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ABSTRAKT

Mitochondrie st neoddeliteI'nou sucastou zivych buniek organizmov, nakol’ko maji
dolezitu rolu v bunkovom metabolizme, hlavne pri tvorbe energie. V tomto im napoméha
unikéatna Struktara, ktord im umoziuje energiu, uvolnent pocas oxidéacie substratov, vyuzit
k tvorbe ATP. Mitochondrie obsahuju aj vlastnt DNA (mtDNA), ktora je maternalne dedena
a koduje hlavne katalytické podjednotky komplexov oxidacnej fosforylacie.

Mitochondrialne poruchy, ¢i uz jadrového alebo mitochondridlneho povodu, patria
medzi Casté pri¢iny dedi¢nych chordb a postihujii hlavne energeticky narocné tkaniva ako
napriklad srdce alebo mozog. Lie¢ba mitochondridlnych ochoreni je va¢Sinou symptomaticka
a nevedie k uplnému uzdraveniu pacienta. V dosledku toho v stiCasnosti dochddza k hl'adaniu
novych moznosti kauzalnej liecby, ako je napriklad génova terapia. U tejto metddy je ale nutné
reflektovat’ povod mutacie, teda ¢i ide o jadrovu alebo mitochondridlnu mutaciu.

Génova terapia mitochondrialnych ochoreni mtDNA povodu je vel'mi komplikovana,
preto bola navrhnutd nova lieCebnd stratégia, metdda mitochondrialnej substitucnej terapie.
Podstatou tejto techniky je zabranenie prenosu mutovanej mtDNA z matky na potomka, kedy
je do denukleovaného oocytu so zdravymi mitochondriami darkyne vneseny jadrovy gendém
matky s mitochondridlnou poruchou. V takomto pripade sa jedna o tzv. dieta troch rodiov.
Metdda mitochondrialnej substitucnej terapie je v sucasnosti z etickych a pato-fyziologickych
dovodov povolena len v niektorych krajindch. Aj v dneSnej dobe je potrebnych viacero stadii

na dorieSenie vsetkych koncepénych problémov danej metody.



ABSTRACT

Mitochondria are essential parts of living cells, as they play a key role in cellular
metabolism, especially in energy production. Due to their unique structure, the energy released
during the oxidation of the substrates can be used to form the ATP. Mitochondria also contain
their own DNA (mtDNA), which is maternally inherited and encodes catalytic subunits of
oxidative phosphorylation complexes. Mitochondrial disorders of nuclear or mitochondrial
origin, are common causes of inherited diseases and affect mainly the tissues with high energy
requirements, such as heart or brain. Treatment of mitochondrial diseases is usually
symptomatic and does not lead to complete recovery of the patient. As a result, new causal
therapies, such as a gene therapy, are currently investigated. However, using this approach it is
necessary to consider the origin of the mutation.

Gene therapy of mitochondrial diseases of mtDNA origin is very complicated,
therefore the new treatment strategy, mitochondrial replacement therapy, has been proposed.
The principle of this technique is to prevent the transmission of mutated mtDNA from mother
to offspring by transferring the nuclear genome of mother with mitochondrial disorder
into donor’s denucleated oocyte with healthy mitochondria. In this way, the child has genetic
information from three parents. Mitochondrial replacement therapy is currently permitted only
in some countries due to ethical and patho-physiological reasons. Further investigation is

necessary to solve all the conceptual problems of this method.
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1 MITOCHONDRIE

Mitochondrie (odvodené od gréckych slov mitos — ,,vlakno* a chondrin — ,;mala granula®)
patria medzi charakteristicky znak eukaryotickych buniek (eukaryoticky z gréckeho slova
eukaryon — ,pravé jadro®). Nachadzame ich takmer vo vsetkych eukaryotickych bunkach,
konkrétne v cytoplazme. Ide omalé vnutrobunkové semiautonomne dvojmembranové
organely, ktoré vyrabaji takmer vSetku energiu potrebnu k zivotu vo forme ATP (adenozin
trifosfat). Povazuju sa za takzvané ,,elektrarne® zivota (Alberts, Johnson et al. 2002).

Podl'a endosymbiotickej tedrie sa mitochondrie, plastidy a dalSie organely vyvinuli
z proteobaktérie, splynutim s proto-eukaryotickou bunkou (Margulis 1975). Pre bunku je to
vyhodné, nakol’ko dochadza k védcsej produkcii ATP oproti glykolyze. Aj ked’ najzndmejSou
funkciou mitochondrii je tvorba energie, tieto organely sa podielaji aj na inych procesoch, ako
napriklad biosyntetické procesy (syntéza hemu, mo¢ovinovy cyklus, atd’.), skladovanie vapnika,
vyroba tepla a d’alsich.

Mnozenie mitochondrii je podobné ako u baktérii, ale moézu taktiez fuzovat a tvorit’ tak
vetviace sa siete — mitochondridlne retikulum. V pripade ich podlhovastého tvaru a vzdjomne
prepojenej vetviacej sa siete mozu mitochondrie prechadzat do fragmentovaného stavu
pomocou Stiepenia sa a fuzii poc€as ich zivotného cyklu. Vdaka tymto prechodom mozu
mitochondrie modulovat’ svoje funkcie. (Cooper 2000, Alberts, Johnson et al. 2002).

Pocet mitochondrii v jednotlivych tkanivach ludského tela zavisi od energetickych
poziadaviek bunky, typu tkaniva, antioxida¢ného stavu a d’alsich faktorov (Handing, Kezhi et
al. 2001). V metabolicky aktivnych tkanivach, ako st bunky v peceni, oblickach, svaloch
amozgu, nachddzame vel'ké mnozstvo mitochondrii. A prave tieto tkanivd st najviac

poskodené v pripade mitochondriadlnych porach (Voet, Voet et al. 2006).
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Obrdzok 1 Schematické zndzornenie stavby mitochondrie poukazujice na vonkajsiu membrdnu a vnutorni membrdnu.

Vnutornd membrdna je rozdelend na vnutornu hrani¢nd membrdnu a membrdnu krist (Alberts, Johnson et al. 2002).

1.1 STRUKTURA MITOCHONDRII

Tvar a vel'kost’ mitochondrii je znacne roznorody, avSak ich vnutorna Struktura je stale
rovnaka (vid’. obr. 1). St to organely, ktoré obsahujii vntitorni mitochondridlnu membranu
a vonkajS$iu mitochondridlnu membranu, pricom st zloZzené z lipoproteinov (50% az 60%
proteiny a 40% az 50% lipidy). Obidve membrany st tvorené z fosfolipidovych dvojvrstiev,
ktoré nachadzame aj na vonkajSej membrane buniek, pricom kazda z membran mé odlisna
formu a tcel. Tieto membrany su od seba oddelené medzimembranovym priestorom (IMS,
z ang. intemembrane space). IMS mitochondrii ma rozhodujticu ulohu pri koordinacii r6znych
bunkovych aktivit, ako napr. regulacia dychania a metabolické funkcie (Alberts, Johnson et al.
2002).

Vonkaj$ia membrana (OMM, z ang. outer mitochondrial membrane) pokryva povrch
mitochondrii, je hladka, kontroluje tvar organel a zaist'uje komunikaciu mitochondrie s inymi
organelami. Hlavnym transportnym proteinom je pdrovity napitovo zavisly anionovy kanal
(VDAC, z ang. voltage-dependent anion-selective channel) (Chipuk, Bouchier-Hayes et al.
2006). VDAC je primarny transportér nukleotidov, i6nov a metabolitov medzi cytosolom
a medzimembramovym priestorom (Hoogenboom, Suda et al. 2007). Tvori pory na baze
bielkovin pomocou, ktorych mézu volne prenikat molekuly do 10kDa. Vo vonkajSej
mitochondridlnej membréane taktiez nachddzame mechanizmy na triedenie a zostavovanie

proteinov. Narusenie vonkajSej mitochondridlnej membrany vedie k tniku proteinov (napr.



cytochrom c) z medzimembranového priestoru do cytosolu ¢o nasledne vedie k apoptoze
(Chipuk, Bouchier-Hayes et al. 2006).

Vnutornd mitochondridlna membrana (IMM, z ang. inner mitochondrial membrane) sa
nachddza pod vonkajSou membranou mitochondrii a je tvorena z dvoch funkéne odlisnych
usekov. Prvy tsek je vnatornd hrani¢nd membrana, ktora susedi s vonkajSou membranou a v
druhom tseku je zvinena do napadnych ohybov, ktoré prenikaju do vntitornej mitochondridlne;j
matrix, tzv. krist. Su to bioenergetické oddelenia, ktorych tvar sa meni na zaklade
fyziologickych podmienok. Kristy davaju IMM charakteristicky zvrasneny tvar pricom mézu
nadobudat’ listovy, hrebenovity alebo trubkovity tvar. Taktiez kristy zvacSuji plochu
mitochondrie. Pomocou Gpravy tvaru krist, mitochondrie reorganizuji svoju vnttornu Struktiru
(Pangborn and Mary 1942).

Dolezitou sucastou vnitornej mitochondridlnej membrany je oxidacne fosforylacny aparat
(OXPHOS), v ktorom dochadza k tvorbe ATP. Optimalnu aktivitu a organizaciu komplexu
OXPHOS zaist'uje lipid kardiolipin,ktory hré ustrednu rolu v reakciach a procesoch zapojenych
do mitochondridlnej funkcie a dynamiky (Pangborn and Mary 1942). V tejto membrane
nachadzame viac ako 151 rdéznych polypeptidov a vysoky pomer bielkovin k fosfolipidom
(priblizne ide o 1 protein na 15 fosfolipidov). Preto st bielkoviny hlavnymi faktormi, ktoré
urcuju celkovy tvar mitochondrii a krist (McMillin and Dowhan 2002). Na rozdiel od vonkajsej
membrany je vysoko nepriepustna pre iony, metabolity, proteiny a pre ich transport st potrebné
Specifické transportéry (Herrmann and Neupert 2000, Youle and van der Bliek 2012).

Vnutorny priestor mitochondrii je tvoreny mitochondridlnou matrix (vid’. obr.1). V matrix
mitochondrii prebiehaju rozne biochemické procesy vratane napr. Krebsovho cyklu (Alberts,
Johnson et al. 2002). P6vod mitochondridlnej matrix je pravdepodobne odvodeny z cytozolu
rannej aerobnej baktérie. Nachddza sa tu mitochondridlna DNA (mtDNA), ktora kéduje nielen
dolezité Strukturne gény ale aj gény pre tRNA a rRNA. Tie st dolezité pre syntézu mtDNA
kédovanych proteinov, ktoré st prichytené na vnutornd membranu (Struktirou podobné
bakterialnym ribozémom), priCom vlastné formovanie proteinov sa odohrava na povrchu

membrany (Rich 2003).
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1.2 FUNKCIA MITOCHONDRII

Mitochondrie vyrabaji va¢sSinu energie, ktora je nutna pre zaistenie vSetkych funkcii bunky.
Energia je produkované vo forme ATP a ako substraty mitochondrie hlavne vyuzivaji pyruvat
(odvodeny z metabolizmu glukézy) alebo mastné kyseliny. Ich degradaciou v matrix vznika
NADH a FADH: (B-oxidaciou alebo citratovym cyklom), ktoré st vyuzivané oxidacne
fosforylacnym aparatom k tvorbe ATP. OXPHOS je lokalizovany na IMM a je zlozeny z
komplexov dychacieho retazca (komplexy [-1V) a FiFo ATP syntazy (komplex V) (vid. obr.2).
Komplexy dychacieho retazca su usporiadané na zéklade stupajuceho redoxného potencilu.
Redukované koenzymy (NADH a FADH2) vstupuju ku komplexom dychacieho retazca, kde
dochadza k prevodu elektronov. Elektrony z NADH su komplexom I (NADH dehydrogenazou)
a z FADH2 pomocou komplexu II (sukcinat dehydrogenaza) prenesené na mobilny prenasac
ubichinén (CoQ), ktory sa nasledne redukuje na ubichinol (CoQH3) (Stock, Gibbons et al. 2000).
Z CoQHz prechadzaju elektrony na komplex III (cytochrom bel komplex) a prostrednictvom
prenasaca cytochromu c su preddvané na komplex IV (cytochrom ¢ oxidaza). Z neho nasledne
prejda na kyslik, findlny akceptor, ktory je redukovany na vodu ako kone¢ny produkt (Wittig,
Carrozzo et al. 2006).

ADP

ATP
+P,
NADH+H' NAD'
120 H P &V AP ADP
cl  FaDH, FAD +20° H.0 H teplo H’
c"‘._.‘ clll 3 Matrix
o » . C PiC ANT UCP1 IMM
Lo A ."" k)
cytc” IMS
’ H g ¥ i ‘
H H H' P, ATP ADP

Obrdzok 2 Schematické zobrazenie oxidacne fosforylacného apardtu (OXPHOS). OXPHOS je zloZeny zo 4 proteinovych
komplexov (cl-clV) a ATP syntdzy (cV). Elektrény zo substrdtov su transportované prostrednictvom dvoch mobilnych nosicov:
(i) CoQ, ktory prijima elektrény z komplexov | a Il a ndsledne su prenesené do komplexu Ill. (ii) cytochrom c, ktory prendsa
elektrony z komplexu Il do komplexu IV pricom dochddza k redukcii kyslika na vodu. Cl, clll a clV transportuju protony cez IMM
a dochddza k tvorbe proténového gradientu. Energia uloZend v protonovom gradiente je potom vyuZitd ATP syntdzou
k fosforyldcii ADP. ANT — translokdtor ADP/ATP, UCP1 — thermogenin.

Energia uvol'nend pri transporte elektronov sa vyuziva k pumpovaniu proténov cez IMM
pomocou komplexov I, III a IV. Vysledny elektrochemicky gradient protonov je nasledne
vyuzity k syntéze ATP na komplexe V (Rich 2003). Energia uchovavana vo forme proténového
gradientu moze byt vyuzita aj u d’alSich mitochondridlnych funkcii. Napriklad je vyuZivana
k transportu latok cez membranu do matrix alebo v hnedom tuku k produkcii tepla cez
mitochondrialny nosic¢, thermogenin (UCP1). (Nicholls and Lindberg 1973, Mozo, Emre et al.
2005).
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1.3 MITOCHONDRIALNA GENETIKA

V' mitochondriach nachadzame priblizne 1500 proteinov, priCom vécSina znich je
kédovanych jadrovymi génmi. Mald cast’ génov, priblizne 2%, je lokalizovana
v mitochondriach. Mitochondridlna DNA u cicavcov koduje len Strukturne podjednotky
syst¢tmu OXPHOS asadu tRNA arRNA, ktoré su nevyhnutné pre translaciu a replikaciu
mtDNA  (Smeitink 2003). VsSetky dalSie proteiny, vratane translacnych faktorov

a ribozomalnych proteinov, st prinaSané z cytosolu (Lind, Sund et al. 2013).

1.3.1 MITOCHONDRIALNY GENOM

Sekvencia mtDNA predstavuje extranukledrny gendm eukaryotickych buniek (Anderson,
Bankier et al. 1981). Celkovo mtDNA kéduje 37 génov, 22 génov pre tRNA, 2 pre rRNA a 13
proteinovych podjednotiek, ktoré su zapojené do OXPHOS (Barshad, Marom et al. 2018) (vid’
obr. 3). V mitochondridlnej matrix tvori mtDNA spolu s okolitymi proteinmi (Abf2 a TFAM)
mitochondrialne nukleoidy, ktoré st spojené s vnutornou mitochondridlnou membranou (Chen
and Butow 2005). U ¢loveka je dizka mitochondrialneho genomu (16 659 bp) neporovnatelne
mensia oproti jadrovému gendému (3,29 x 10° bp). U vicsiny eukaryot je organizovana ako
kruhova molekula zloZzena z dvoch antiparalelnych vlakien a nema ex6n — intronovu Struktir
(Chen and Butow 2005).

Mitochondrialna DNA je tvorena z tazkého (H, z ang. heavy) a 'ahkého (L, z ang. light)
vlakna. Tazké vlakno je bohaté na guanin a koduje 12 podjednotiek systému OXPHOS, dve
rRNA (128 a 16S podjednotku) a 14 tRNA. Lahké vldkno je bohaté na cytozin a koduje jednu
podjednotku systému OXPHOS a 8 tRNA (Gorman, Chinnery et al. 2016). Oproti jadrovej
DNA (nDNA) je mtDNA mimoriadne efektivna, kedy 93% z nej predstavuje koédujicu oblast’.
Jej mutacna rychlost’ je 5 az 10 krat vysSia ako v jadrovom genome. VacSia mutacna rychlost’
je dosledkom vicsej chybovosti mtDNA polymerazy, faktickej absencie reparacnych
mechanizmov, pripadne posobenie reaktivnych foriem kysliku (ROS). Takto sposobena vysoka
mutabilita ma za nasledok, Ze mtDNA u l'udi je pomerne Siroko sekven¢ne odlisna (Cremers,
van Rijn et al. 1987). V mitochondrialnej DNA nachaddzame aj jednu nekddujicu oblast’, tzv.
D -loop (trojvldknova vytesiiovacia slucka). V nej sa nachadza miesto inicidcie replikacie
a miesto pre promotor transkripcie H-retazca (HSP1 a HSP2). V tejto slucke je tazky retazec
vytestiovany fragmentom DNA, ktory je komplementarny k l'ahkému ret’azcu, v tomto mieste

ma mitochondria trojretazcovit DNA (Falkenberg 2018) (vid'. obr. 3).
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Aj ked’ vyvoj viedol k tvorbe univerzalneho genetického kodu, existuje stale vel'a odchylok
(Jukes and Osawa 1993). V mitochondriach cicavcov nDNA stop kodon UGA kdduje tryptofan
zatial’ ¢o dva kodony, AGA a AGG, ktoré v nDNA koduju arginin predstavuja u mitochondrii
stop kodony (Anderson, Bankier et al. 1981).

D-loop
g2 0 [IHTLETHTEEEEET T __
L ' M -
LSP 0,
Key:
Nekoédujuca
mRNA HSP*\
rRNA NCR/
tRNA
LSPU*
csB 0, .
TAS
Ludska mtDNA
—— 16,569 bp =
/
7~ ™~

Obrdzok 3 Schematickd mapa ludskej mtDNA. Genom kdduje 13 molekul mRNA, 22molekul tRNA a 2 rRNA. Velkd nekddujuca
oblast (NCR) obsahuje promotor taZzkého a fahkého vidkna, 3 sekvencné ramceky (CSB 1-3), pocCiatok replikdcie H-retazca (Oy)
a sekvenciu spojenu s termindciou (TAS). Struktura D-loop je tvorend predéasnym ukoncenim syntézy DNA H-retazca v TAS.
Takto vytvoreny produkt replikdcie krdtkych H-retazcov sa nazyva 7S DNA. Mensie NCR, v smere od Oy obsahuje pociatok

replikdcie L-retazca (O,) prevzaté a upravené z (Falkenberg 2018).

1.3.2 MITOCHONDRIALNA DEDICNOST

Uz viac ako 20 rokov je uznavanym faktom, Ze u cicavcov sa mtDNA prenaSa vylucne
materskou zarodo¢nou liniou (Hutchison, Newbold et al. 1974). V bunkéch spermii cicavcov
je pocet kopii mtDNA nizky (50-75) zatial’ o v oocytoch cicavcov je pocet kopii extrémne
vysoky (> 10° kopii) (Piko and Matsumoto 1976, Fraser, Popkin et al. 1982, Hecht, Liem et al.
1984). U vicsiny cicavcov, vratane I'udi sa mitochondrie spermii prendsaju do oocytu pocas
oplodnenia avSak podrobné morfologické Studie naznacili, ze mitochondrie pochadzajiice zo

spermii sa eliminuju na zaciatku embryogenézy (Ankel-Simons and Cummins 1996).
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Nedostatok otcovskej mtDNA moze byt spdsobeny (i) zriedenim (spermie obsahuju o vel'a
menej kopii mtDNA ako u neoplodneného vajic¢ka), (ii) selektivnou ubikvitinaciou otcovskej
mtDNA. Striktne maternalna dedi¢nost mtDNA je vyuzivana pri genetickych analyzach pre
zostavovanie fylogenetickych stromov v ramci evolucie ¢loveka. Sekvencia mtDNA sa u l'udi
prirodzene liSi ¢o je dané mutiaciami, ku ktorym dochédzalo v priebehu evoliucie. Rozne
subpopulacie tvoria tzv. haplotypy, ktoré odpovedaju ich geografickému povodu (Chinnery,
Thorburn et al. 2000). Haplotypy mtDNA su spojené s réznymi fenotypmi a chorobami (Lee,
Sun et al. 2017, McManus, Picard et al. 2019).

1.3.3 HETEROPLAZMIA A SEGREGACIA mtDNA

Bunky obsahuji velké mnozstvo mtDNA, pricom vo vacSine pripadov je ich sekvencia
identicka. Pokial’ si vSetky kopie mitochondridlneho genému identické, jedna sa o pripad tzv.
homoplazmie (Birky 2001). V pripade heteroplazmie ide o zmes molekil normalnej a
mutovanej mtDNA, miera je udavana v percentach (vid’. obr. 4). Heteroplazmia v jednotlivych
tkanivach organizmu nemusi byt rovnakd, zavisi na Case vzniku muticie pocas vyvoja
(Nissanka and Moraes 2020). Akondhle dojde k navySeniu hodndt heteroplazmie nad urcity
stupen, tak hovorime o takzvanej prahovej hodnote (threshold). Pri prekroceni tejto hodnoty
moze dojst’ k prejavu mitochondridlneho ochorenia, dochadza k vyusteniu do bunkovych
defektov.

Nizkouroviiové heteroplazmatické patogénne mutacie st v l'udskej populacii bezné (~
1:200) a vécSina z populacie mé heteroplazmatické varianty mtDNA, ktoré sa popri
somatickych mutaciach de novo mézu S§irit’ v bunkéach a tkanivach pocas celého zivota (Li,
Schroder et al. 2015, Wei, Tuna et al. 2019). Patogénne muticie mtDNA su zvycajne
heteroplazmické, a percento heteroplazmie sa moéze menit’ ako pri mitotickom tak meiotickom
deleni. Vysledkom moze byt dieta, ktoré bude zdravé alebo sa modze narodit
s mitochondridlnou poruchou (Gorman, Chinnery et al. 2016, Nissanka and Moraes 2020).

Miera heteroplazmie u potomka je dané (i) roznym stupniom heteroplazmie v jednotlivych
oocytoch matky a (ii)) mtDNA segregaciou po oplodneni, kedy ma embryo vo vyvijajicich sa
tkanivach bunky s roznym stuptiom heteroplazmie mtDNA. Ciastoéne je toto mozné vysvetlit’
tym, ze po fertilizacii dochadza k velkej redukcii mtDNA vznikajucich buniek tzv. mtDNA
,bottleneck® (Nissanka and Moraes 2020).

Medzigeneracny posun mtDNA heteroplazmie moze byt velky, napr. matka s mutacioou

m.3243A>G (18% heteroplazmie v kvadricepse) mala syna s 12% mutovanou mtDNA v krvi,
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avsak u matky, ktord mala mutaciu m.8993T>G (50% heteroplazmie v krvi) mala troch synov

s viac ako 87% heteroplazmiou mtDNA (Nissanka and Moraes 2020).

mutovana mtDNA

O-
o = normalna mtDNA

Homoplazmia
(mutovana mtDNA)

— Biochemicky
defekt
- Kriticky

Heteroplazmia O o O (threshold)
b Se

0.0
Oé) @)

Homoplazmia o
(normélna mtDNA) O O

Obrazok 4 Schematicky obrdzok poukazujici na heteroplazmiu v pripade biochemického defektu alebo bez defektu (prevzaté
a upravené z https.//www.newcastle-mitochondria.com/).
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2 MITOCHONDRIALNE PORUCHY

Mitochondrialne poruchy sa ukazali ako ¢asta pri¢ina dedicnych chordb, ktoré st spdsobené
mutaciami ako v jadrovych, tak v mitochondridlnych génoch (Schon, Ratnaike et al. 2020). Aj
ked incidencia mutacii nie je vel'mi Casta, patri medzi jedny z najbeznejSich foriem vrodenych
chyb metabolizmu. Odhaduje sa, Ze postihuju najmenej 20 osdb zo 100 000 I'udi (Gorman,
Chinnery et al. 2016). K dnesnému diu bolo viac ako 300 jadrovych génov oznacenych ako
gény, ktoré¢ sposobuju tieto poruchy (Stenton and Prokisch 2018). Mo6zu byt spdsobené
bodovymi mutaciami kde dochddza k zmene zmyslu ¢itania kodonu (missense, substitucia
alebo mutacie ovplyviiujuci splicing), deléciami alebo vznikom tzv. nonsense mutécie (vznik
stop kodonov) (Chinnery, Elliott et al. 2012).

Syndrémy mitochondrialnych chordb mozu mat’ vel'mi rozmanité genetické pozadie, ako je
to napriklad v pripade Leighovho syndrému. Ide o zavaznu neurologicka poruchu spdsobenu
mutaciami v 75 génoch lokalizovanych v mitochondridlnych a jadrovych gendémoch (Lake,
Compton et al. 2016). Urovei heteroplazmie mdze taktiez ovplyvnit patologiu danych ochoreni.

V mtDNA nachddzame primarne mutacie v génoch kdédujucich proteiny a tRNA, ktoré v
kone¢nom dosledku vedu k znizeniu bunkovej energie (Chinnery 2000, Ghezzi and Zeviani
2012). Ochorenia sposobené deléciou sa prejavuju pri nizSom heteroplazmickom prahu (50%
az 60%). Vyznacuji sa napriklad pigmentovou degeneraciou sietnice alebo srdcovymi
a cerebelarnymi tazkostami (Kearns-Sayre syndrom - KSS ) (Murray, Daryl et al. 2002,
Kohoutova and Otova 2017). M6ze dochadzat’ k ovplyvneniu funkcii mitochondrii ako su (i)
OXPHOS, (ii) cyklus kyseliny citronove;j, (iii) - oxidacia, (iv) poruchy cyklu mo€oviny alebo
(v) spustanie apoptozy (Murray, Daryl et al. 2002). Fenotypové spektrum mitochondridlnych
portch je mimoriadne Siroké a klinické priznaky mézu postihnat’ akékol'vek tkanivo, orgén
alebo ich kombinaciu v akomkol'vek veku (Munnich and Rustin 2001). Postihuju takmer
akukol'vek Cast tela, avSak najcastejSie dochddza k ovplyvneniu tkaniv s vysokou metabolickou
potrebou. Preto su pritomni pacienti s neurodegenerdciami v mnohych pripadoch v kombinacii
s oslabenim svalstva, kardiomyopatiou alebo zlyhanim pecene (Schaefer, McFarland et al. 2008,
Suomalainen and Battersby 2018).

Medzi bezné klinické priznaky mitochondridlnej choroby, ¢i uz ide o mitochondridlny
alebo jadrovy gén, patria intolerancia na cviCenie, proximalna myopatia, opticka atrofia,
diabetes mellitus, vysoky vyskyt potratov v priebehu neskorsich faz tehotenstva atd’ (vid'. obr.
5). Priznaky mézu chybat’ u zdravych l'udi, ktori maja tzv. tiché genetické chyby alebo mozu

byt priznaky komplexné u osoby s pokro€ilym ochorenim. AvSak existuje zna¢na klinické
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variabilita a mnoho jedincov nie je zaradenych do konkrétnej kategorie, nakol’ko dochadza

k prekryvaniu fenotypov choréb (Murray, Daryl et al. 2002).

Vela stavov moéze viest k sekundarnej mitochondriadlnej dysfunkcii, pricom modze

dochadzat” aj k ovplyviiovaniu d’alSich chordb vratane Alzheimerovej choroby, svalovej

dystrofie, cukrovky a rakoviny (Scharfe, Lu et al. 2009).

Ptosis

Oftalmoplegia

Optic atrophy

Retinis pigmentosa LY
Retinopathy

Liver failure
Hepatopathy

Fanconi syndrome
Renal tubular acidosis
Focal segmental
glomerulosclerosis
Glomerulopathy

Renal failure

Adrenal insufficiency

Diabetes mellitus

= te

Acid reflux

Vomiting
Pseudoobstruction

Gastrointestinal dysmotilty

Chronic villous atrophy
Malabsorption
Diarrhoea
Infertility
Premature menopause
Recurrent pregnancy loss

Kyphoskoliosis
Bone marrow failure
Short stature

Sensorineural
hearing loss
Hearing deficit

sy
¥ 3 }Eq'a_ B 3§
- g N -

).

Neurodegeneration
Seizures

Stroke like episodes
Tremors
Demyelination
Myoclonus

Epilepsy

Ataxia

Migraine

Dementia
Parkinsonism
Autism

Cogpnitive decline
Learning disabilities
Language delay
Psychiatric symptoms
Developmental
regression and delay
Noise, light or

smell sensitivity

Respiratory failure

- Failure to thrive

Immunological defects
Fe

Obrazok 5 Klinické spektrum mitochondridlnych ochoreni - schematicky diagram poukazujuci na orgdny a zodpovedajice

ochorenie ovplyvnené mitochondridlnou dysfunkciou (prevzaté z (Konarikova, Markovic et al. 2020)).
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3 DIAGNOSTIKA MITOCHONDRIALNYCH OCHORENI

Klinicka diagnostika mitochondridlnych ochoreni je problematicka, v stcasnej dobe sa ale
diagnosticky proces dramaticky posuva od klinického, histologického a biochemického
pristupu k pristupu primarne genetickému. Sekvenovanie mitochondridlneho genomu
v kombinécii so sekvendciou nDNA pomocou tzv. next generation sequencing (NGS) moze

poskytnut’ rychlu geneticku diagnézu pre velkt Cast’ pacientov (Alston, Stenton et al. 2021).

3.1 DIAGNOSTIKA PACIENTOV S PODOZRENIM NA MITOCHONDRIALNU
PATOLOGIU

Vzhl'adom na fakt, Ze diagnostika tychto portch je obtiazna, bol vyvinuty, systematicky
pristup, ktory zahfiia klinické testy na podrobny popis Sirky fenotypu a laboratérne testy
zamerané na definiciu zakladného biochemického defektu. V dosledku tvorby tohto pristupu
boli navrhnuté rozne diagnostické¢ kritéria ako napriklad modifikované Nijmegenove
mitochondridlne diagnostické kritéria, ktoré vyuzivaju klinické, metabolické/zobrazovacie
skore a histologické vysledky svalovej biopsie na wurCenie pacientov s moZzZnou,
pravdepodobnou alebo definitivnou mitochondridlnou poruchou. Tieto kritéria boli
prehodnotené v ére NGS pri pacientoch s geneticky potvrdenou mitochondridlnou poruchou
(Wolf and Smeitink 2002, Morava, van den Heuvel et al. 2006, Witters, Saada et al. 2018).

V sucasnosti existuje velké mnozstvo znamych fenokopii mitochondridlnych ochoreni.
Pokrok v genomickom testovani poukdzal na to, Ze pacienti s klinickych fenotypom
a biochemickymi abnormalitami, ktoré naznacuji mitochondridlne ochorenie, mézu vykazovat
aj d’alSie genetické poruchy. Vysoky index podozrenia na primarne mitochondridlne ochorenia
je upacientov, ktory vykazuju epizédy podobné mrtvici v nevaskularnej distribucii
(pozorované u pacientov s mitochondridlnou encefalopatiou), hyperintenzivne MRI 1ézie
v bazalnych ganglidch a/alebo mozgovom kmeni (Leighov syndrom) alebo s vonkajSou
progresivnou oftalmoplegiou (CPEO) amyopatiou. Aj naprieck tomu vela pacientov
s primarnym mitochondridlnym ochorenim moézZe zostat bez potvrdenia diagnézy danej
choroby, nakolko bez potvrdzujucich genetickych dokazov mdze dojst’ ku chybne stanovenej

diagnoze (Parikh, Karaa et al. 2019).
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3.2 PRENATALNA DIAGNOSTIKA MITOCHONDRIALNYCH OCHORENI

Prenatdlna diagnostika sa vykondva u zien, u ktorych je podozrenie na mitochondridlne
ochorenie, popripade, ak sa v rodine vyskytol pripad potvrdzujuci toto ochorenie. Jej cielom je
geneticka identifikdcia génu zodpovedného za mitochondridlne ochorenie. Ta sa vykonava
z amniocytov, potom zalezi, ¢i ide o mutaciu v mtDNA alebo nDNA (Nesbitt, Alston et al.
2014).

V pripade mutidcie mtDNA je genetickd diagnostika vel'mi komplikovana, nakol’ko je
tazko predikovatelny stupenl heteroplazmie v bunkdch plodu zo stupnia heteroplazmie
v amniocytoch. U tychto pacientiek je dolezit¢ vziat do uvahy aj faktory ako st napr.
fenotypova expresia mutdcie u pribuznych alebo asociacia medzi genotypom a fenotypom.
Okrem presného urcenia urovne muticie mtDNA vo vzorke fetalnej DNA st d’alej pacienti
kategorizovani na zéklade zat'azenia mtDNA mutaciami v postnatdlnom obdobi (Marchington,
Malik et al. 2010, Nesbitt, Alston et al. 2014).

U mutacii v nDNA je genetickd diagnostika pomerne jednoducha. Okrem geneticke;j
diagnostiky z amniocytov ide o otestovanie celej rodiny, kedy sa hl'adaju obe alely prislusného
génu. Rodicom su tak poskytnuté ovela jasnejSie vysledky o pripadnom mitochondridlnom

ochoreni ich dietata (Nesbitt, Alston et al. 2014).
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4 LIECBA MITOCHONDRIALNYCH OCHORENI

Aj ked’ v poslednych desatrociach doslo k pokroku pochopenim molekulédrneho zékladu
mitochondridlnych poruch, ¢o vyustilo do uc¢inného screeningu a diagnostiky danych poruch,
nedoslo vSak kzvySenému poctu tuspechov v lieCbe mitochondridlnych ochoreni. Pocet
schvalenych liekov, ktoré su vhodné pre tieto poruchy, je stdle vel'mi nizky (Lightowlers,
Taylor et al. 2015). Napriek tomu pocetné terapeutické moznosti liecby, ktoré interferuju
s progresiou ochorenia, vykazuji sl'ubné vysledky. St zamerané na roézne Grovne liecby, od
zivotného §tylu, cez cviCenie a metabolické moznosti lieCby az po upravu gendému. AvsSak
problémom je prekonanie primarneho enzymového defektu. V niektorych pripadoch staci
doplnit’ dany metabolit (napr. CoQ u poruchy biosyntézy CoQ), ale v pripade, kde ide
o naruSenie priamej produkcie ATP, je prekonanie tohto defektu naro¢nejSie (Konarikova,
Markovic et al. 2020).

Liecba sa vyznamne lisi v zavislosti od konkrétneho typu, stavu, znakov a symptomov
pritomnych u dané¢ho ¢loveka. Primarnym cielom liecby je zmiernenie priznakov a spomalenie
progresie stavu (Monnot, Gigarel et al. 2011). V ramci prevencie mitochondridlnych ochoreni
je ucinné genetické poradenstvo, najméd vzhl'adom na rodinni anamnézu mitochondridlnych

chordéb (Chinnery, Thorburn et al. 2000, Monnot, Gigarel et al. 2011).

41 FARMAKOLOGICKY PRISTUP

Fenotypova rozmanitost’ mitochondridlnych ochoreni komplikuje situaciu v pripade jej
liecby. Ako prva moznost’ pri podozreni na mitochondrialne ochorenie sa predpisuju rézne
druhy vitaminov, kokteil doplnkov vyzivy a vitaminov, ktoré sii poskytované pacientovi na
obmedzent dobu (Chinnery and Turnbull 2001, Ginguay and De Bandt 2019). NajcastejSie
kokteil obsahuje L-arginin (na latkova vymenu), CoQ1o (vo forme CoQ alebo CoQHb»), kreatin
(na ulah¢enie recyklacie ATP) a L-karnitin (ako antioxidant a zdroj energie) (Enns 2014).

Dalgimi latkami pouZzivanymi v liebe mitochondridlnych ochoreni si metabolity zo
skupiny vitaminov B, konkrétne thimain, riboflavin alebo niacin. Tieto metabolity poméahaji
pacientom s defektmi konkrétnych metabolickych drah ako s napr. pacienti s poruchou
metabolizmu thiaminu, u ktorych po lie¢be dochédza k zlepseniu neurologickych problémov

(Ortigoza-Escobar, Molero-Luis et al. 2016).
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KOENZYM Q1o

CoQ1o je vysoko hydrofébna molekula pritomna vo fosfolipidovych membranach, ktora
plni funkciu mobilného elektréonového prendsaca medzi radou mitochondridlnych
dehydrogendz a komplexom III a naviac je to silny antioxidant (Awad, Bradley et al. 2018).
Pre pacientov s mitochondridlnymi poruchami predstavuje dopliianie CoQio terapeuticky
pristup lieéby, nakolko doplianie CoQio méze prekonat jeho nedostatoént prirodzent
produkciu, avSak univerzalny prinos tejto lieCby nie je konzistentny (Zhu, Zhao et al. 2011,
Hargreaves 2014, Awad, Bradley et al. 2018). Pokial’ ide o vSeobecny prinos tejto liecby pre
rdzne typy mutacii, tak Stidie neodhalili priaznivy u¢inok na sledovanych premennych (Glover,
Martin et al. 2010). Avsak na druhej strane, niektoré stidie nam ponukaju optimistickejsi obraz
na tato liecbu. Ku prikladu CoQ1o, pyruvat a § — adrenergny receptorovy blokator boli tispesne
zavedené u detského pacienta s mutaciou v acyl — CoA dehydrogendze 9 (ACAD?Y), ktora vedie
k defektu komplexu I (Zhu, Zhao et al. 2011).

Jednym z kI'aicovych faktorov pre tspesné vyuzitie CoQio pri lieCeni mitochondrialnych
chordb je spravne nacasovanie a jeho podanie pacientovi (Horvath 2012). Najdodlezitejsia je
vSak jeho biologickd dostupnost’, ktora je obmedzena a 1isi sa v zavislosti od organu. Tento fakt
podnietil patranie po umelom analégu CoQio, ktory by mal lepSiu rozpustnost’ ateda aj
biologicku dostupnost’ (Acosta, Vazquez Fonseca et al. 2016). Syntetickym analdgom CoQ1o
je idebenon, ktory bol uznany na liecbu Leberovej optickej neuropatie (LHON) (Lyseng-
Williamson 2016). BohuZial’, menej ako 1% prechadza z pecene do obehu, ¢o je dovodom jeho

obmedzeného pouzitia (Konarikova, Markovic et al. 2020).

4.2 TRANSPLANTACIA ORGANOV

Transplantacia organov pri lieCbe mitochondridlnych choréb patri skor medzi
Specializované invazivne pristupy lieCby. Vyuziva sa aj v pripade inych vrodenych vyvojovych
vad metabolizmu a méze dobre sluzit' aj v podmienkach, kde enzymova dysfunkcia vedie
k hromadeniu toxickych zlucenin, ¢o moZze byt vyrieSené prostrednictvom transplantacie
allogénneho organu s nemutovanou formou konkrétneho enzymu (Tan, Boelens et al. 2019).
Najlepsim prikladom je mitochondridlna neurogastrointestinalna encefalomyopatia (MNGIE),
spOsobend mutaciami v tymidyn fosforylaze (TYMP). Tie vedd k akumulacii
tymidinu, deoxiuridinu a mtDNA. Vo velkej skupine MNGIE pacientov bola vykonana
transplantacia krvotvornych kmenovych buniek (HSCT, z ang. hematopoietic stem-cell

transplantation), ¢o viedla k zlepSeniu biochemickych parametrov a klinickych priznakov
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ochorenia (Halter, Michael et al. 2015). Pomerne vysoka timrtnost’ spojenda s HSCT u MNGIE
pacientov, viedla k preskiumaniu aj inych stratégii, konkrétne transplantacie pecene, nakol’ko
pecent ma vysoku expresiu tymidin fosforylazy. Tato lieCbu podstupilo Sest’ pacientov a vo
vSetkych pripadoch doslo k vylepSeniu ako biochemickych tak aj klinickych charakteristik, ¢o
bolo preukazané po kontrole po jednom roku (D'Angelo, Rinaldi et al. 2017, Madhok, ong et
al. 2019, Kripps, Nakayuenyongsuk et al. 2020). Celkovo sa zda, ze transplantacia tkaniv je
perspektivny pristup.

43 GENOVA TERAPIA

Na rozdiel od ostatnych typov lie€by, ako su napr. cvicenie alebo keto diéta, uprava
gendmu modze vyrieSit skuto¢ni pri¢inu mitochondridlnych portich. Existuje niekol’ko
moznych pristupov pre rézne typy poruch. Moze ist’ o (i) ndhradu génu, ktory je G¢inny pri
monogénnych poruchach, (i1) pridanie génu, ktory méze pomdct’ pri komplexnych poruchach
ako je napr. srdcové zlyhanie, (iii) zmenu génovej expresie prostrednictvom RNA interferencie
veducej k odstraneniu nefunkénej RNA, (iv) presnt Gpravu gendmu pomocou endonukledzy so
zink finger nukleazy (ZFN), popripade CRISPR/CAS9 systémom (Wang and Gao 2014).

Pristupy v uprave jadrovych génov mitochondridlnych ochoreni su podobné ako u inych
genetickych portich (Romero-Moya, Castafio et al. 2017). Mutdcie v mtDNA kodovanych
proteinoch nemozno l'ahko rieSit’ editaciou gendomu. RieSenie by ale mohla predstavovat’
allotopiticka expresia daného génu (Lewis, Dixit et al. 2020). V pripade mitochondridlnych
poruch ako je LHON syndrom je génova terapia sl'ubnym nastrojom pre lieCbu (Karaarslan
2019). LHON syndréom v sucasnej dobe patri medzi beZne zdedené optické neuropatie,
u ktorych je génova terapia uz vo faze III klinického testovania. Pacientom s mutaciou v ND4,
ktord je podjednotkou komplexu I, sa do oka aplikuje zmes obsahujica nosi¢ a vhodne
upravenu divoku formu ND4 proteinu (El-Hattab, Zarante et al. 2017). Zistilo sa, ze zrak
pacientov sa zlepsil a neboli pozorované Ziadne vedlajSie ucinky (Bouquet, Vignal Clermont et
al. 2019).

Tento princip by sa mohol vyuzit aj v pripade znizenia hladiny mutovanej mtDNA v embryach
v priebehu oplodnenia in vitro (Pereira and Moraes 2017). Jedna z prevadzanych Studii na
mySich embryach preukdzala mozni uzito¢nost mitochnondridlnych zink finger nukleédz
v zabraneni prenosu mutovanych mtDNA prostrednictvom zarodocnej linie (McCann, Cox et
al. 2018). Podobne mitochondridlne zamerané¢ TALENs (z ang. transcription activator-like

effector nucleases), boli testované na modeloch buniek od pacientov s mutaciou v mtDNA.
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Oba pristupy spocivaji v zavedeni dvojvlaknovych zlomov do mtDNA a ich nasledne;j
eliminécii. Jednou zvel'mi slubnych moznosti umoziujucich cieleni opravu mutovanej
mtDNA predstavuje vyuzitie bakteridlneho toxinu s cytidin deaminazovou aktivitou. Ten moze
byt pomocou fuzie s DNA viazbovym proteinom nasmerovany na Specifickll sekvenciu mtDNA
a modifikovat’ ju (Mok, de Moraes et al. 2020). Génova terapia moze predstavovat
individualizovanu terapiu vhodnu pre lie¢bu vrodenych mitochondridlnych poruch (Bacman,

Williams et al. 2013).

44 MITOCHONDRIALNA SUBSTITUCNA TERAPIA

V sti€asnosti su moznosti, ktoré by mali zabranit’ prenosu mitochondridlnych ochoreni
obmedzené. Patria sem adopcie, darovanie oocytov aindukovany potrat v pripadoch
postihnutych embryi (Zhang, Liu et al. 2017). V ramci liecebného postupu in vitro fertilizacie,
ktory bol zavedeny len v nedavnej dobe, sa vyuziva mitochondrialna substitu¢na terapia (MRT,
z ang. mitochondrial replacement therapy). Ide o relativne novl a efektivhu techniku na
zabranenie dedi¢nosti mutacii mtDNA. Ak je umatky zistené riziko prenosu mutovanej
mtDNA na jej potomka, tak mbéze vyuzit' techniky mitochondridlneho darcovstva, kedy je
vyuzité vajicko nahradnej matky so zdravou mtDNA, ktorého jadro je nahradené jadrom matky
s mutovanou DNA. Tymto spésobom ma potomok jadrovu genetickll informaciu od otca
a matky a mitochondrialnu genetickt informaciu od darkyne, jedna sa o tzv. diet’a troch rodicov.
Vzhladom na vysledky mnohych §tadii moéze byt mitochondridlna substitu¢na technika
alternativou nielen pre pacientov s neplodnost'ou, ale taktiez umozni zendm s patogénnymi
mutaciami v mtDNA generovat’ zdravé potomstvo (Craven, Tang et al. 2017).

V pripade MRT st vyuzivané dva zékladné pristupy, pomocou ktorych sa vykonava. Ide
jednak o pronuklearny prenos a prenos materského vretena. V sucasnej dobe bol zavedeny aj

treti pristup, prenos polarneho genoému (Sharma, Singh et al. 2020).

44.1 PRONUKLEARNY PRENOS

V pripade pronukledrneho prenosu (PNT, z ang. pronuclear transfer) je jadrovy material
odstraneny z materského oocytu a je preneseny do darcovskej denukleovanej zygoty, kde sa
zdravé mitochondrie nachadzaji v cytoplazme (vid'. obr.6A). Aby sa zabezpecila integrita jadra
v PNT, je nevyhnutné prenesenie malého mnozstva mutovanych mitochondrii, ¢o moze viest
nasledne k heteroplazmii (Wolf, Hayama et al. 2017). Preto v ramci tejto liecby existuje riziko

vzniku ochorenia, a to v pripade, Ze dojde k prenosu viac ako 5% mutantnej mtDNA (David
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and Peebles 2008, Tachibana, Sparman et al. 2009, Rai, Craven et al. 2018). Tato metdda liecby
bola uspesne pouzitd u matky, ktora niesla mutaciu spdsobujucu Leighov syndrom a mala
anamnézu neuspesSného tehotenstva. KI'acové pri PNT je dlhodobé sledovanie (Zhang, Liu et

al. 2017).

4.4.2 PRENOS MATERSKEHO VRETENA

V pripade prenosu materského vretena (MST, z ang. maternal spindle transfer) techniky
dochadza k jej vykonaniu este pred oplodnenim (vid. obr.6B). Ide o formu selektivnej
reprodukcie, ktord je podobna prenatilnej diagnostike a predimplantacnej genetickej
diagnostike (Inoue 1989). Komplex materského vretena v Stadiu metafazy je extrahovany
z chybného vajicka matky a je transplantovany do perivitelinneho priestoru enukleovaného
darcovského vajicka so zdravymi mitochondriami (Labarta, de Los Santos et al. 2019).
Reformované embryo sa transplantuje do lona matky. Tento pristup je oproti PNT vyhodne;jsi
nakol’ko materské vreteno obsahuje malti cytoplazmu, ¢o nakoniec znizuje pravdepodobnost’

prenosu mutovanej mtDNA (Farnezi, Goulart et al. 2020).

A Pronuklearny prenos

Pacient Donor

B Prenos materskym vretenom

. ==
Pacient Donor &9
\ 7’
\ e
0 >
—
& Mitochondrie s normalnou DNA ) Mitochondrie s mutovanou DNA
‘ Vretenovy - chromozomovy komplex . Pronuklea

Obrdzok 6 (A) schématicky diagram poukazuje na prenos nuklednov, kde st 2 pronukled odobrané so zygoty s mutovanymi
mitochondriami a prenesené do denukleovanej zygoty darkyne. (B) Schématické zobrazenie prenosu vretena matky, kde déjde
k jeho preneseniu do oocytu v metafdzy Il do oocytu darkyne, ktory uZz materské vreteno neobsahuje. Ndsledne potom déjde
k oplodneniu rekonstruovaného oocytu (Farnezi, Goulart et al. 2020).
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4.4.3 PRENOS POLARNEHO TELIESKA

Metoda prenosu polarneho telieska (PBT, z ang. polar body transfer) je povazovana za
najvyznamnejSi pristup z dovodu pritomnosti malého mnozstva mitochondrii, ktoré
minimalizuji. moZnosti prenosu mutovanej mtDNA. Cely jadrovy obsah je uzavrety
v polarnych telieskach (PB, z ang. polar body). Prvé polarne teliesko (PBI) sa objavuje po
ovulacii a druhé polarne teliesko (PBII) vznikd po oplodneni spermiami, pri¢om obidve
obsahuju presnt geneticku kopiu jadra oocytov (vid'. obr.7). Pri pouziti oboch typov transferov
(PBI alebo PBII) dochadza k minimalnemu prenosu mtDNA a je tak znizené riziko poSkodenia

plodu (Wang, Sha et al. 2014, Farnezi, Goulart et al. 2020).

A Prenos polarneho telieska - PBI

Pacient Donor -

. &
&
—_— —_—

B Prenos polarneho telieska - PBII

Pacient Donor .
@ "..\
)
D € Sor?
-
@ Mitochondrie s norméalnou DNA i Mitochondrie s mutovanou DNA
& Polarne teliesko . Pronuklea 0 Vretenovy - chromozémovy komplex

Obrazok 7 (A) reprezentuje prenos PBI, ktory je odobrany z oocytu v metafaze Il a prevedeny do oocytu darkyne, kde doslo
k odstraneniu materského vretena. Potom nasleduje oplodnenie rekonstruovaného oocytu. (B) Znazorriuje prenos PBII, ktory

je odobrany zo zygoty pacientky a preneseny do denukleovanej zygoty darkyne (Farnezi, Goulart et al. 2020).

MRT liecba sa tiez ukazuje ako pouzitelna v pripade lesbickych parov, nakol'’ko obe Zeny
v danom pare mozu poskytnut’ svoju genetickt Cast’ dietat'u, priCom jedna prispieva jadrovym
gendmom a druhd mitochondridlnym. V pripade tychto parov existuje aj technika ROPA (z ang.
reception of oocyte from partner - prijem oocytov od partnera), avsak tu nastava problém, ze
diet’a je geneticky spojené len s jednou zo zien v danom pare (Cavaliere and Palacios-Gonzalez
2018).
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Velmi diskutovanou  témou technik vyuZzivajucich mitochondridlny prenos je
kompatibilita jadrového a mitochondrialneho genému. Bolo publikované, ze mitochondridlny
prenos moze vyznamne menit’ expresiu jadrovych génov a ovplyvnit’ vyvoj jedinca, kognitivne
spravanie a iné (Reinhardt, Dowling et al. 2013). Aj prirodzene sa vyskytujiuce zdravé mtDNA
haplotypy vykazuji rozdiely vroéznych parametroch a naruSenia vysoko koordinovanej
interakcie mitochondrialneho a jadrového genému by mohli viest’ k neziaducim dopadom na
zdravie. Preto bolo doporucené, aby bola darkynou zena srovnakym mitochondridlnym
haplotypom ako biologicka matka (Pan, Wang et al. 2019).

Ako uz bolo zmienené, u MRT moze dojst’ k prenosu mutovanej mtDNA do embrya a tym
sa zvySuje riziko prepuknutia mitochondridlneho ochorenia, pripadne prenosu mutovanej
mtDNA do dalSich generacii (Reinhardt, Dowling et al. 2013, Reardon 2016). V suvislosti
s prenosom mutovanej mtDNA do d’alSej generacie sa diskutuje moznost’ vyuzit' pri tejto
technike len muzské embryo. To vSak predstavuje eticky problém, ktory je rieSeny v suvislosti
s legalizaciou MRT vo vicsine krajin. Napriklad vo Velkej Britanii bolo MRT povolené uz
v roku 2015 a od roku 2017 je mozné aj tuto techniku podstupit’ (Gorman, Chinnery et al. 2016,
Rahman and Rahman 2018). Oproti tomu v USA tato technika nebola este povolend (Reardon
2016). V Ceskej republike zatial nie je technika mitochondrialneho prenosu legislativne

regulovana.
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5 Zaver

Mitochondrie patria medzi dolezité zlozky buniek organizmov, nakol’ko st dolezité hlavne
pri tvorbe energie. Ide o organelu obsahujucu vlastni DNA (mtDNA), ktord je maternalne
dedena a koduje esencialne podjednotky komplexov oxidacnej fosforylécie a je zodpovedna za
tvorbu ATP. V populacii sa nachadzaju prirodzené genetické rozdiely v sekvencii mtDNA, tzv.
mitochondridlne haplotypy. Nakol'ko je védcSina mitochondridlnych proteinov kddovana
jadrovym gendémom, je interakcia oboch genomov vysoko kooordinovana. Narusenie tejto
interakcie potom moze viest’ k nepriaznivym zdravotnym dopadom.

Mitochondrialne ochorenia, ¢i uz jadrového alebo mitochondridlneho pévodu, patria medzi
vel'mi bezné vrodené poruchy metabolizmu a maju Zivot ohrozujice ucinky na potomkov
postihnutych rodicov. Postihuju aktikol'vek ¢ast’ tela, ale hlavne energeticky narocné tkaniva.
Tieto ochorenia majui vel'mi r6znorodé genetické pozadie a Siroké klinické spektrum priznakov
aich diagnostika je preto velmi obtiazna. V poslednej dobe, rozvoj novych sekvenénych
technik umoznil zlepsit’ identifikéciu génu zodpovedného za povod ochorenia.

Rovnako ako diagnostika, tak ani lie¢ba mitochondridlnych ochoreni nie je jednoducha.
Donedéavna boli najcastejSie vyuzivané hlavne spdsoby ako napr. adopcie, darovanie oocytov
alebo indukovany potrat v pripade postihnutych embryi. S rozvojom molekularne-biologickych
metdd sa ale objavuju aj nové spdsoby liecby vzniknutého ochorenia, pripadne zabranenie jeho
prenosu na potomkov. Medzi najnovsie metoddy, ktoré zabranuju prenosu mutovanej mtDNA
patri mitochondridlna substitu¢na terapia.

U technik vyuZivajicich mitochondridlny prenos zastava otazkou kompatibilita jadrového
a mitochondridlneho gendému. Vel'mi diskutované st aj etické problémy suvisiace
s prednostnym vyuzitim muzskych embryi, ktoré by zabranilo prenosu rezidualnej mutovanej
mtDNA do d’alSich generacii. Aj cez vSetky otazky predstavuji mitochondrialne substitu¢né

terapie jedinu nédej na vznik zdravych potomkov pre velké mnoZstvo parov.
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