrtvici). Shoda panuje i v zafazeni
fyzické aktivity u pacientll, kterym to jejich stav dovoli (Parikh et al., 2015). Cilen4 1écba se
v tuto chvili omezuje pouze na nékolik malo pfipadld. Jednim je zafazeni specifickych
kofaktord u pacientd, jejichz onemocnéni souvisi s jejich nedostatkem, dal§im je 1€k s u¢innou
latkou idebedon pro 1écbu LHON (Tinker et al., 2021). Dale je zde i metoda prevence pro
onemocnéni, ktera jsou zpilisobovana mutacemi v mtDNA. Jednd se o metodu asistované
reprodukce, schvalené v roce 2015 ve Velké Britanii, slouzici k zamezeni pfenosu mutantni
mtDNA z matky na potomka pomoci nahrady matc¢inych mitochondrii mitochondriemi zdravé
darkyné (Cree & Loi, 2015). Kromé vySe zminénych je i fada dalSich moznych farmak
a metod, které jsou vSak zatim pouze v preklinickém ¢i klinickém testovani. Nekteré z nich
vykazuji velmi uspokojivé vysledky, jako naptiklad genové terapie pro 1écbu LHON, u které
je jiz dokoncena tieti faze klinického testovani (Moster et al., 2020). Terapeutické ptistupy, at’
uz se jedna o ty v praxi vyuzivané ¢i zatim pouze v podobé preklinického a klinického
testovani tak zahrnuji: farmakologii v podob& 1é¢iv a suplementli, editaci genomu,

transplantaci organti ¢i mitochondridlni transplantaci b&éhem asistované reprodukce



a nefarmakologické piistupy v podob¢ dietnich programt, cvi¢eni a hypoxie (Konafikova et
al., 2020). Prav¢é nefarmakologické pfistupy (zatazeni fyzické aktivity ¢i diety), které byt
nejsou specificky cilené, ale zato jsou relativné snadno aplikovatelné, mohou v tuto chvili
nabidnout nékterym pacientim s mitochondridlnim onemocnénim zasadni benefity,

minimalné do doby nalezeni u¢innych farmak ¢i rutinniho nasazeni genové terapie.

3. Cviceni

Svalové dysfunkce jsou u mitochondrialnich pacientl ¢asté, nebot” dysfunk¢ni mitochondrie
nejsou schopny pokryt vysoké energetické naroky svali. U pacientd se tak setkavame
s mitochondridlnimi myopatiemi, intoleranci ke cviceni, svalovou tunavou a slabosti
(Taivassalo et al., 2003). V roce 2012 byla italskym tymem na zdklad¢ informaci z italské
narodni databidze zaméfené na mitochondridlni onemocnéni popsana svalova slabost jako
druhy nejcastéjsi symptom. Intolerance ke cviceni pak byla na ¢tvrtém misté a byla evidovéna
u 222 pacientil z celkového poc¢tu 1100. Nutno podotknout, Ze u 108 pacientd byla intolerance
ke cvifeni jednim z prvnich symptomt (Mancuso et al., 2012). Mira projevli spojenych
s dysfunkénim svalovym aparatem se mezi pacienty lisi. U nékterych je projev mirnéjsi

1 k potiZzim vykonavat b&Zzné denni ¢innosti jako je chize.

Vzhledem k tomu, ze cvieni ma pozitivni vliv na zvySeni aerobniho metabolismu a mnoZzstvi
mitochondrii jako takovych (Holloszy, 1967, 1975), kladli si v&dci otazku, zdali se podobné
benefity jako u zdravych cvicencli uplatni i u pacientli s mitochondridlnimi onemocnénimi
a dojde k alesponi Castenému zmirnéni pifiznakii myopatii. V jednéch z prvnich studii se
nakonec ukézalo, Ze mitochondrialni pacienti mohou z aerobni aktivity té€Zit obdobné pozitiva
jako zdravi jedinci. I u pacientd bylo totiz pozorovano zlepSeni v aerobni kapacité,
koncentraci laktatu v krvi a tepové frekvenci, a to jak v klidu, tak i po cviceni. Doslo téZ ke
zvyseni tolerance ke cviCeni a pacienti uvedli i subjektivné pozorované zlepseni kvality Zivota

(Taivassalo et al., 1996, 1998).

3.1 Otazka bezpecnosti cvi¢eni u mitochondriilnich pacientii

Na pocatku 21. stoleti vSak byly uvetejnény vysledky studie, kterd poukédzala na moZnost
negativniho dopadu cvieni na pacienty s mitochondridlnim onemocnénim. Ackoliv bylo
u vétsSiny pacientd po 14 dnech dodrzovani tréninkového planu zaznamenano zlepSeni ve
schopnosti extrakce kysliku do svalll a zlepSené oxidacni kapacité, nejspiSe diky zlepSeni

¢innosti respiraniho fetézce, u Sesti z deviti pacientli doSlo ke zvySeni procenta mutované
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vici divoké mtDNA. U dvou pacientll byl nartst 5 %, u tfi 10 % a u jednoho témét 50 %,
ackoliv po opakovaném provedeni svalové biopsie bylo detekovano nizsi procento, a to 37 %
(Taivassalo et al., 2001). Tato informace proto vyvolala pochybnosti, zdali je cvi¢eni pro
pacienty s mitochondrialnimi poruchami bezpecné, a to zejména v dlouhodobém méfitku,

pokud se zvyseni procentualniho zastoupeni mutantni mtDNA projevilo jiz po 14 dnech.

Nasledujici vyzkumy se tedy soustfedily nejen na otdzku zlepSeni nejriiznéjSich pochodii,
které cviceni pacientiim nabizi, ale 1 na otdzku bezpecnosti. Dnes je pfevazujicim konsensem,
ze cviceni je 1 pro mitochondridlni pacienty bezpecné. Ackoliv dochazi diky cviceni ke
zvySeni mnozstvi mtDNA, nebyly v dalSich studiich pozorovany masivni zmény
v procentudlnim zastoupeni mutované a divoké mtDNA. Zaznamenany nebyly ani zmény
v hladin€ kreatin kindzy v plazmé ¢i svalové morfologii, a to ani v del§im casovém horizontu,
kdy byly pacienti v jedné ze studii podrobeni tréninkiim po cely jeden rok a dalsi rok byli
i nadale sledovani (Jeppesen et al., 2006, 2009; Taivassalo et al., 20006).

3.2 Molekularni a bunééné mechanismy

Molekularnim mechanismem zajistujicim adaptaci svalli na cviceni se zda byt zejména
aktivace jadernych transkripénich koaktivatort zrodiny PGC-1 (inducibilni koaktivator
1 receptoru aktivovaného peroxizomalnim proliferatorem), které hraji vyznamnou roli
v biogenezi a funkci mitochondrii, a jejichz exprese ve svalech se diky cvifeni vyrazné
zvySuje (Baar et al., 2002; Ljubicic et al., 2010; Safdar et al., 2011). Za jednu z hlavnich
a nejvice prozkoumanych drah lze povazovat drahu PGC-1a. > NRF = TFAM (obrazek 3).
PGC-1la reguluje nejen svou vlastni transkripci, ale téz transkripei fady dalSich jadernych
gent, veetné nukledrnich respiracnich faktort NRF1 a NRF2, které reguluji expresi jaderné
kédovanych mitochondridlnich proteind. Jednim znich je 1 mitochondridlni transkripéni
faktor A (TFAM), ktery md v mitochondriich nezastupitelnou roli — je nezbytny pro
transkripci a replikaci mtDNA, stejné jako pro jeji stabilizaci (Kang et al., 2007). Diky této
draze tak dochéazi ke zvySené expresi jadernych 1 mitochondridlnich geni podjednotek
komplexii oxidacni fosforylace i pomocnych faktort hrajicich roli v jejich sestaveni, genti pro
proteiny ucastnici se transkripce a replikace mtDNA, proteintli transportni drahy mitochondrii,
zvySeni nékterych cytosolickych 1 mitochondridlnich enzymil a antioxidantii (lacovelli et al.,

2016; Kelly & Scarpulla, 2004).



AMPK P38 MAPK

Aktivace PGC1-a

PGC-1a
NRF1/2

N, \Y)

mtDNA
transkripce
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Mitochondrie

Obrazek 3: Regulace mitochondrialni biogeneze drahou PGC-1a-NRF-TFAM.
AMPK = adenosinmonofosfatem aktivovana protein kinaza, SIRT = sirtuin,
p38 MAPK = p38 mitogenem aktivovana protein kinaza, zbylé zkratky jsou uvedeny v textu

Prevzato a upraveno (Quan et al., 2020).

Zvyseni exprese PGC-1a pomoci cvi¢eni melo podobné ucinky jako umeéle zvySend exprese
PGC-1a u mysiho modelu s dysfunkei komplexu IV. V obou studiich se prokazaly obdobné
pozitivni u€inky v podobé zvySené biogeneze mitochondrii a aerobniho metabolismu vedouci
ke zmirnéni projevl mitochondrialni myopatie (Wenz et al., 2008, 2009). Z toho lze soudit, ze
mira indukce PGC-la vyvoland cvienim, by méla byt dostatena 1 pro CasteCnou
kompenzaci mitochondrialnich dysfunkci. Uginky PGC-1o. a PGC-1p vedouci ke zvy3eni
poctu mitochondrii a zlepSeni mitochondridlni respirace se potvrdily 1 na tkanovych kulturach

fibroblastl pacientli s mitochondrialnimi dysfunkcemi (Srivastava et al., 2009).

U silového cvieni se vSak nabizi dal§$i moZny mechanismus, a toovlivnéni miry
heteroplasmie zvySenim procentudlniho zastoupeni divoké mtDNA (Taivassalo et al., 1999).
Je znamo, ze silové cviceni zplsobuje ve svalech drobna poSkozeni, ktera jsou nasledné
regenerovana. V tomto procesu hraji vyznamnou roli satelitni buniky. Ty jsou poskozenim

myofibril aktivovany, dochazi k jejich dé€leni, diferenciaci a fuzi s myofibrilami (Schultz &



McCormick, 1994). Vzhledem k tomu, ze satelitni buiikky vykazuji niz§i miru mutantnich
mtDNA, po fuzi s myofibrilou tak pozitivné¢ ovlivni miru heteroplasmie (Fu et al., 1996;
Weber et al, 1997). Timto zplsobem pak mohou vznikat z COX-negativnich
COX-intermedialni svalova vldkna. COX-negativni vldkna jsou vldkna s defektni
mitochondrialni respiraci, kterd jsou detekovana histochemickym testem aktivity
komplexu IV. COX-intermedialni vlakna vykazuji aktivitu na pomezi mezi COX-pozitivnimi
a COX-negativnimi vlakny. Odli$né aktivita souvisi praveé s jejich odlisSnym genotypem, kdy
oproti COX-negativnim vlakntim obsahuji vyssi zastoupeni divoké mtDNA (Murphy et al.,
2012).

3.3 Vliv cvi¢eni na mitochondrialni pacienty

Efekt cvi¢eni na pacienty s mitochondrialnim onemocnénim hodnotilo nékolik nezavislych
studii. U pacientli se ve vysledku diky vytrvalostnimu (aerobnimu) cvi¢eni zvysila pracovni
kapacita, schopnost extrahovat kyslik do svalll i1 jeho vyuZiti, a tim tedy 1 maximalni spotieba
kysliku (VO2max). Detekovana byla téZ zvySena aktivita citrat syntdzy i absolutni aktivita
komplexti respiracniho fetézce. Plazmaticka hladina laktatu vSak zlstala beze zmén. Vyse
zminéné tedy naznacuje zlepSeni oxidacnich schopnosti svalti. Ackoliv nebyly pozorovany
signifikantni zmény srde¢niho tepu, byla zde tendence spiSe k jeho snizeni. Zajimavy je vSak
pohled pacientil na zlepSeni kvality Zivota diky terapii pohybem. I kdyz se prokézala klinicky
vyznamna zlepsSeni, velka cast pacientd zadné vyznamné zmény nezaznamenala. Pouze
ncktefi pacienti uvedli subjektivni zlepSeni kvality Zivota, které opét kleslo po ukonceni
pravidelného provozovani aerobni aktivity. Obdobné na tom byly i vySe zminéné pozitivni
upravy nékterych fyziologickych hodnot, které cviceni ptinaSelo, nebot’ po ukonceni
pravidelného cviceni se zacaly jejich hladiny vracet zpét na piivodni hodnoty (Bates et al.,

2013; Jeppesen et al., 2006; Porcelli et al., 2016; Taivassalo et al., 2006).

Pii silovém cvieni byla mira poSkozeni svalovych myofibril a néaslednd regenerace za
pomoci aktivovanych satelitnich bun¢k detekovana pomoci povrchové molekuly NCAM.
Déle byla sledovana zména v zastoupeni jednotlivych svalovych vlaken. Ackoliv se procento
COX-pozitivnich svalovych vlaken nezménilo, doSlo ke zméné v procentudlnim zastoupeni
COX-intermedidlnich a COX-negativnich vldken ve prospéch COX-intermedialnich vlaken,
coz podporuje hypotézu o silovém tréninku a jeho vlivu na miru heteroplasmie. U pacientli
bylo téz po 12 tydnech progresivniho silového tréninku zaznamenano zvySeni sily, zlepSena
svalova oxidacni kapacita, stejné¢ jako zvySena schopnost extrakce kysliku z krve do svali

(Murphy et al., 2008).



Dalsi z moznosti, ktera se nabizi, je spojeni aerobni a silové aktivity. Takovy protokol byl
testovan na 12 pacientech, ktefi provadéli po dobu 8 tydnli aerobni cvi¢eni kombinované se
silovym tréninkem celého téla celkem 4x tydné€ a k tomu navic cviceni dychacich svall, které
praktikovali dvakrat denn€. Za zminku stoji, ze aerobni aktivita byla v této studii provadéna
formou 20 minutového vysoce intenzivniho intervalového cviceni, zndmého téz jako HIIT,
kdy se stfidala minuta intenzivni aktivity s minutou odpocinku, kdezto u vSech vyse
zminénych studii byl trénink klasickou kontinualni formou. Ve vysledku doslo ke zlepSeni
VOomax, Vys$Si schopnosti svalli pfijmout a vyuzit kyslik béhem cvi¢eni. Krom¢ nartistu
svalové sily a hmoty doslo 1 ke snizeni télesného tuku. Pozitivni vliv mélo cviceni i na kosti
vzhledem ke snizeni rizika zlomeniny — zlepSenim T-skore stehenni kosti na zaklad€ vysledkt
z dudlni rentgenové absorpciometrie. U jednoho z pacienti doSlo dokonce ke zlepSeni
diagnostikované osteopordzy na osteopenii. Kosti totiz mohou byt u mitochondridlnich
pacientli negativné ovlivnény nejriznéj$imi faktory, napf. uzivanymi Iéky jako jsou
glukokortikoidy a antikonvulziva, nizkou hmotnosti a podvyzivou ¢i snizenou pohybovou
aktivitou (Gandhi et al., 2017). Respiracni cviceni pak zvysilo silu dychacich svalt i plicni
ventilaci, coZ je dosti vyznamné, jelikoZ u dospélych pacient byva respiracni selhani jednou
z nejcastéjSich pfi¢in umrti (Barends et al., 2016). Pacienti téz popsali subjektivni zlepSeni
v kvalité Zivota, coz je podpoteno i zlepSenymi vysledky testd chiize a chiize do schodt, které
patii do standardni sady testd funk¢ni kapacity jedincti v béznych dennich aktivitach (Fiuza-

Luces et al., 2018).

3.4 Cviceni, mitochondrialni metabolizmus a prevence starnuti

Mitochondrialni dysfunkce je spojena i s procesem starnuti a s nim spojenymi onemocnénimi.
V priibéhu Zivota se totiz v mitochondridlnim genomu stfadaji nejriiznéj$i mutace (somatické
mutace), kterych s v€kem rapidné ptibyva, nebot’ mutacni frekvence je v mitochondrialnim
genomu podstatné vyssi oproti genomu jadernému (Linnane et al., 1989). Tyto defekty
v mtDNA pak mohou ovlivnit funkci mitochondrialnich enzymd, vést k dysfunkcim oxidaéni
fosforylace, zvySené produkce ROS a dalSim poskozenim (Edgar et al., 2009). S rostoucim
vékem pak také v nékterych tkanich dochdzi k poklesu poctu kopii mtDNA (Short et al.,

2005). I v tomto ptipad¢ se sport ukéazal jako efektivni metoda zpomalovani téchto procest.

3.4.1 Vliv fyzické aktivity na mtDNA mutatorovy mySsi model
Rada studii se provadéla na mtDNA mutitorovém mysim modelu s geneticky upravenou
mitochondridlni DNA polymerazou gama (POLG), kterd postradd opravnou exonukledzovou

aktivitu, ¢imZ dochazi k akumulaci somatickych mutaci v mtDNA. Tyto mysi pak vykazuji
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fenotyp predCasného starnuti s projevy velmi podobnymi starnuti lidskému, jako je ztrata
hmotnosti, vypadéavani srsti, kyfoza, osteopordza a dalsi (Kujoth et al., 2005; Trifunovic et al.,
2004). Ukazalo se, ze mtDNA mutatorové mysi, které podstoupily vytrvalostni trénink tfikrat
tydné po dobu péti mésicti, byly vzhledem témét nerozliSitelné od kontrolni skupiny bez
mutované POLG stejného veku. Kromé viditelnych zndmek starnuti se upravily i dalsi télesné
funkce. Doslo ke zlepseni kondice, fyzického i motorického vykonu a vytrvalostni kapacita
byla pii testovani dokonce vyss$i nez u kontrolni skupiny. Diky fyzické aktivit¢ doslo téz
k vyraznému zpomaleni ubytku télesné hmotnosti, a to jak tukové tkan¢, tak 1 svalové hmoty,
ke kterému ve stafi casto dochazi. Pozitivni vysledky byly zaznamenany i ve sniZzeni rozvoje
mozkové atrofie, kardiomyopatie, poklesu funkce gonad ¢i jako prevence pied anémii
a zvétSenim sleziny. Diky sportovni aktivit¢ tedy ptiznaky pfedcasného starnuti témer
vymizely a navic doSlo k prodlouzeni délky zivota oproti skupiné bez pravidelné fyzické

aktivity (Safdar et al., 2011).

Se stafim a snim spojenymi defekty v mitochondridlnich funkcich mohou souviset
1 neurodegenerativni onemocnéni jako Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Mecocci et al.,
1997; Rango & Bresolin, 2018). JelikoZ sport, jak bylo jiz feceno, ma pozitivni vliv na
zmirnéni celkového fenotypu starnuti a téz na mozkovou atrofii, bylo nasnadé provést
u mtDNA mutatorového mysiho modelu 1 vyzkum vlivu cviceni zaméteny pfimo na mozkové
pochody. Ukézalo se, Ze tyto myS$i maji v mozkové kife snizené hladiny né&kterych
neurotransmiteri. Slo o acetylcholin a excitaéni aminokyseliny glutamat a aspartat, jejichz
hladiny vSak byly u sportujici mtDNA mutatorové skupiny témeét srovnatelné s hladinami
zdravych mysi. Pokud se ovSem podivame na data ohledné prekurzorti acetylcholinu, zjistime,
ze ackoliv se diky cviceni upravila hladina kyseliny pantothenové, coZ je nezbytny prekurzor
pro tvorbu acetyl-CoA (Ac-CoA), hladina samotného Ac-CoA byla u cvi€ici skupiny naopak
niz$i nez u skupiny bez fyzické aktivity, coz je pfesny opak, nez bychom cekali. Jako
vysvétleni jsou uddvany dvé moznosti. Vyssi spotieba Ac-CoA po cviceni nebo snizend
produkce Ac-CoA u tohoto mySiho modelu. Kromé neurotransmiterti mélo cviceni vliv i na

normalizaci hladin nékterych antioxidantl a karnitinu (Clark-Matott et al., 2015).

3.4.2 Mechanismus piisobeni fyzické aktivity u mtDNA mutatorového mysiho modelu

Otazkou vsak zastava, diky jakému molekuldrnimu mechanismu dochdzi ke zlepSeni fenotypu
mysi s mutantni POLG pomoci aerobni aktivity. Odpovédi je, Ze sport je zjevné schopen
modulovat pocet vznikajicich mutaci v mitochondrialnim genomu, a to 1 bez spravné funkce

POLG, a také téméf zabranit sniZzovani poctu kopii mtDNA (Safdar et al., 2011). Hlavnim
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hracem se ukazal byt tumor supresorovy protein p53, ktery hraje roli v mnoha raznych
bunéénych pochodech, vcetné ovlivnéni mitochondridlni biogeneze a funkce (Saleem et al.,
2009). U mtDNA mutatorovych mysi bylo pozorovano hromadéni proteinu p53 v jadre
a pouze mala frakce se nachazela v mitochondriich. Naopak u skupiny, ktera byla podrobena
péti mesicim vytrvalostniho cviceni, byla vétSina proteinu p53 detekovana v mitochondriich.
Tato zména lokalizace je zde klicova, nebot’ pravé protein p53 stoji za sniZzenim vzniku
mutaci v mtDNA, zejména diky interakci s POLG (Safdar et al., 2016). Pii interakci
s upravenou POLG postradajici 3'—5' exonukleazovou aktivitu, kterd umoznuje opravovat
chyby vznikajici béhem replikace, je totiz protein p53 schopen tento defekt vykompenzovat,
nebot’ sdm exonukleazovou aktivitou disponuje (Bakhanashvili, 2001). Kromé& piimé role
v opravé mutaci v mtDNA byl téZ pozorovan vliv p53 na mnozstvi PGC-1a. Pfi akumulaci
proteinu p53 v jadie dochdzelo k jeho vazbé na promotorovou oblast genu pro PGC-la
a snizeni miry jeho exprese. Zména lokalizace proteinu p53, tak vedla ke zvySeni exprese
PGC-1a, coz mélo téz pozitivni dopad na mitochondridlni stav (Safdar et al., 2016). Protein
p53 vSak mlze byt i pozitivnim regulatorem exprese PGC-1a (Aquilano et al., 2013), z ¢ehoz

vyplyva, zZe ovlivnéni exprese PGC-1a proteinem p53 je zavislé na daném kontextu.

3.4.3 Vliv fyzické aktivity na funkci mitochondrii u seniori

Vedle mySiho modelu je zde samoziejmé fada studii dokladajici pozitivni vliv cviceni na
mitochondridlni stav u starSich lidi. Aktivni seniofi maji tendenci k vyssi expresi PGC-1a,
maji vice mitochondrii, vyssi kapacitu oxida¢ni fosforylace, stejné jako vice komplext I, IV
a ATP syntazy oproti svym mén¢ fyzicky aktivnim vrstevnikiim. Cvi€eni je pak schopno tento
efekt navodit 1 u méné aktivnich senioril a to za relativné kratkou dobu. Za 4 mésice doslo ke
zvySeni exprese PGC-la, NRF2 i TFAM, markantnimu nartistu mitochondridlni denzity,
zvySeni mnozstvi komplext III, IV i ATP syntazy a tendence ke zvySeni byla zaznamenana

1 u komplexu I (Broskey et al., 2014). Efekt na zvySeni mnozstvi komplexu IV byl dokonce

v dalsi za 14 tydnt (Parise et al., 2005).

3.5 Shrnuti vyuziti cvi¢eni jako terapie pro mitochondrialni defekty

Ackoliv je cviceni dostupnou a levnou metodou, pacienti se mu musi pravidelné¢ vénovat, coz
nemusi byt vzhledem k moZznym pocitliim nepohodli a ¢asové naroc¢nosti vzdy snadné. I pres
to, ze se fyzickd aktivita jevi jako bezpecnou metodou, je vhodné, aby pacienti

s mitochondridlnimi dysfunkcemi, ktefi se pro jeji zatazeni jako terapie rozhodnou, vSe dobie
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prokonzultovali se svym Iékaiem. Jako nejefektivnéjsi se zda byt kombinace vytrvalostniho
a silového tréninku. Studii zabyvajicich se vytrvalostnim cviceni je k dneSnimu datu relativné
dostatek, vyzkumi v oblasti silového ¢i kombinovaného tréninku u mitochondridlnich
pacientll je pouze n¢kolik a zaslouzi si tak vice pozornosti v budoucim vyzkumu. Kromée
vyuziti u primarnich mitochondrialnich onemocnéni je sport vhodny i pro zpomaleni projevii

starnuti, diky podpoteni spravné funkce mitochondrii 1 ve stafi.

4. Ketogenni dieta

Mezi nejCastéji vyuzivané dietni pfistupy pro modulaci prubéhu mitochondridlnich
onemocnéni patii ketogenni dieta. Ta je znama pies vice nez 100 let a v povédomi lidi je
spojovana zejména s 1écbou epilepsie a obezity. Vedle pacientl s epilepsii (Henderson et al.,
2006) a obezitou (Dashti et al., 2004) se vSak jeji pozitivni vliv ukdzal i u dalSich
onemocnéni, jako jsou pravé mitochondridlni onemocnéni, neurodegenerativni a psychiatricka
onemocnéni (Kraeuter et al., 2020), rakovina (Weber et al., 2020) a dalsi. Krom¢ pozitiv vSak
KD muze vyustit v Siroké spektrum vedlejsich u¢inkt. Nékterymi z nich jsou hyperlipidémie,
tvorba ledvinovych kamend, gastrointestindlni potize, riziko osteopénie / osteopordzy c¢i

deficit nékterych vitamind, minerald a stopovych prvki (Bergqvist, 2012).

Historie ketogenni diety souvisi s 1é¢bou epilepsie. Pied nastupem KD bylo pouzivano pro
redukovani epileptickych zachvatl hladovéni, jehoz efekt byl pfipisovan zméné nastaveni
energetického metabolizmu smérem k produkci a vyuZziti ketolatek. Hladovéni je vSak
dlouhodobé neudrzitelné, a proto bylo cilem nastolit jinou metodu, kterd vyvold stejnou
zménu energetického metabolismu jako hladovéni. Tak vznikla ketogenni dieta, kterd se
nasledné ukazala jako velmi efektivni a vyuZiva se dodnes, zejména u jedincii rezistentnich

vici antiepileptickym 1éktiim (Wheless, 2008).

4.1 Princip ketogenni diety

Tvorba ketolatek, acetoacetitu (AcAc), acetonu a beta-hydroxybutyratu (BOHB), probiha
v matrix jaternich mitochondrii. Substritem pro ketogenezi je Ac-CoA, vznikajici
beta-oxidaci mastnych kyselin. BOHB a AcAc jsou pak uvolnény do krve a transportovany
k dalsim organtim, jako je mozek, srdce a svaly, k vyuziti jako energetické substraty.
V akceptorovych organech pak v mitochondrialni matrix ketolyzou vznikd Ac-CoA, ktery
nasledné vstupuje do TCA, odkud vystupuji redukované koenzymy, které jsou vyuzity v ETC
a nasledné dochdzi k produkci ATP diky ATP syntdze (obrazek 4) (Puchalska & Crawford,
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2017). Vedle terminalni oxidace a produkce ATP mohou byt ketony pouzity i k syntéze

steroll a lipogenezi (Endemann et al., 1982).
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Obrazek 4: Schéma metabolismu ketolatek.

FFA = volna mastna kyselina, FA-CoA = acyl-CoA, ACAT = Ac-CoA acetyltransferaza,
HMGCS = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntaza, HMG-CoA = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA,
HMGCL = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lydza, BDH = beta-hydroxybutyratdehydrogenaza,
MCT = monokarboxylatovy transportér, OXCT = 3-oxoacyl-CoA transferaza,
zbylé zkratky jsou uvedeny v textu

Pievzato a upraveno (Evans et al., 2017).

Ketogenni dieta vSak neméni pouze primarni energeticky zdroj z glukdzy na ketolatky, ale
ovliviiuje fadu dalSich proménnych. Pokud se zaméfime konkrétné na mitochondrie, tak KD
podporuje jejich biogenezi, ovliviluje expresi proteini hrajicich roli v mitochondridlni
dynamice, zlepSuje produkci proteinii ucastnicich se PBox, TCA ¢i oxidacni fosforylace
a taktéz ovlivituje schopnost buiiky odolavat oxida¢nimu stresu. VySe zminéné efekty jsou
souhrou mnoha faktord, které jsou pomoci KD ovlivnény. Jedna se zejména o PPAR, PGC-1,
FOXO3 ¢i rozprahovaci proteiny (UCP) (Draznin et al., 2012; Hasan-Olive et al., 2019;
Srivastava et al., 2012; Sullivan et al., 2004; Turner et al., 2007). Jak bylo jiz zminéno

v kapitole o cviceni, PGC-1 je nejen hlavnim transkripénim regulatorem mitochondridlni
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biogeneze, ale reguluje téz expresi fady antioxidantd. Roli v modulaci reakce buinky na
oxidacni stres zvySenou expresi antioxidantii ma spolu s PGC-1 i FOXO3 (Olmos et al., 2009;
Sundaresan et al., 2009), ktery navic indukuje autofagii poSkozenych mitochondrii béhem
oxida¢niho stresu (Tseng et al., 2013). Rozptahovaci proteiny téz pomahaji snizit oxidacni
stres redukci produkce ROS v ETC (Skulachev, 1996) a jejich aktivace miize byt podpoiena
pravé 1 diky PGC-1, napf. drdhou PGCla-SIRT3-UCP2 (Hasan-Olive et al., 2019).
S oxidac¢nim stresem, ktery mize byt vyvolan ketogenni dietou podobné jako sportem diky
zvysené respiraci, je tak spojena i mitohormeze. Jeji myslenkou je, ze mirné zvyseni produkce
ROS vede k nasledné adaptaci a lepSi ochran¢ vic¢i oxida¢nimu stresu, nebot’” ROS mohou
fungovat i jako signalizacni molekuly a aktivovat fadu drah spojenych s mechanismy
chranicimi bunky pted oxida¢nim stresem (Miller et al., 2018; Ristow & Zarse, 2010). Jednim

z ptikladi této signalizace mize byt aktivace PGC-1 pomoci H>O> (Irrcher et al., 2009).

4.2 Slozeni ketogenni diety

Existuji rtizné sloZeni ketogenni diety, obecné se jedna o stravu obsahujici vysoké mnoZzstvi
tukli a naopak nizké mnozstvi sacharidl, nékdy i proteint a vyjimkou nebyva ani kaloricka
restrikce. Ze studie zamétené na ucinky KD na zmirnéni epileptickych zachvati se vsak
ukézalo, Ze ¢im piisnéjsi dieta, tzn. ¢im vyssi procento tuku obsahovala, tim lepSich vysledka
bylo dosazeno (Seo et al., 2007). Pokud bychom pouzili klasické nastaveni 4 : 1 neboli 4 g
tuku na 1 g sacharidu a proteinu, s kalorickym zastoupenim 90 % tuku, 7 % bilkovin a 3 %
sacharidii u dospélé zeny, u niz je doporuceny denni piijem kalorii 2000 kcal, zastoupeni by

bylo ekvivalentni zhruba 200 ml oleje, 125 g masa z kufecich prsou bez tuku a 15 g cukru.

Jelikoz se jednd o velmi striktni a na potraviny i jejich mnoZstvi omezenou dietu, byly
vytvofeny 1 jeji méné restriktivni modifikace. Relativné Siroce vyuzivand modifikovana
Atkinsonova dieta taktéZ dba na vysoké zastoupeni tukil ve stravé, neomezuje vSak piijem
kalorii ani bilkovin. Sacharidy jsou v prvnim mésici dovoleny v mnozstvi 10 g za den,
u dospélych 15 g za den. Nasledné jsou sacharidy navySovdny o 5 g za meésic az na
maximalnich 30 g za den. V porovnani s nastavenim KD 4 : 1 je zde pomér cca 1 : 1 (gramy
tukové slozky viici gramlim sloZzek netukovych), v kalorickém zastoupeni tak predstavuji tuky
cca 65 % (Kossoff & Dorward, 2008). Dieta s nizkym glykemickym indexem povoluje vyssi
zastoupeni sacharidi nez klasickd KD, glykemicky index vSak v tomto ptipad€ musi byt niZsi
nez 50. Zastoupeni jednotlivych makronutrientii v celkovém energetickém piijmu je cca 60 %

tuki, 30 % bilkovin a 10 % sacharidii (Muzykewicz et al., 2009).
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4.3 Ketogenni dieta a epilepsie

Nejhojn€jsSim a nejznaméjSim terapeutickym vyuzitim ketogenni diety je bezpochyby lécba
epileptickych zéachvat, které nejsou vyjimkou ani u pacienti s mitochondridlnim
onemocnénim (Lim & Thomas, 2020). Prave proto je nejvice prozkoumanou oblasti aplikace
KD u pacientii s mitochondridlnimi defekty mirnéni téchto zachvati. Z vyzkumii vyplyva, ze
KD je schopna v této oblasti pomoci jak détskym, tak i dospélym pacientlim, a to s riznymi
mitochondrialnimi defekty, do nichZz spadaji defekty pyruvat dehydrogenazového komplexu
(Barnerias et al., 2010; Sofou et al., 2017), komplext respirac¢niho fetézce (Kang et al., 2006,
2007; Lee et al., 2008) i mutacemi v genu pro POLG (Joshi et al., 2009; Martikainen et al.,
2012). Na zéklad¢ vysledkti vySe zminénych studii lze konstatovat, ze KD u valné vétSiny
pacientil zmirnila frekvenci zachvatl a u nékterych pacientii doslo dokonce k jejich uplnému
vymizeni. Diky KD tak bylo u téchto pacienti mozné uUplné vyradit nebo alespon vyrazné
omezit podavani antiepileptik. Krom¢ zlepSeni v oblasti zachvati byl v nékterych z téchto
studii detekovan pozitivni vliv KD i na dalsi klinické projevy. Ketogenni dieta tak u nékterych
pacientli zmirnila ataxii, zlepSila kognitivni ¢i behaviordlni funkce, poptipad¢ vedla ke
zlepSeni spanku. Spolu s KD byly vSak pacientim c¢asto podavany i dalsi terapeuticky
vyznamné latky, at’ uz jednotlivé nebo v podobé mitochondrialnich koktejlt, poptipadé
1 antikonvulziva. Tato informace by tak mohla vyvolat otazku, zdali se o vySe zminéné
benefity opravdu zaslouzila KD. Uginnost KD jako takové viak lze demonstrovat i na
ptipadech kdy doslo k jejimu preruSeni ¢i nedislednému dodrZovani, coZ vedlo k opétovnému
zhorSeni zdravotniho stavu (Joshi et al., 2009; Sofou et al., 2017). I u pacientky, kterd po
vysazeni KD nadale wuzivala mitochondridlni koktejl, doSlo ke zhorSeni zachvat.
Po opétovném nasazeni KD se vSak pocet zachvatl opét snizil (Seo et al., 2010). Nutno
zminit, Ze vétSina pacientll snaSela KD bez vétSich problémd, piipadné se daly vedlejsi t€inky
vykompenzovat doplitkovou 1é¢bou. V nékterych ptipadech, jako naptiklad pii pretrvavajici

acidoze, vSak musela byt KD pieruSena.

4.4 Ketogenni dieta a defekty komplexu I

Defekty komplexu I jsou ¢asté u syndromu MELAS, které ve valné vét§iné souvisi s mutaci
mitochondridlniho genu pro tRNA™" (Ciafaloni et al., 1992; Koga et al., 1988). Mozny
mechanismus u¢inku KD se tak zkoumal na lidskych MELAS cybridnich bunkéach s mutaci
v mtDNA na pozici 3243A>G v téméf homoplasmickém zastoupeni. U téchto bunék bylo
pozorovano vyrazné snizeni mitochondridlni respirace a aktivity komplexu I, jehoZ skladani

v holoenzym bylo mutaci ovlivnéno a dochazelo k akumulaci meziproduktu sestavovani.
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Aktivity komplext II a IV nebyly vyznamné zménény vzhledem ke kontrolnim bunkéam,
ackoliv aktivita komplexu II byla u mutantnich bun¢k o néco vyssi. V disledku dysfunkce
mitochondridlniho oxida¢niho metabolismu jsou buiikky v produkci ATP vice zavislé na
glykolyze. To bylo potvrzeno zvySenym piijmem glukézy, zvySenim cytosolického poméru
NADH/NAD" a zéarovefi téméfF dvojnasobnou mirou produkce laktatu, ktery je tvofen
z pyruvatu v ramci reoxidace bunééného NADH. Pokud vSak byly mutantni buiiky v médiu
obsahujicim ketolatky se snizenym mnoZzstvim glukézy, doslo po 4 tydnech k zasadnimu
zlepseni vySe zminénych hodnot. Ketolatky vedly ke zvySeni mitochondridlni respirace
a vysS$i oxidaci pyruvatu v mitochondriich, pro coz sveéd¢i snizeny cytosolicky pomér
NADH/NAD" i nezvySujici se produkce laktatu. Ke snizeni poméru NADH/NAD" doslo téz
v mitochondriich. Uvedené skutecnosti naznacuji zvySeni aktivity mitochondidlniho
komplexu I. Nutno podotknout, Ze tohoto zlepSeni nebylo dosaZeno ihned - zatimco po 14
dnech v médiu s ketolatkami nebyl rozdil v aktivité komplexu I signifikantni, po 28 dnech
doslo k markantnimu zvyseni. Nativni elektroforetické techniky navic ukéazaly, ze po kultivaci
s ketolatkami byl komplex I pfitomen jako plné slozeny holoenzym. Mechanismus stojici za
témito pozitivnimi U¢inky nejspiSe tkvi ve schopnosti ketolatek zvySovat mnozstvi kopii
mtDNA beze zmény v zastoupeni mutantni naloze (Frey et al., 2017). Z vysledkl tedy
vyplyva, Zze by KD mohla byt efektivni strategii pro zlepSeni funkce mitochondrii u MELAS,

poptipadé dalSich onemocnéni souvisejicich s defektem komplexu I.

U pacientli s LHON jsou jedny z ¢astych mutaci v mtDNA na pozicich 3460G>A, 11778G>A
a 14484T>C, spojeny s defekty v komplexu I a vétSinou se vyskytuji v homoplasmickém
zastoupeni. I kdyz pacient nese tyto mutace ve 100% zastoupeni, nemusi se onemocnéni
projevit. Jednim z rozdili mezi asymptomatickymi pienaseci a pacienty trpicimi LHON se
ukazalo byt pravé mnozstvi mtDNA, kdy u asymptomatickych ptenasecti bylo pozorovéano
vyrazn¢ vice kopii mtDNA (Bianco et al., 2016). Ovlivnéni mnoZzstvi mtDNA by tak mohlo
byt moznym nastrojem, jak pomoci pacientim nesoucim homoplasmické mutace vedouci
k LHON. Zvysit mnozstvi mtDNA se podaftilo u homoplasmickych LHON cybridnich bunék
péstovanim v médiu obsahujicim AcAc a BOHB bez glukozy, coz naznacuje, Ze by KD mohla
pomoci i v tomto piipadé. Navrh mozného mechanismu, pro¢ vyssi mnozstvi mtDNA vede ke
zlepSeni, byt' dochéazi k expresi stale stejné defektniho proteinu, je ten, Ze protein mize byt
alesponi Castecné aktivni, a proto zvySeni jeho mnozstvi mize byt piinosné (Emperador et al.,

2019).
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Kromé¢ zvySeni mnozstvi mtDNA byla na dalSich bunénych modelech mitochondrialnich
onemocnéni pozorovana zmeéna heteroplasmie, indukovana pomoci média simulujiciho KD.
Snizeni procentudlniho zastoupeni mutantnich mtDNA a zvyseni divoké mtDNA pak vedlo ke
zvysené produkci, sestaveni 1 aktivité predtim postizenych komplexa respiracniho fetézce.
Pozorovani zmény heteroplasmie na MELAS cybridnich buiikach (Desquiret-Dumas et al.,
2012), LHON cybridnich bunikach (Emperador et al., 2019) i u bun¢k obsahujicich deleci
v mtDNA od pacienta s Kearniiv—Sayrovym syndromem (Santra et al., 2004), téZ podporuje

mozné vyuziti KD u mitochondridlnich pacienti.

4.5 DalSi pripady s pozitivni odezvou na ketogenni dietu

4.5.1 Progresivni externi oftalmoplegie

Na zaklad¢ studie, v niz KD u mysiho ,,deletor* modelu mitochondrialni myopatie s mutantni
twinkle mtDNA helikézou, kdy v pribéhu Zivota mysi dochazi k akumulaci deleci v mtDNA
(Tyynismaa et al., 2005), dokézala zpomalit nastup tohoto onemocnéni, a to bez vedlejSich
ucinkt (Ahola-Erkkild et al., 2010), byla provedena pilotni studie na péti lidskych pacientech
trpicich mitochondridlni myopatii s progresivni externi oftalmoplegii (PEO) v dasledkt
riznych genetickych mutaci. U mitochondridlnich pacient jsou nckteré studie tvoreny dle
klinickych projevlii navzdory riznym kauzalnim mutacim, a proto mohla vzniknout i tato
studie na PEO inspirovana pozitivnimi efekty u ,,deletor mysi. Dal§im podpofenim pro
pomohla zvratit oftalmoplegii u chlapce s Leighovym syndromem (Laugel et al., 2007).
Pilotni studie v§ak musela byt pred¢asné ukoncena vzhledem k tomu, ze jiz po nékolika dnech
na modifikované Atkinsonové dieté pocit'ovali vSichni pacienti svalovou bolest a paleni
dolnich koncetin, které s postupem Casu gradovalo a rozsifovalo se do dalSich casti téla. Tyto
symptomy po piechodu zpét na plvodni stravu brzy vymizely. Analyza vzorkl svald
ziskanych biopsii pied a po aplikaci diety odhalila, Ze u pacientli doslo k selektivni degeneraci
svalovych vlaken s akumulaci mitochondrii v disledku defektniho respiraéniho fetézce
(neboli ,,red-ragged* vlaken), a to bez znamek aktivace regeneracnich procest. Po 2,5 letech
vSak pacienti vykazovali mirn¢ zvySenou silu a vykon. Mechanismus stojici za timto
zlepSenim je ovSem pouze odhadovén, nebot' dal§i biopsie provedeny nebyly. Autofi
pfisoudili zlepSeni sniZenému zastoupeni poSkozenych vldken jejich selektivni degeneraci

a aktivaci pozdé&jsi regenerace pomoci satelitnich bunék (Ahola et al., 2016).
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4.5.2 Mutace genu BCSIL

Zajimavou je i ptipadova studie pacientky s mutaci v genu BCSIL (protein BCS1L se podili
na sestaveni komplexu III), trpici alopecii a ztratou sluchu, u niz byla aplikovana
modifikovand Atkinsonova dieta. Jeji rodice se vSak jiz po 4 mésicich rozhodli pro ukonceni
diety, a to 1 pies vyrazné zlepSeni rastu vlast. Podnétem k preruSeni 1écby byl nelepSici se
sluch a touha divky po sacharidech, coz poukazuje na problemati¢nost takto striktni diety
dodrzet, zejména u déti. Po ukonceni 1é¢by divka opét o vlasy prisla (Della-Marina et al.,
2020). Ackoliv v tomto ptipadé nebyly zkoumény zadné dalsi podrobnosti, otdzkou zlstava,

1 divéin sluch.

Podrobngjsi studie vlivu KD u mutace v BCSIL genu byla provedena jiz diive, ovSem pouze
na mySim modelu. Vyraznym fenotypovym projevem je u téchto mysi mitochondrialni
hepatopatie, jejiz rozvoj byl podavanim KD podstatné¢ zmirnén. U jaternich mitochondrii
doslo k normalizaci jejich morfologie, zvyseni mnozstvi pln¢ sestaveného komplexu III i jeho

aktivity, a to az 0 50 % (Purhonen et al., 2017).

4.5.3 Mutace genu pro mitochondrialni tRNAT™

Dalsi z pozitivnich efektii KD prezentovala neddvna studie u tfileté pacientky s mutaci v genu
pro mitochondridlni tRNA™™ a snizenymi aktivitami komplex@ I a IV. Ketogenni dieta byla
v tomto pfipadé primarné nasazena pro zlepSeni neurologického stavu, kromé toho vSak doslo
1 k normalizaci tloustky stény srde¢ni komory, ktera pted tim vykazovala zndmky hypertrofie
(Deberles et al., 2020). Jelikoz se kardiomyopatie projevuji u 2040 % déti trpicimi
mitochondridlnim onemocnénim, zcehoZ nejcastéjSim typem je pravé hypertroficka
kardiomyopatie (El-Hattab & Scaglia, 2016), fakt, Ze by ketogenni dieta mohla pomoci

1 v oblasti kardiomyopatii v kontextu mitochondridlnich onemocnéni je velmi povzbuzujici.

4.6 Shrnuti aplikace ketogenni diety u mitochondrialnich pacienta

Ackoliv KD nabizi urcitd zlepSeni 1 n€kterym pacientim s mitochondridlnim onemocnénim,
nelze ji aplikovat generalizovang. Evidentni je jeji nevhodnost u pacienti s defekty
v metabolickych drahach souvisejicimi s metabolismem ketonli a tuk. Naopak ucinnou
metodou by mohla byt KD u pacientd, u nichz by zména energetického metabolismu
z glukozy na beta-oxidaci mastnych kyselin a ketolatky méla z logiky véci vykompenzovat,
alespont z ¢asti, primarni defekt. Takovymi onemocnénimi mohou byt defekty pyruvat

dehydrogendzového komplexu, kdy diky KD nebude pro tvorbu Ac-CoA nutny pyruvat,
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popiipadé u defektl komplexu I, kdy dochazi k jeho ¢astecnému obejiti pies komplex II diky
zvySenému poméru FADH/NADH (Roef et al., 2002). ZlepSeni by vSak KD mohla
poskytnout 1 ostatnim mitochondridlnim pacientim vzhledem k podpofe biogeneze
mitochondrii, zvySené schopnosti regulovat oxidacni stres a mozné indukci snizeni miry

heteroplasmie.

Dnes je KD nejvice uplatiovana u mitochondrialnich pacientii trpicich epileptickymi
zéachvaty. V dalSich ptipadech vzhledem k malému poctu pritkaznych dat a studii by mélo byt
nasazeni diety peclivé zvazeno lékatem. Vzdy je nutné posoudit celkovy stav a historii
pacienta, nésledn¢ jej pravidelné¢ monitorovat a jakékoliv ndznaky vedlejSich G¢inkd ihned

fesit.

5. Hypocxie

Hypoxie je stav, kdy tkané nedostavaji pottebné mnozstvi kysliku, aby zajistily svou spravnou
fyziologickou funkci. Normoxie je naopak fyziologicka koncentrace kysliku. Tento termin se
obvykle pouziva relativné k obecnému procentudlnimu zastoupeni kysliku ve vzduchu
(20-21 % 0O»), diky kterému je pak zajiSténa i1 dostacujici koncentrace kysliku ve tkanich. Je
vsak tfeba mit na paméti, ze redlnd koncentrace kysliku se v riznych tkanich téla lisi.
V priméru je koncentrace kysliku ve tkanich ptiblizné 5 %, coz je mnohem méné nezli
procento kysliku v atmosfére (McKeown, 2014). Hypoxie je pak tedy stav, kdy je procento
kysliku niz§i. Tento nedostatek kysliku mize byt akutni ¢i chronicky a miZe dokonce

vyvrcholit 1 ve smrtelné ptihody jako je infarkt €1 mozkova mrtvice.

5.1 Molekularni mechanismy adaptace na hypoxii

NaSe télo ma vSak mechanismy, kterymi se s hypoxii snazi vypotadat. Centralni roli zde hraje
hypoxii indukovany transkripcni faktor (HIF). Aktivni formu HIF-1 pfedstavuje heterodimer
proteinit HIF-1aw a HIF-1B. Pouze ten je schopen vazby na DNA a aktivace exprese genu
nezbytnych pro pfenastaveni bunééného metabolizmu v reakci na hypoxii. Podjednotky HIF-1
jsou v buiice konstitutivné exprimovany, ale za dostate¢né tenze O> v buiice dochézi
k degradaci HIF-1a ¢imz je vznik aktivniho HIF heterodimeru blokovéan. Za normoxie totiz
dochazi k hydroxylaci HIF-laa pomoci enzymu prolyl hydroxylazy (PH). Takto
hydroxylovany HIF-la je rozeznavan von Hippel-Lindau proteinem (pVHL), ktery je
soucasti ubiquitin ligdzy. Ubiquitinovany (Ub) HIF-1a je nasledné v proteazomu degradovan.

Za hypoxie vSak k hydroxylaci HIF-1a nedochézi, coz zabranuje jeho degradaci a umoZziuje
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sestaveni HIF-1 a expresi HIF-1 aktivovanych gent (obrazek 5) (Kaelin & Ratcliffe, 2008).
Ptikladem takového genu je gen pro kindzu pyruvat dehydrogendzy. Tento enzym je dilezity
pro inhibici pyruvat dehydrogenazového komplexu a zamezeni piemény pyruvatu na
Ac-CoA, ktery by byl nasledn¢ smérovan do TCA cyklu. Konverzi z aecrobniho na anaerobni
metabolismus (glykolyzu) si bunika zachova alespon ¢astecnou schopnost produkovat ATP
a snizi riziko nadmérné produkce ROS v ETC. (Kim et al., 2006). Dalsim z prokazanych
efektdi HIF-1 je naptfiklad zména v podjednotkovém slozeni komplexu IV respira¢niho
fetézce, konkrétné v podjednotce COX4. Béhem hypoxie totiz dochazi k aktivaci transkripce
izoformy COX4-2 a naopak obvykla izoforma COX4-1 je aktivné odbourdvana diky zvysené
expresi mitochondrialni proteazy LON (Fukuda et al., 2007). Zména podjednotky COX4-2 za
COX4-1 ovliviwje afinitu enzymu ke kysliku — konkrétné enzym s COX4-2 podjednotkou ma
vy$$i hodnotu pso. Tato zména tak hraje podstatnou roli v regulaci aktivity COX a funkce

elektron transportniho fetézce v hypoxickych podminkéch (Pajuelo Reguera et al., 2020).
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Obrazek 5: Vliv normoxie a hypoxie na transkripéni faktor HIF-1.

Ptevzato a upraveno (Huang et al., 2020).
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5.2 Hypoxie jako 1é¢ba mitochondridlnich onemocnéni

Hypoxie se v nedavné dobé dostala do povédomi jako moznost 1é€by mitochondrialnich
onemocnéni. Jelikoz se jednd o relativné novy pfistup, je vyzkum omezen na preklinické
studie. Ty byly doposud provedeny na bunécnych liniich (v€etn¢ lidskych) a na modelovych
organismech (mys, danio pruhované), vysledky stran mozného pozitivniho efektu vSak

vypadaji velice nadéjné.

5.2.1 Pleiotropni efekt versus hypoxie

Bylo pozorovéano, ze Castym jevem pii poruchach respiracniho fetézce je ovlivnéni hned
n¢kolika komplexii jedinym mutovanym protein-kddujicim genem, jedna se o tzv. pleiotropni
efekt. Z mnoha studii se ukazalo, Ze komplex I je siln¢ zavisly na komplexech III a IV, nebot’
v ptipadech dysfunkci komplexu III a IV doslo k vyraznému zhorSeni sestaveni a stability
komplexu I. Stejné¢ tak muze dochazet ke snizeni mnozstvi komplexu IV pii defektech
komplexu III, v opacném sméru tento efekt pozorovan nebyl (Acin-Pérez et al., 2004; Diaz et
al., 2006; Li et al., 2007). Vyzkum vSak ukazal, Ze hypoxie je schopna tento pleiotropni efekt
tykajici se komplexu I zvratit. Mechanismus byl zkouméan na fibroblastech s defekty
v komplexu III a komplexu IV. Ackoliv se diive ptikladala vyznamna role ve stabilizaci
HIF-1a pii hypoxii ROS, v této studii nebyla zvySena hladina ROS pozorovana. V obou
ptfipadech autofi uzavieli, Ze nizké procento kysliku zajiStuje stabilizaci HIF-1a 1 bez ROS
a nasledn¢ diky tomu dochdzi ke zvySeni mnozstvi komplexu I (Saldana-Caboverde et al.,
2020). Toto tvrzeni vSak nelze aplikovat vzdy, jelikoZ zjevné zavisi na typu bunék a jejich
bunécné linii totiz naopak popisuje pokles komplexu I behem chronické hypoxie, kviili na
HIF-1oa zavislé destabilizaci proteinu TMEM126B, ktery hraje roli v sestaveni komplexu I
(Fuhrmann et al., 2018).

5.2.2 Mysi model Leighova syndromu a hypoxie

Rada vyzkumii zabyvajicich se ¢inky riznych koncentraci kysliku se zaméfila na Leightv
syndrom. Tento syndrom muze byt zplsobovan mutacemi v genu NDUFS4, ktery koduje
podjednotku respiraéniho komplexu I. Navozeni obdobnych symptomi u mysi lze docilit
deleci genu Ndufs4 (Ndufs4 KO). Pomoci tohoto mysiho modelu pak byly zkoumany zmény
fenotypu pii rozdilnych koncentracich kysliku: normoxie (21 % O2), hypoxie (11 % O2)
a hyperoxie (55 % 0O). Pro experiment byly pouzity mysi staré 30 dni, nebot’ symptomy se
u my$i zacinaji projevovat pravé v tomto véku. U skupiny Ndufs4 KO, kterd byla vystavena

chronické hypoxii, doslo k vyraznému omezeni projevli onemocnéni a zlepseni celkového
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zdravotniho stavu oproti skupiné v normoxii. Pfirtistek hmotnosti byl témét srovnatelny se
skupinou kontrolnich mys$i vystavenych hypoxii a nedochdzelo ani k poklesim télesné
teploty. Mira doziti byla u skupiny Ndufs4 KO vystavené hypoxii az 170 dni oproti skupiné
v normoxii, kde se zddna z mysi nedozila vice nez 75 dnli. Dalsi zlepSeni bylo zaznamenano
1 v neurologickém chovani a pohybov¢ aktivité. To, ze by hypoxie pozitivné ovlivnila funkci
komplexu I u Ndufs4 KO, se nepotvrdilo, ba naopak hodnoty aktivit byly obdobné¢ nizké jako
u skupiny vystavené normoxii. Dalsi otdzkou bylo, jaky vliv bude mit na mysi s defektnim
komplexem I hyperoxie. Zde se prokazalo, ze chronické vystaveni vysokému procentu
kysliku mé vazné negativni nasledky. Jedinci ze skupiny Ndufs4 KO vystaveni 55 % O se
dozili pouhych 32—41 dnd. Mezi zdravymi skupinami umisténymi do hyperoxie a normoxie se

zadné vyrazné fenotypové odlisnosti neprokéazaly (Jain et al., 2016).

Koncentrace kysliku 11 % ptedstavuje relativné fyziologické podminky (pfiblizné odpovida
vypravé na Mont Blanc, nebot’ s rostouci nadmotskou vyskou klesa atmosféricky tlak a tim
i tlak kysliku). Nevime vSak, jak by na tyto markantni zmény reagovali pacienti
s mitochondridlnimi dysfunkcemi. Proto byla provedena navazujici studie, kdy byly Ndufs4
KO mysi vystaveny pouze nizké mite hypoxie (17 % O2). Vysledky vSak byly obdobné jako
u skupiny v normoxii — pokles koncentrace kysliku na 17 % tedy nebyl dostatecn¢ efektivni,
aby u mysi zabranil rozvoji onemocnéni a ani nevedl k prodlouZeni délky doZiti (Ferrari et al.,

2017).

Na stejném mySim modelu se téZ prokazaly pozitivni G€inky hypoxie na regulaci okyslic¢eni
krve, a to diky obnovée hypoxické plicni vazokonstrikce, ktera je u Ndufs4 KO mysi defektni
(Schleifer et al., 2019). DalSim necekanym objevem bylo, Ze hypoxie (11 % O:) je schopna
u mysi zvratit projevy jiz pokrocilého Leighova syndromu, a to az v takovém rozsahu, Ze

doslo ke zmenseni mozkovych 1ézi vzniklych v disledku onemocnéni (Ferrari et al., 2017).

Hypoxicky bunécny program je obvykle vyhradné spojen s HIF-1. Ukazalo se vsSak, ze
z4dsadnim mechanismem, diky kterému je hypoxie schopna u mys$i téméi zvratit Leightv
syndrom, je stabilizace hladin kysliku v mozku, a to nezdvisle na stabilizaci HIF-1a. Pii
dysfunkci genu Ndufs4 se totiz ukazuje, Ze koncentrace kysliku v mozku je oproti zdravym
jedincim vys$i, coz nejspiSe vede 1 ke zvySené produkci ROS. Dle experimentu stacily pouhé
3 tydny na to, aby se parcialni tlak kysliku u Ndufs4 KO mysi na terapii hypoxii dostal na

obdobnou hladinu jako u zdravych mysi v normoxii (Jain et al., 2019).
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5.2.3 Vliv hypoxie pri defektech frataxinu

Pozitivni 0c€inky hypoxie byly téZ pozorovany u defektd frataxinu (FXN), coz je
mitochondridlni protein hrajici roli v biosyntéze Zelezo-sirnych center a jehoz mutace
liniich se ukazalo, Ze hypoxie je schopna aktivovat syntézu zelezo-sirnych center nezavisle na
FXN. Vyzkum byl dale provadén na my$im modelu FRDA s obdobnymi symptomy jako maji
lidsti pacienti. Opét se ukédzalo, Ze mysi vystavené chronické hypoxii (11 % Oz) vykazovaly
zmirnéni neurologickych projevli, konkrétné ataxie. Mira pieziti vSak nebyla ovlivnéna,

jelikoz hypoxie neméla vliv na progresi srdeCnich patologii (Ast et al., 2019).

5.2.4 Alternativni cesty navozeni hypoxického programu

Umeélé navozeni aktivace hypoxického transkripéniho programu v buiice bylo testovano na
lidské bunéené linii K562. Simulace hypoxie byla provedena vytvofenim von Hippel-Lindau
knockout bunék (VHL KO), jelikoz bez pVHL nedochazi k degradaci HIF-al, coz vede
k expresi gend spojenych s hypoxii. Nasledné se testovalo, jak budou bunky reagovat na
inhibici nékterych komplexit ETC. Bylo pozorovano, ze VHL KO bunky vykazuji oproti
kontrole vys8i rezistenci vU0¢i inhibici komplexu III antimycinem a komplexu
V oligomycinem. V dal§im experimentu byly pouzity bunécné linie HT-29, HEK 293T
a K562, vnichZz byly blokovany komplexy I, III ¢i IV, coz vedlo k vyrazné defektnimu
bunécnému ristu. V piipadech kdy byl aplikovan inhibitor PH (FG-4592), a tim simulovan
stav jako pfi hypoxii, byl tento defekt téméf zanedbatelny. Pozitivni U¢inek FG-4592 byl téz
prokézal u embryi dania pruhovaného s defekty ETC, kdy oproti kontrolni skupin€ byla mira

preziti téméf dvojnasobna (Jain et al., 2016).

5.3 Realné terapeutické moznosti vyuziti hypoxie

Pro docileni toho, aby pacienti byli v podminkach odpovidajicich hypoxii, je tieba je napojit
na hypoxicky generator. Tim vSak dochdzi k omezeni jejich mobility. Jako moZnost se tedy
nabizelo vyzkouSet, zda by se dala aplikovat pferuSovana hypoxie, kdy by pacienti byli
napojeni na hypoxicky generator pouze po urcitou ¢ast dne, napt. béhem spanku. OvSem pii
pokusech na Ndufs4 KO mysich vystavenych pteruSované hypoxii, konkrétn¢ 11 % O> po
dobu 10 hodin béhem spanku, nebyly pozorovany Zadné pozitivni u€inky a vysledky byly
obdobné jako u mysi, které byly po celou dobu vystavené normoxii. Naopak pierusovana
hypoxie vedla kjeSt¢ vy$§imu poklesu télesné hmotnosti nezli nepferusovand normoxie

(Ferrari et al., 2017).
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Dalsi moznosti by mohlo byt navozeni hypoxického programu pomoci malych molekul,
jakozto farmakologické feSeni nefarmakologické terapie. Tato metoda by byla ovSem ucinna
pouze pro drdhy zavislé na HIF-1. Inhibitory pVHL ¢i PH jsou jiz pfedmétem vyzkumu,
ackoliv primarnim zaméfenim testovani téchto molekul je 1é¢ba anémie, ischémie ¢i rakoviny
(Buckley et al., 2012; Rabinowitz, 2013). Piikladem muze byt vyse zminény FG-4592, ktery
je ve III fazi klinického testovani pro 1écbu anémie souvisejici s chronickym onemocnénim
ledvin. V nejnovejs$im piehledném ¢lanku (Zhang et al., 2020) jsou shrnuty vysledky nékolika
studii, které potvrzuji, ze 1écba pomoci inhibitordt PH vykazuje zlepSeni anémie u pacientl
s onemocnénim ledvin 1 zlepSeni metabolismu Zeleza. Dulezitym faktem je, Ze pii 1écbé
nebyly pozorovany vyznamné vedlej$i ucinky a lé¢ivo ma relativné jednoduchou aplikaci
(oralni podani). To by mélo byt jednim ze stimulii, pro¢ dat tomuto pfistupu Sanci i v 1é¢be

mitochondridlnich onemocnéni a provést vice vyzkumi v této oblasti.

5.4 Zavérec¢né shrnuti terapie hypoxii

Ackoliv reakce mitochondridlnich pacienti na hypoxii zatim neni znama a navozeni
chronické hypoxie pfes neustalé pfipojeni na pristroje mize byt pro zZivot znaéné¢ omezujici,
vysledky na bunécnych liniich a modelovych organismech se zdaji byt nad ocekavani
pozitivni. Stejn¢ jako u dfive diskutovanych pfistupli ani 1écba pomoci hypoxie urcité neni
vhodné pro vSechny mitochondrialni defekty. Proto by jeji aplikace musela byt dikladné
zvazena, jelikoz pii nespravném nastaveni by mohly byt néasledky velmi zavazné. Terapie
hypoxii je vSak zatim uvedeni do praxe velmi vzdalena a zistava pouze u preklinickych

studii.
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Zavér

Vzhledem k vysoké variabilit¢ a vzacnému vyskytu jednotlivych mitochondridlnich
onemocnéni vyzaduje 1écba vysoce individudlni pristup a méla by reflektovat i pfic¢inu daného
onemocnéni. Ackoliv predstava, ze bude vynalezen univerzalni 1ék schopny pomoci vSem
pacientim s mitochondridlnimi onemocnénimi, je velmi nepravdépodobna, fada 1€ka
zaméienych na 1écbu nékterych mitochondridlnich onemocnéni je jiz v preklinickém ci
klinickém testovani. Ze 49 klinickych studii jich zatim 10 postoupilo az do tfeti faze
klinického testovani (Weissig, 2020). Ukoncenim testovani to vSak nekonci a je nutné jesté
schvaleni dané metody pro oficidlni uvedeni do praxe, které miize trvat 1-2 roky. Od vstupu
do klinického testovani po uspésné schvaleni tedy miize ub&hnout téméf 10 let. Pacienti vSak

tolik ¢asu mnohdy nemaji.

V tomto ohledu lze tedy vyuzit k alespoii ¢astecnému zmirnéni projevli onemocnéni
nefarmakologické pfistupy jako je sport ¢i ketogenni dieta, které jsou jiz v dnes$ni dobé
nékterym pacientim s mitochondridlnimi onemocnénimi doporucovany. Vzhledem k jejich
spise obecnému mechanismu u¢inku mohou byt vyuzivany SirSim spektrem pacientii do doby,
nez bude vynalezena specifickéd 1é¢ba ptfimo pro jejich onemocnéni. Byt se jednd o metody,
které vyzaduji kaZdodenni Usili v podobé pravidelného cviceni ¢i striktni diety, dalSich metod
zatim bohuZel mnoho neni. Ani tyto metody vSak nejsou vhodné pro vSechny mitochondrialni

pacienty a jejich jakdkoliv aplikace by méla byt vZdy pod dohledem 1¢ékafe.

I hypoxie se fadi mezi nefarmakologické metody, a ackoliv doposud neprobéhly zadné studie
na lidskych pacientech, vyzkumy na bunénych 1 zvifecich modelech vypadaji velmi
povzbudivé. Jeji aplikace vSak muZe Cinit problém, jelikoZ by pacient musel byt neustale
pfipojen na hypoxicky generator. Zatim ani odpovéd na otdzku, jak budou na hypoxii
mitochondridlni pacienti reagovat, neni jasnad. MuZe se tedy stat, Ze pacienti nebudou tuto
1é¢bu dobte sndset nebo naopak budou profitovat (oproti mysim) i z preruSované hypoxie, coz

by bylo pro pacienty jisté snesitelnéjsi.

Kromé¢ aplikace u pacientli jsou vSak tyto metody idealni pro pozorovani zapojenych
signaliza¢nich drah a molekul, vedoucich ke zlepSeni v oblasti mitochondrialnich defekti.
Farmaceuticky primysl uZ jen musi najit zptsob, jak tyto drahy mimikovat pomoci farmak,
coz se jiz v nékterych piipadech d&je, viz vySe zminéné inhibitory pVHL ¢i PH. Diky tomu se
tak moznd jednou nejen mitochondrialni pacienti dockaji sportu, ketogenni diety ¢i hypoxie

v pilulce.
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