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Abstrakt:

Sawi organismus je zcela zavisly na produkci ATP systéh oxidativni fosforylace
(OXPHOS) na vnini mitochondrialni membrén OXPHOS se sklada z komplex
I-1V dychacihoiettzce, ATP syntazy a soéasti jsou také 2 elektronovéemasée cytochrom
c a koenzym Q. Poruchy mitochondrialniho energétickmetabolismu Zgobené defekty
OXPHOS jsou charakteristické extrémni heterogeniktinickych piznaki, variabilitou
postizenych tkani a takeé tizi defektu na drovnnglivé tkarg. Ne vzdy jsou poruchy jagn
vyjadieny na uarovni dostupnych tkagi nejsnaze dosazitelnych kultivovanych fibroblast
a/nebo zatim dostupnymi metodami nejsme schopmi tigfekty na arovni fibroblast
zachytit. Cilem diplomové prace bylo pomoci biocieych metod, zejména vysoce citlivé
polarografie, identifikovat poruchy OXPHOS na urbvkultivovanych fibroblast
a charakterizovat jejich fudki dopad na mitochondrialni energeticky metabolisjako
celek. Biologickym materialem bylo 10 linii kulovanych koZnich fibroblagtod pacient
s izolovanymi (SURF1, SCO2, ND1, ND5) nebo kombgrogni poruchami komplex
OXPHOS, jejichz biochemicky defekt byl potvrzen ssalové tkani a také od 14 pacignt
s mitochondrialni dysfunkci sekundarniho charak(8rpacieni s Huntingtonovou chorobou,
6 pacieni s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin). Bdtovan i dopadienych
podminek kultivace na miru respirace. Ve vSechowasmych linich byly zjigny
v rizné mfe zneny ve spdebd kysliku a také v ultrastrukite mitochondrii. Vysledky
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Abstract:

The mammalian organism is entirely dependent on Af&duction by oxidative
phosphorylation system (OXPHOS) on the inner mitochial membrane. OXPHOS
is composed of respiratory chain complexes I-IV,PASynthase and also include two
electron transporters cytochrome ¢ and coenzyméiQorders of mitochondrial energy
metabolism caused by OXPHOS defects are charaeterlzy extreme heterogeneity
of clinical symptoms, variability of tissues affedtand the severity of the defect at the level
of individual tissues. The mitochondrial disordars not always clearly expressed at the level
of available tissue or most easily available cétufibroblasts and/or currently available
methods are not capable to detect the defectheofidroblasts level. The aim of this master
thesis was to identify by biochemical methods,eeglly by high sensitive polarography,
OXPHOS disorders in cultured fibroblasts. CelleBnfrom 10 patients with isolated
(SURF21, SCO1 ND1, ND5) or combined defects of OXFEH complexes whose
biochemical defect was confirmed in muscle tisssewall as 14 patients with non-
mitochondrial diseases (8 patients with Huntingtlisease, 6 patients with disorder of
sulphur amino acids metabolism) were analysed.hEurtore impact of various cultivation
conditions on OXPHOS function was studied. Sigatfic disturbances in mitochondrial
respiration, ultrastructure and mitochondrial netwerere found. The results of this thesis
will contribute to a more precise identification ®MOS defects in cultured fibroblasts and

thus more successful detection of patients witloohiondrial diseases

Key words: mitochondria, oxidative phosphorylation, cultivat@roblasts, cytochrome

c oxidase
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1 Teoreticky Uvod

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni membranové organekteré zastavaji
v eukaryotickych biikach fiznou, mnohdy velmi odliSnou, funkci. Tyto organeby podileji
jak na procesechi@ziti burgk, tak i na procesech vedoucich k jejich smrti. jBaéleZitou
roli sehravaji v energetickém metabolismu (Wils@i32), ve stresové odpédi (Kroemer et
al. 2010)¢i v apoptoze (Brenner & Mak 2009). Podle endosyititlé teorie tyto organely
vznikly endocytdzow-proteobakterie proto-eukaryotickym organismemmuz nas#dcuje
piitomnost vlastniho genomu (Margulis 1975). \At& neexistuji mitochondrie jako
samostatné struktury, ale vytv&elmi dynamické struktury, které nazyvame mitthrialni
sitt (Amchenkova et al. 1988).

Mnozstvi mitochondrii v btkadch je fizné. LiSi se v zavislosti na btimém typu
a stavu organismu. Miznych bugénych typech mizeme najit od #kolika set aZ po #kolik
tisic mitochondrii na hiku. Fresto, Ze se jejich velikost i tvardde liSit, vnigni struktura
se za fyziologickych podminek néni. Bézr¢ jsou mitochondrie 0,5 — 1 um dlouhé organely
skladajici se ze 4 kompartméntvnéjSi membrany, mezimembranového prostoru, fanit
membrany a matrix. Diky tétélenitosti vznikaji v mitochondriich odliSna mikragstedi,
ve kterych mohou probihatizné metabolické procesy jako Krélkscyklus, B-oxidace
mastnych kyselin, biosyntéza hemu, glukoneogenezetogeneze ¢i metabolismus
aminokyselin. Hlavni dlohou mitochondrii v energkém metabolismu je bezpochyby
syntéza ATP, ktery slouZi jako energeticky zdrop gouiky (Scheffler 2007). Nemén
podstatnou roli sehravaji tyto organely ve vapnéov signalizaci. Spotmé
s endoplazmatickym retikulem totiZ slouZi jako mfzasobarna Gav buice (Rizzuto et al.
2012).

1.2 Struktura mitochondrii

Mitochondrie se skladaji ze 2 membran gh a vnitni), mezimembranového
prostoru a matrix (Obr.1). \&8i mitochondrialni membrana o#ldje cytosol
od mezimembranového prostoru. Dikitpmnosti porii je vysoce propustna pro ionty a
raizné metabolity,éimz zprostedkovava komunikaci mezi cytosolem a mitochondrii.
Velikost poéh  umozuje piichod fznych  molekul s maximalni  velikosti

do 6kDa do mezimembranového prostoru (Zalman éi9&0).
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Mezimembranovy prostor slouzi k propojeni mitochiddich proce$ s ostatnimi
procesy probihajicimi v lice. A to prosednictvim vyngny proteiri, lipidi a dalSich
molekul mezi matrix a cytosolem. al2zitou roli hraje mezimembranovy prostor take
v apoptoze. Obsahuje totiz velké mnozstvi cytochranjehoz vyliti do cytosolu iniciuje

aktivaci kaspaz a s tim spojené apoptotické prof@ssnner & Mak 2009).

F,F; komplexy

vnitini prostor

mezimembranovy st
prostor
spojeni Kkrist
vnéjsi s vnitfni membranou
membrana

vnitini
membrana

Obr. 1. Model mitochondrialni struktury. Na obrazku je zobrazena mitochondrie skladajict gesjSi
a vnitni membrany, mezimembranového prostoru a matrou Zsle také vyobrazenyb; ATP
syntazy na vnihi mitochondridlni membr&njeZz tvai kristy, které jsou sni propojeny
prostednictvim spaj (pievzato a upraveno podle Lodish & Berk 2008).

Druhou membranou ohratijici mezimembranovy prostor je membrana ivmitTato
membrana tvid struktury vybihajici do matrix, které se nazy\ajsty a jsou pomoci spbj
s touto membranou propojeny. Kristyég&Suji povrch vnitni membrany a tim poskytujgtsi
prostor pro pkb¢h metabolickych reakci. Na rozdil od&#i je vnitni membrana velmi malo
propusta a jeji propustnost jeig® regulovana specifickymiipnasSeéi. Nejen v propustnosti,
ale také ve slozeni obou membran je vyrazny ro@bfn¢é se v membranach nachazi
piiblizné 50% proteih a 50% lipidi, ale vnitni mitochondrialni membrana je vyjimkou s
obsahem protein kolem 75%. Toto vysoké mnoZzstvi souvisiiggmnosti proteinovych
pienaSeén a také jednotlivych komponent systému oxidativedférylace (OXPHOS) v této

membrag (kapitola 1.4).



Poslednim mitochondrialnim kompartmentem je matrkkde se nachéazirada
solubilnich enzym, které katalyzuji tzné metabolické procesy (jaboxidaci mastnych
kyselin ¢i Krebsiv cyklus), ale také ribozomy a mitochondrialni DN#dtDNA) (Scheffler
2007) .

1.3 Mitochondrialni genom

Pritomnost DNA v mitochondriich byla objevena v rat@63 (Nass & Nass 1963)
a jeji sekvence byla nasledmpopsana Andersonem v roce 1981. MitochondrialniADN
je dvouvlaknova 16 569 bp dlouha kruhova moleku@br( 2) (Anderson et al. 1981).
V zavislosti na obsahu bazi r@éhgieme jednotlivéettzce mtDNA na lehky (L - z anglického
light), ktery obsahuje &Si podil cytosia a €Zky (H - z anglického heavy), ktery obsahuje
vétSi podil guanosiin Sowasti mtDNA je i vyznamna reguiai oblast nazyvana D-srika,
ve které dochéazi k gétku replikace oboiettzci (Shadel & Clayton 1997).

lehky retezec tézky retézec

DEAF 1555G NDS

MELAS 3243G LHON 14484C /

Pl LHON 14459A

T~ LHON 3460A

Lidska mitochondrialni DNA
16 569hp

A ND5

LHON 11778A
ND2

NARP 8993G/C
MERRF 8344G \
e

ATPase8

Obr. 2. Mapa lidské mtDNA. Na obrazku je zobrazena struktura lidské mtDNA/z&enymi geny,
které kdéduje. Pomocternych Sipek jsou oztiana mista v mtDNA, jejichz mutace souvisi
s mitochondrialnimi chorobamiigvzato a upraveno podle www.mitomap.org)



V pribéhu ontogeneze doslo kgsunu mnoha gwodrgé mitochondrialnich geahn
do jadra, i pesto dnes nalezneme geny, které jsou touto DNA \ud (Martin 1998).
Dlouhou dobu se myslelo, Ze mtDNA koduje celkeng8idi, z toho 2 geny pro ribozomalni
RNA (12S rRNA a 16S rRNA), 22 gémro tRNA a 13 gelpro peptidy, které jsou seasti
jednotlivych komplex systému OXPHOS (1.4) (Anderson et al. 1981). Mqubd dol
se vSak ukazuje, Ze mtDNAegjm¢ kdduje vice nez jen 13 gempro peptidy. V mtDNA totiz
byly objeveny kratké oteéenécteci ramce, které kodujiizreé dlouhé peptidy. Doposud byly
identifikovany dva takovéto peptidy, a to humariied et al. 2013) a MOTS-c, ktery reguluje
metabolickou homeostazu epre také folatovy cyklus (Lee et al. 2015).

B&Zng se v mitochondriich obratloimachazi mtDNA v pitu 10-10* kopii na biiku
(Shadel & Clayton 1997). Jeji mnoZstvi seuzen liSit v zavisloti na typu tk&n
a fyziologickém stavu buwk. Napiklad oxidativni stres fspiva ke zmnam pdtu
mitochondrii stejt jako k ovlivreni integrity jejich DNA (Lee & Wei 2005). ZvySenyoget
kopii stejre jako ckdicnost po matiske linii odliSuji mitochondrialni genom od jadenioe
Vyraznym rysem mtDNA je také vysoka kompaktnostormdil od jaderného genomu totiz

neobsahuje introny akteré geny se dokoncégkryvaji (Shadel & Clayton 1997).

Jak jiz byloreteno, mtDNA se nachazi v matrix mitochondrii. Bylmlazano, ze je
zde spojena s viiiti mitochondrialni membranou (Nass 1969) aitwale nukleoproteinové
komplexy, které se nazyvaji nukleoidy (Legros 200MXDNA ma proto velmi blizko
ke komplexim systému OXPHOS (1.4).éBem reakci probihajicich ¥ahto komplexech
dochazi ktvorb raznych vedlejSich produktjako napiklad reaktivnich forem kysliku
(ROS). Jejich ptomnost v blizkosti mtDNA maiejmeé za nasledek zvySeny vznik mutaci
této DNA, ktery Uzce souvisi s mnoha mitochondir@inonemocgnimi (Wallace 1999).
Vzhledem k tomu, Ze mtDNA je v hlkach ve vysokém ptu, nemusi se dopa&chto mutaci
projevit. Krom& mutované mtDNA se totiZasto v buiitkdch nachazi i dity pocet kopii
nemutované mtDNA, tento jev se nazyva heteroplazNeeozdil od stavu homoplazmie, kdy
jsou vSechny mtDNA stejné. Rozhodujici roli v prajedané mutace poté sehravékpoieni

ur¢iteho mnozstvi mutované mtDNA, kterémuie€x prahovy efekt (Rossignol et al. 2003).

1.4 Systém oxidativni fosforylace (OXPHOS)

Systém oxidativni fosforylace (OXPHQOS) je lokaliazovna vnitni mitochondrialni

membrag a sklada se ze 4 kompterychacihaetzce (komplex | - 1V), dvou elektronovych



pienaséu (koenzymu Q a cytochromao) a ATP syntazy (nazyvanou téz komplex V).
Jednotlivymi komplexy dychacih@®zce jsou NADH-koenzym Q oxidoreduktaza (komplex
[), sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza (komplex Il)koenzym Q-cytochrom

c oxidoreduktaza (komplex Ill) a cytochrarroxidaza (komplex 1V), (Obr. 3).

Hlavni dlohou systému OXPHOS je oxidace redukovhAnyoenzyni NADH
a FADH, vznikajicich hem metabolickych procés(glykolyzy a Krebsova cyklu).
Elektrony z ¢chto koenzym jsou genasSeny fes jednotlivé komplexy az na koncovy
akceptor elektraln kterym je kyslik. Komplexy se liSi redoxnim pot&iem, coz zajiduje
spravny snir toku elektrofi. Sowasre s grenosem elektrandochazi k pumpovani proton
(H") do mezimembranového prostoru (komplexy I, 1lI\§ k tim k tvorl¥ protonového
gradientu mezi matrix a mezimembranovym prostorémmikly gradient je naslednvyuzit
FoF1 ATP syntazou (komplexem V) k syntéze ATP z ADR @iholls & Ferguson 2013).

1.4.1 NADH-koenzym Q oxidoreduktaza

Prvnim komplexem systému OXPHOS je NADH-koenzym idareduktaza
(komplex I, KI), ktera je negtSim enzymem dychaciltettzce. Ma tvar pismene L a u sévc
se sklada ze 44 podjednotek (14 zakladnich ai8fagmych) (Vinothkumar et al. 2014).
Pouze 7 z&hto podjednotek (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ®8) je kddovanych
mtDNA (Brandt 2006). Jeji hlavni role sped v gijmu elektrorii (€¢) od redukovaného
koenzymu NADH. RozliSujeme u ni 2 domény: hydrdfilktera zasahuje do matrix a je
mistem vazby NADH a hydrofobni, ktera je zgama do vnitni mitochondrialni membrany
(Sazanov & Walker 2000). Prvnim krokem jejiho fun@oi je zprosedkovani penosu
26 z NADH na flavinmononukleotid (FMN). Nasle&injsou elektrony feneseny fes
9 Zelezo-sirnych (Fe-S) center az na koenzym Clurbon) a pes réj pokratuji ve své cest
k dalSimu z komplex ke komplexu Ill. Spokné s pgenosem Ze dochazi k pesunu

4H" z matrix mitochondrie do mezimembranového pros(Baradaran et al. 2013).

1.4.2 Sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza

Druhy z komplex, sukcinat-koenzym Q oxidoreduktdza (komplex I, )KI
sprostedkovava fenos €z FADH,. Tento komplex se skldda ze 4 podjednotek (kodgtan
pouze jadernou DNA) a rozliSujeme & nmelkou (solubilni) a mensi (membrargovazanou)
doménu. Sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza nenggedasti OXPHOS, ale také Krebsova

cyklu. Sprostedkovava 2 odlisné chemické reakce: oxidaci sukgina fumarat (v Krebseév
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Komplex I Komplex I1 Komplex III Komplex IV Komplex V

(NADH-koenzvm Q (sukcinit-koenzvm Q (koenzym Q-cvtochrom c (cvtochrom c oxidaza ) (F,F; ATP syntiza)
oxidoreduktaza) oxidoreduktaza) oxidoreduktiza) Bovine EscherichiaColi
Thermus Thermophilus EscherichiaColi Bovine
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Obr. 3. Schématické znazor#ni jednotlivych komplexi systému OXPHOS.Na obrazku jsou zobrazeny komplexy systému OXPHOSINADH-koenzym
Q oxidoreduktaza, sukcinat-koenzym Q oxidoreduktd&zeenzym Q-cytochront oxidoreduktaza, cytochrorm oxidaza a B ATPsyntaza). Ténymi
¢ernymi Sipkami je zde znazam prenos protofi pies vnitni mitochondrialni membranu do mezimembranovéhstpra (komplex I, 1ll a 1V), ktery je poté
vyuzit komplexem V k syntéze ATP. Dale jsou zderaabny podjednotky jednotlivych komplesystému OXPHOS, ako cilovy akceptor elektrdn
z redukovanych koenzyim elektronové fenasée (koenzym Q — viz chinonovy pool a cytochrajna jednotlivé¢asti V. komplexu OXPHOS (Rast
ve vnitni membraa a R ¢astenici do matrix), (pevzato a upraveno podle Granata et al. 2009).
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cyklu) a a redukci koenzymu Q (ubichinonu na ubiochiv dychacimietzci). Jeji funkce
spaiiva vtom, Ze umaiuje pgenos 2e uvolrenych hem oxidace sukcinatu na fumarat,
které nasledh redukuji kovalentéi navazany flavinadenindinukleotid (FAD). Tyto elety
poté pokréauji pres Fe-S centra az na koenzym Q. ¢Z isou nasledé preneseny
na lll. komplex systému OXPHOS. Komplex Il je jegim z komplext dychacihorfetzce

u rngjZ nedochazi siepnosem elektrank pumpovani protando mezimembranového prostoru
(lverson 2013).

1.4.3 Koenzym Q-cytochromc oxidoreduktaza

Prenos elektroin z redukovanych koenzyin sprostedkovany na komplexech
| a Il dale pokrauje pres dalsi z kompleéxdychacihaetézce, a to komplex Il (K1) neboli
koenzym Q-cytochrone oxidoreduktdzu. Tento komplex se sklada z 11 mbujeek z nichz
pouze 1 (cytochromb) je kdédovand mMtDNA (Crofts 2004).iéhos elektrom timto
komplexem funguje pro&dnictvim tzv. Q cyklu (Obr.4).

Cytc Mezimembranovy Cyt e
prostor

QH,
Hem by
Hem by

\/ Matrix

Cytochrom &

Obr. 4. Model fungovani Q cyklu Na obrazku je schématicky zobrazen Q cyklus 3).4.
Q znazoiiuje oxidovanou formu koenzymu Q, @kedukovanou formu koenzymu @ radikal
koenzymu Q, 2Fe-2S Zelezosirné centrum, cyt zofgagytochrom, eelektron a H proton
(prevzato a upraveno podle Lehninger et al. 2005)

Na komplex Il jsou pineseny 2eve forme redukovaného koenzymu Q (QHkteré
putuji odliSnymi drahami. Jeden z elektiiojue cestou fes Fe-S centra na cytochrom
a odtud na cytochronec (mobilni penase, ktery je schopny ienasSet pouze Je Druhy
elektron putuje cestour@s cytochronb (obsahujici hemyba by) na oxidovany koenzym Q

(Q), ze kterého vytid radikal (Q). Cely proces se opakuje vazbou dalSiho redukdvané
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koenzymu Q. Jeden z elektfoapst putuje cestouies Fe-S centra az na cytochrom druhy
pies cytochronb az na koenzym Q, ktery se staneéptadukovanym. Bhem gFenosu 2e

dojde k transportu 4Hdo mezimembranového prostoru (Crofts et al. 2008).

1.4.4 Cytochrom c oxidaza

Cytochromc, ktery je na komplexu Ill redukovarkgnasi elektrony (vzdy pouze 1) na
posledni z komplax dychacihotetzce, kterym je cytochront oxidaza (COX), neboli
komplex IV (KIV). Redukovany cytochroro nejprve pedava elektrony ta’natému centru
Cu,. Ty dale pokréuji pres cytochroma, cytochromas a druhé mad’naté centrum Guaz na
finalni akceptor elektranO,, ze kterého vzniknou 2 molekuly,@. Tento komplex se sklada
z 13 podjednotek z nichz pouz& ¢COI, COIl, COIlll) jsou kédované mtDNA. Pro redik
1 molekuly Q jsou potebné 4 elektrony, které cytochroendonese postugn V prabéhu
redukce molekuly @ dojde kpenosu 4H z matrix do mezimembranového prostoru
(Brzezinski & Gennis 2008).

1.45 FF; ATP syntaza

Prenosem elektran pies jednotlivé komplexy systéemu OXPHOS dochazi kistar
protonového gradientu mezi matrix a mezimembranopyastorem. Podle chemiosmotické
hypotézy je vznikly gradient vyuZit poslednim z kaexi OXPHOS k syntéze ATP
(Mitchell 1961). Tento komplex se nazyvgFr ATP syntaza nebo také komplex V (KV)
a sklada se z 1@iznych podjednotek z nichz pouze 2 (a a A6L) jsoddvané mtDNA.
Lidskou RF; ATP syntazu mizeme rozdlit na 2 funkni celky - i a k. Prvni z¢asti F1
se skldda z 6 podjednotelg, (B3, v, 9, €, inhibicniho protein IF1) a Wniva do matrix. Druha
cast ks je zakotvena ve vriiti mitochondrialni membréra sklada se z 10 podjednotek (g, b
cs, d, e, f, g, F6, A6L a OSCP), (Boyer 1997).

Prenos protofi z mezimembranového prostorué¢zmo matrix prosednictvim BF,
ATP syntazy je spojen s konfortmmi zménami jednotlivych podjednotek r&sny zfisob,
kterym H prochazi dosud nebyl objasn Nejspise k tomu v3ak dochazi tak, Zze nejprve
H* prochazi pes F ¢ast. Konkréta pres prstenec tweny ¢ podjednotkami, kterych jézné
mnoZstvi v zavislosti na typu organismu (u saejcc-prstenec tu@n 8 podjednotkami) (Watt
et al. 2010). Richod protoi zpasobi rotaci c-prstence jeZ vyvolé rotagdodjednotky, které
zpasobi zmény F ¢asti v matrix vedouci k cyklickym zgnam podjednotky (v hexameru
agPs) a to umozni tvorbu ATP (Menz et al. 2001).
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1.4.6 Superkomplexy v systému OXPHOS

V posledni dob razné vyzkumy (Bianchi et al. 2004, Dudkina et al020poukazuji
na to, ze jednotlivé komplexy systému OXPHOS nejsmembrag rozmistny nahods, jak
se pivodrg myslelo, ale tvii tzv. superkomplexy. Vznik takovychto strukturz@jme velmi
vyhodny. Riblizenim jednotlivych komplex dochazi k jejich stabilizaci (Schagger et al.

ROS (Winge 2012).

Tvorby superkomplek se v fiznych pomdrech (liSicich se u jednoltivych organigm
Gcastni komplexy I, 1ll, IV a V. Jedinym z komplexktery tyto struktury #jm¢ netvdi
je komplex II. Superkomplexy se na zalialozeni rozduji do 4 hlavnich skupin: twené
KI+KII 2, KI+KIV 15, KI+KII 2+KIV 1.4 aKV, (Chaban et al. 2014). V lidském dychacim
fetézci jsou superkomplexy ngsgji tvoreny Kl a Klll, tomuto uspiadani seiika
respirazom. Mnohdy se kmto dwma komplexm pridruzuje také KIV (Schagger et al.
2004). Bylo prokazano, Ze tvorba superkomplepole&né s uspsadanim komplexu V do
dimeri na konci mitochondrialnich krist (Obr.5§egm¢ umo#iuje vytv&et lokalni gradient

protoni, ktery je poté efektivvyuZzit k syntéze ATP (Davies et al. 2011).

) ' n
I L (TR e W St B M A A
t'l."'.'|'l"' |.'| .'l“.ol A
N (] OUARS
UL AOUA AR
o

cytosol
pH 7.35

vnéj§ii membrana
vhiténi membréna

Obr. 5. Struktura dimer @ komplexu V na mitochondrialni kristé. Na modré vniini mitochondrialni
membras jsou Zlut vyznaeny dimery KV, zeleté komplexy dychacih#etzce (s pevahou Kil),
a cervert protony pumpované do oblasti krist jednotlivyminkglexy dychacihaetzce (I-1V),
které jsou naslednvyuzity KV k syntéze ATP (fevzato a upraveno podle Davies et al. 2011).
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1.5 Mitochondrialni onemocnéni

Poruchy mitochondrii Zisobuji mnoho dznych onemockni s velmi odliSnymi
projevy. Skupinudchto heterogennich poruch nazyvame mitochondri@heimocini nebo

také mitopatie a roztljeme je na primarni a sekundarni.

Primérni mitochondrialni onemoa&mi jsou disledkem ddicné nebo no¥ vzniklé
mutace, ktera vede ke 2mam funkce protein¢i RNA s giimym dopadem na metabolismus
mitochondrii. Primarni mitochondrialni oneméon mohou vznikat mutaci jaderné
¢i mtDNA. Prvni gipad mitochondrialniho onemasmi byl popsan Luftem v roce 1962 (Luft
et al. 1962), na objasni dalSich pipadi secekalo jeSt mnoho let. Trvalo tégf 25 let od
objevu mtDNA (Nass & Nass 1963) nez bylo prokaz&somutace mtDNA mohou souviset
s patologickym stavem. Prvniikhzy, které tuto skut@ost potvrdily, byly podany az v roce
1988, a to nejprve Holtem (Holt et al. 1988) a pdtéllacem (Wallace et al. 1988). Od té
doby byla popséana jiz cef@da mutaci jaderné i mtDNA souvisejicich s mitoch@inimi
onemocgnimi. V dnesni dobse odhaduje, Ze tato onem&chpostihuji piblizné 1 ¢loveka
z 5000. Vzhledem k velkému @o jader kodovanych geln zapojenych do spravného
fungovani mitochondrii, se vSak odhaduje, Zze abjedindi mize byt fenaSéem takovéto
mutace (Thorburn 2004).

Komplexy systému OXPHOS se skladaji z mnoha podjedn pro jejich spravnou
funkci je proto velmi dlezita nejen korektni syntéza jednotlivych podje@kpale také jejich
spravné sestaveni a udrZzeni. Na sestavovani padgdenzyni OXPHOS se podili cela
fada asembtaich faktofi. Mnoho mitochondidlnich poruch je proto aspbeno
nejen mutacemi g&n koédujicich jednotlivé podjednotky, ale také pomacih jejich

asemblanich faktof, ¢i naruSenim mitochondrialni fiUze neb@lenhi (Schapira 2012).

Mitochondrie hraji dlezitou roli v mnoha metabolickych procesech a tek&lrzeni
burg¢né homeostazy a fyziologie. Naruseniwhto proces dochazi ke vzniku sekundarnich
mitochondridlnich poruch, které se projevuji &xami v biogenezi mitochondrii, v &a
signalizaci, v extramitochondrialni signalizacie ahké zvySenou tvorbou volnych radikal
které mohou vyrazh poskodit systtm OXPHOS. Mezi sekundarni mitochidair
onemocgni fadime patologické zény, které vznikaji v souvislosti s celdadou chorob,
napiklad neurodegenerativnich poruch jako je Huntingt@ choroba (HD), Alzheimerova
choroba (AD), Parkinsonova choroba (PD), amyotkdfitateralni skleroza (ALS), ale take
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tieba u pacieiit s diabetem mellitem nebo dalSickd@nych nemitochondrialnich poruch
metabolismu (Duchen & Szabadkai 2010).

Mitochondrialni onemoami postihuji nejasegji tkané s vysokou energetickou
nara:nosti jako jsou svaly, srdce a mozek. K jejich pitoputi nize dojit kdykoli. Nastup
nemoci v nizkém &ku byvacastjsi a miva ¥tSinou fatalni nasledky, narozdil od propuknuti
nemoci ve ¥ku pozdjSim (Schapira 2012). Pro mitochondrialni onendocije typicka velka
heterogenitatznych giznaki. Jedna mutace seude projevit mnoha klinickymi projevy
v riznych tkanich, jako najklad bodova mutace (T8993G) v mtDNA u syndromu NAR
(Mattiazzi et al. 2004). A naopak jeden Klinickyojgv miZze byt zfisoben mnohaiznymi
mutacemi jako je tomu u Leighova syndromu (Nesditl. 2012).

1.5.1 Vybrané primarni mitochondrialni onemocnéni

1.5.1.1 Poruchy komplexu |

Komplex | pati mezi nej¢tsi z enzyni systému OXPHOS. Poruchy tohoto komplexu
mohou byt zpsobeny mutaci podjednotek kddovanych jadernou DINERNA nebo mutaci
n¢kterého z jademh kodovanych asembiaich faktofi. 1zolovany defekt komplexu | pat
mezi ne¢astjSi mitochondridlni poruchy systému OXPHOS ¢&ti dKirby et al. 1999).
U téchto onemoc#ni dochazi k ndstupwtsinou v raném &svi a jejich piibéeh byva velmi
rychly a zastoupenijadou tiznych gfiznalki. Mezi projevy nemoci pét nagiklad laktatova
acidoza (LA), leukoencefalopatie, kardiomyopatiebagsou spojeny se syndromy jako
MELAS, LHON ¢&i Leighav syndrom (Loeffen et al. 2000). Klinickymi projeuputace
MtDNA kdédované podjednotky ND1 jsou ta$tji syndromy LHON (Howell et al. 1991)
¢i MELAS (Kirby et al. 2004). Mutace dalSi z mtDNAG#ovanych podjednotek ND5
se velmicasto krong téchto dvou syndroiinprojevuji také Leighovym syndromem (Taylor et
al. 2002). Doposud byla popsana souvislost mitodhémich onemoacini komplexu |
s mutaci vSech 7 mtDNA kddovanych podjednotek, 38 aders kédovanych podjednotek
a 9 asembkaich faktod (Tab 1.), (Fassone & Rahman 2012).

Biochemicky se poruchy komplexu | mitochondriamipivodu mohou projevovat
na funkni arovni snizenim aktivity komplexu, a to sanatist nebo v kombinaci se zinou
v proteinovém obsahu celého komplexu nebo jehgepodtek, picemz mira postizeni

jednotlivych tkani se dze lisit.
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Tab 1.: Popsané mutace komplexu | dychacihd&etézce souvisejici s mitochondrialnimi
onemocrénimi (prevzato a upraveno podiassone & Rahman 2012)

7
% /% Jaderné kddované mtDNA .
kddované
NDUFV1, NDUFV2, NDUFA1, NDUFA2, ND1. ND2
Mutované NDUFA9, NDUFA10, NDUFA11, ND3’ ND4’
podjednotky | NDUFA12, NDUFB3, NDUFB9, NDUFS1, ND4L’ NDé
komplexu | NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS6 NI’36 ’
NDUFS7, NDUFSS8
Mutované NDUFAF1, NDUFAF2, NDUFAF3,
asembla&ni NDUFAF4, C200RF7, C8S8ORF38, NUBPL,
faktory FOXRED1, ACAD9

1.5.1.2 Poruchy komplexu IV

Cytochromc oxidaza neboli komplex IV je poslednim z kompilek/chaciharetézce

a sklada se z 13 podjednotek. Z nich 3 (COXI, COXIDXIII) jsou kddované mtDNA
a zbylych 10 jadernou DNA. Dlouho se myslelo, Zéckiiy komplexu IV jsou zfisobeny
pouze mutacemi mtDNA kdédovanych podjednotek a nikolitacemi jaderh kédovanych
podjednotek (Shoubridge 2001). Poté byla u jedndinyo objevena mutace v jadeérn
kodované podjednotce COX6B1 (Massa et al. 2008)pdkucham jadegh kddovanych
podjednotek vSak dochazi velasto, a to v d@isledku mutaci jejich jade¢nkdédovanych
asemblanich faktofi Tab 2. (Shoubridge 2001). Mezi mutované asetniblaktory objevené

u paciend s poruchou IV. komplexu patnegastji SURF1 (Tiranti et al. 1998) a SCO2
(Papadopoulou et al. 1999). V posledni &obylo popsano mnoho dalSich mutaci
asemblanich faktofi, mezi které pdit SCO1 (Valnot, Osmond, et al. 2000), COX10 (Valnot
von Kleist-Retzow, et al. 200@) COX15 (Antonicka, Mattman, et al. 2003).

Mezi Klinické projevy doposud jediné mutace popsaméjaderg kodované
podjednotky COX6B1 pé#t encefalopatie, myopatie a poruchystu séasnym nastupem
(Massa et al. 2008). Klinické projevy mutace asefrbho faktoru SURF1 majigtSinou take
nastup jiz v nizkém &ku a pati mezi & prevazre Leighiv syndrom (Tiranti et al. 1998).
Bylo zjiSttno, Ze u pacieits poruchou IV. komplexu, #gobenou mutaci v SURF1, kite
maji Leighiv syndrom, je sniZzena aktivita tohoto komplexu $eoh tkanich na 10-25%
v porovnani se zdravymi jedinci (Shoubridge 200Mutace asembtaiho faktoru SCO2
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se projevuji také velmi brzy, a tégvazré hypetrofickou kardiomyopatiiasto doprovazenou
encefalopatii (Jaksch et al. 2000yipRAd1 pacientt s mutaci COX10 zatim nebylo popsano
mnoho. U prvniho z popsanychipadi bylo zjiS€no, Ze mezi projevy této mutace ipat
tubulopatie a leukodystrofie (Valnot, von KleistiRew, et al. 2000). S dalSimi popsanymi
piipady byla Skala klinickych projévtéto mutace roz&na o anémii, Leiglv syndrom,
ztratu sluchu a kardiomyopatii (Antonicka, Leary, a. 2003). Zatim posledni popsana
mutace asembtaiho faktoru byla u COX15. Klinickym projevem tétoutace je infantilni

hypertroficka kardiomyopatie (Antonicka, Mattmanhaé 2003).

Tab 2.: Popsané mutace komplexu IV dychacihdetézce souvisejici s mitochondrialnimi
onemocrénimi

| aemekodovans | monAKodouane

Mutované
podjednotky COX6B1 COXI, COxXIl,
Ccoxil
komplexu IV
Mutované SURF1, SCO1, SCOz2,
asemblani faktory COX10, COX15

1.5.2 Vybrana sekundarni mitochondrialni onemocréni

1.5.2.1 Huntingtonova choroba (HD)

Sekundarni mitochondrialni poruchy zahrnuji velk&kalu Gznych onemoaini,
jednim z nich je i Huntingtonova choroba (HD, zl&ig¢ho Huntington’s disease). Toto
neurodegenerativni onemaen bylo popsano Georgem Huntingtonem vroce 1872.
Huntington popsal mnohotignalki onemocsni jako poruchy pohybwi zmény osobnosti
a také util, Ze se jedna o autozoméldominantni chorobu (Bates 2005). Uvadi se, Zeotimt
onemocgnim trpi 4-8 jeding ze 100 000 (Harper 1992).

Pricinou HD je zvySeny peet repetic CAG (kodon pro glutamin) v gehi+15 pro
huntingtin  (Htt), ktery se nachazi na 4. chromozomio vede Kk prodlouzeni
polyglutaminovéharettzce a naslednke znén¢ struktury proteinu Htt (MacDonald 1993).
Nelze utit ptesnou hranici piu CAG, kterd souvisi s propuknutim onemdn BEzZne
se uvadi, Ze rozhodujicim giem je 36 repetic, ale byly popsanyigady, kdy jedinci
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s 39 CAG repeticemi netti Zadre zndmky HD (Rubinsztein et al. 1996) a naopak jedin
s 35 repeticemi tg HD (Barron et al. 1993). S mnoZstvim repeti@ja souvisi ¥k
propuknuti choroby a dobagziti HD pacieni. Podle poétu repetic nelze it presny ¥k
nastupu nemoci, ale byly prokazanyité souvislosti, které nassicuji tomu, Ze u pacieit
s tSim patem repetic dochazi k propuknuti nemoci v nizSékuwnez u pacieit kteri maji
repetic nizsi peet (Stine et al. 1993). Prvnfipnaky nemoci se obvykle objevuji mezi 30.-50.

v

se nazyva juvenilni Huntingtonova choroba (JHD)émis et al. 1993).

U pacient s HD dochazi k postupnému zhorSovani zdravotniaieusvlivem ztraty
neuror (Vonsattel et al. 1985). Zpatku jsou zdra¥ vypadajici jedinci nejprve postiZzeni
mirnymi zn€nami chovani a poruchou kongnitivnich funkci, ndstemimovolnymi pohyby
a poruchami koordinace (Novak & Tabrizi 2011). \E@iwich nemoci byla u HD paciént
pozorovana i ztrata hmotnosti (Djoussé et al. 2082pjevy nemoci se Vv fibéhu ¢asu
zhorSuji, postuphdochazi k vyraznym probléim s &enim, adaptaci, k depresim, porucham
spankuc¢i ke ztrat pan®ti. V posledni fazi onemoeéni, coz byva zhruba 15-20 let od
propuknuti nemoci, jsou pacientétginou jiz upoutani naitku, dochazi u nich k demenci
a nasled& ke smrti (Rosenblatt 2007).

Funkce normélni formy Htt zatim nebyla zcela objasn stejg jako pesny
mechanismus, kterym #pobuje mutovany Htt onemao@imi HD. Na mySim modelu bylo
prokazano, ze mutace genu pro Htt vede u homozigofediné k embryonalni letalé
(Nasir et al. 1995). Dosavadni poznatky také n&zhaze mutovany Htt se translokuje
do burg¢ného jadra, coz vede k vyvolani apoptotickych meigm (Saudou et al. 1998).

Jednou z hypotéz vystlujici patogenezi tohoto onemasn je to, Ze u pacieats HD
dochéazi k naruSeni mitochondrialnich funkci. MutoveHtt zpisobuje v mozkoveé tkani
poruchu mitochondrialni homeostazy “Ca kterd vede ke sniZeni mitochondrialniho
membranového potencidlu a defekt OXPHOS (Milakovic et al. 2006). Bylo zj&to,
Ze v mozkové tkani (konkrétnv nucleus caudatus a putamen) HD padiget snizené
mnozstvi Il. a Ill. komplexu OXPHOS a také snizekévita IV. komplexu (Gu et al. 1996),
coz zmisobuje pokles tvorby ATP (Seong et al. 2005). Velmjimavé bylo i zjigni,
Ze dochazi kipmé asociaci mutovaného Htt s mitochondriemi (BetrieParwez et al. 2007).
Nékteré studie poukazuji na to, Ze mutovany Hizenzpisobovat zvySenou aktivaci mPTP
(Panov et al. 2002), coz naslédrede k apoptoze neundiiZeron et al. 2004). Existu;ji &ité
naznaky toho, Zze v mozkoveé tkani HD paadiedbchazi také ke zvySenému oxidativnimu
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stresu (Browne et al. 1997). Dale se ukazuje, Z®wvany Htt miZe ovliviovat fazi a dleni

mitochondrii, a tim ovliiovat celou mitochondrialni i Mutovany Htt vyvolava
v neuronech a fibroblastech HD pacieftagmentaci mitochondrii, coz jeéegmé zpasobeno
jeho interakci s proteinem Drpl zodgdmym za mitochondrialnigini. Mutovany Htt totiz
stimuluje aktivitu tohoto proteinu, coZ vede k radp mitochondrialni sit(Song et al. 2011).
Nejnowjsi zjiS&ni navic naznauje, Ze mutovany Htt fize naruSit transport protdéin
do matrix a vnini mitochondridlni membrany, coz tak&epn¢ prispiva k patologii

onemocgni (Yano et al. 2014).

1.5.2.2 Poruchy metabolismu sirnych aminokyselin

Sekundarni mitochondrialni onemean jsou spojovana s celodiadou dalSich
metabolickych poruch. Jednou z drah, kter&Zzenbyt naruSena je metabolismus sirnych
aminokyselin, konkréth prevedeni siry z methioninu na cystein (Obr. 6). dedn
se o wrkolikastumovy proces, ktery je katalyzovan mnoha enzymy. Bplmwkazano,
Ze mutace v genech koédujich tyto enzymy souvisktenymi onemocénimi jako napiklad

homocystinurii cystathioninurii (Ba 2009).

Methionin

HMT
5 THF

5-CH;-THF
MTHFR

/ Homocystein

l CBS €&
Cystathionin

lCGLl.’

ol

Obr. 6. ZjednoduSené schéma metabolismu sirnych aminokyseliNa obrazku je zndzotna femsna
methioninu na cysteinCervené Sipky ozraji enzymy, jejichZz mutace souvisi s homocystinurii
¢i cystathioninurii. BHMT — betain:homocystein mdthgnsferaza, MS — methionin syntaza, THF
— tetrahydrofolat, SHMT — serin hydroxymethyltrarsiza, MTHFR — methylentetrahydrofolat
reduktdza, CBS — cystathiditsyntdza, CGL — cystathioplyaza (fevzato a upraveno podle
Brosnan & Brosnan 2006)
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Homocystinurie je autozomainrecesivni ddicné metabolické onemoéni, které
je wtsinou zmsobené mutacemi v gerDBS pro cystathioninf-syntetdzu, enzym, ktery
katalyzuje penmenu homocysteinu na cystathionin. Wstedku mutace CBS dochazi
ke snizeni mnozZstvi cystathioninu a cysteinu, aowvair také Kk naistu mnoZzstvi
homocysteinu a methioninu v ®ioa plazné (Kraus et al. 1999). Vékterych gipadech
muze byt také homocystinurie #pobend mutaci enzymugastnicihno se metabolismu folatu
methylentetrahydrofolat reduktazy (MTHFR) (Rosettbéd al. 1992). Mezi klinické projevy
homocystinurie pét rizné @ni komplikace, endotelialni poruchy, osteoporézychiatricka
onemocini a v rekterych gipadech mze dochazet u paciénti k PMR. Na zaklag
klinickych projeva rozliSujeme 2 formy homocystinurie, a to lehkotéZkou. Zatimco&Zka
forma WtSinou zahrnuje vSechny vySe zrn@ projevy, lehkd forma zahrnujgepazi

poruchy endotelialnf.

Cystathioninurie je autozoménrecesivni ddicné onemocEni zpisobené mutaci
vgenu CTH kodujicim cystathioniny-lydzu (CGL). Tento enzym je zodpalny
za Sepeni cystathioninu na cysteinoaketobutyrat. Mutace v genGTH vede k hromathi
cystathioninu v plazéh a jeho naslednému vyavani mg@i. Proto narozdil
od homocystynurie nemagtdinou cystathionurie tak zavazné klinické projewgtSina
jedinal s mutaci v gentlCTH nemé dokonce Zadné Klinické projevy a onemintmu nich
mnohdy neni identifikovano. Byly vSak popsanyrippady pacient s mutaci v genilCTH,

ktefi meli mirné neurologické a somatické poruchy (Bitde€arson 1974).

Bylo zjisttno, Ze u potkaln kterym bylo prosednictvim zvySeného fmu
methioninu  undle navozena homocystinurie, doSlo k degeneraci andodrii
v endotelialnich bitkach aorty a k jejich naslednému odumirani (Mastleal. 1996). Dalsi
studie prokazala, Ze v hipokampu krys s chemickyorenou homocystinurii dochazi
ke snizeni aktivity Il a IV. komplexu systému OXPEStreck et al. 2003). Nasledhylo
také zjiS€no, Zze zvySené mnozstvi homocysteinu vyvolava ngdeavorbu ROS, coZ vede
k oxidativnimu stresu (Tyagi et al. 2005). Tyadiotegy poté pSli s teorii, Zze zvySené
mnozstvi ROS rive vézt ke ztrét mitochondrialnino membranového potencialu, cozeved
k uvolréni cytochromuc z mitochondrii a to je igjm¢ pricinou nasledného odumirani
endotelialnich bu¥kk (Tyagi et al. 2006). DalSi studie prokazaly, 2eySené mnoZzstvi
homocysteinu narusuje homeostazu/’’Ca vede ke snizené produkci ATP (Kamat et al.

! zdroj: www.omim.org
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2014). VSechna tato zjiti poukazuji na to, Ze naruSeni fyziologickych psic

v metabolismu sirnych aminokyselin vede k sekunisdmitochondrialnim defekin.

1.6 Diagnostika mitochondrialnich onemocini

Mitochondrialni onemocami se projevuji velkou heterogenitou klinickyckizmalka
na urovni fiznych tkani, coz velice komplikuje jejich diagnésti Nelze vzdy k uteni toho,
zda se u daného pacienta jedna o mitochondrialemonrni, pouzit tkas, kde dochazi
k nejwtsi expresi defektu. &Sina postizenych tkani je velntizko dostupna (kosterni svaly)
nebo dokonce neni dostupnabec (ledviny, jatra, mozek). &nou praxi v diagnostice
je dnes svalova biopsie, ktera umoje odkEr kosterniho svalstva v celkové anestezii (North
2011). | ta vSak rize pacienta s naruSenou funkci mitochondrii vedegzovat. Navic bylo
prokazano, Ze lokalni anestetika pouzivatiéasamotné biopsii mohou inhibovatgmos
elektroni v systému OXPHOS (hla¥nv komplexu 1), a tim ovlivnit vysledky naslednych
analyz (Chazotte & Vanderkooi 1981). VSeobecnolhsnge proto ufit pii¢inu klinickych
piiznalka z nékteré z lépe dostupnych perifernich tkani, jejiabdi®r pacienta z&?uje
o0 poznani méh K diagnostice mitochondridalnich oneménnh se proto dnes vyuZivaji
napiklad lymfocyty ¢i kultivované kozni fibroblasty (van den Heuvelatt 2004). Analyza
koznich fibroblast, ale miZze byt také mnohdy pékud zradna. Bkteré poruchy systému
OXPHOS, které se manifestuji v kosternim svalshemaji ve fibroblastech zadny projev
(Thorburn et al. 2004). Proto je vzdy nutné vyunitkolik raznych tkani zarove

k ptesrgjSimu ugeni daného onemoémni.

V diagnostice mitochondrialnich poruch s&&nou vyuziva kombinace klinickych
pozorovani, zobrazovacich metod (CT, NMR, EMG) Kiian et al. 2008) a laboratornich
vySeteni, které zahrnuji biochemické, histologické a eajeké gFistupy. Prvnim
diagnostickym krokem je &Sinou analyza metabalit (laktatu, organickych kyselin
¢i aminokyselin) z krve a né U pacient s poruchou mitochondrialniho energetického
metabolismu totiz velice&gasto dochézi k tomu, Ze wsledku nizkého vyuZiti pyruvéatu
vzroste hladiny laktatu v krvi a mio (Robinson 2006). Naslednse k uéeni diagnozy
vyuZivaji fizné biochemické metody, a to fuimk mezi které pat nagiklad meiéni spoteby
kysliku, oxidace substr@itci spektrofotometrické gteni aktivity jednotlivych komplax
systtmu OXPHOS. Nebo proteinové, zahrnujici SDS-PAGBN-PAGE, 2D-PAGE,
gradientovou elektroforézui western blot. Velmi uzitné je také vyuziti optickych

zobrazovacich metod, jako histochemie, imunohistoth a fluorescami ¢i elektronové
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mikroskopie (Wong 2013). Na zakkdsSech &chto metod se &Sinou vyberou kandidatni
geny, které jsou nasleéintestovany metodami genetickymi jako real-time PCR
¢i prostednictvim sekvenovani nové generace (Wong 2013blnaésni dob se vkladaji také
velké nadje do celoexomového sekvenovani, které by mohl@mnasnadnit diagnostiku
mitochondrialnich onemoéni (Wortmann et al. 2015). Tentdigtup s sebou vSakiipasi
znané etické problémy.

1.6.1 Meéreni spofeby kysliku

Finalnim akceptorem elektrérb¢chem mitochondrialni syntézy ATP préednictvim
systéemu OXPHOS je molekularni kyslik.éMni jeho spdeby mitochondriemi in vitro
je principem respirometrie, jedné z metod K&ojrvyuZivanych v diagnostice

mitochondrialnich onemoéni.

1.6.1.1 Historie respirometrie

Prvnim, kdo sestrojil fistroj, ktery umo#ioval meteni spoteby kysliku,
a to na tkadovych tezech, byl na patku 20. stoleti Otto Warburg. Jeh#igbroj mefil tlak
plynu v konstatnim objemu za konstatni teploty d Wypiochemii mnoho let ussre
vyuzivan (Oesper 1964). V roce 1955 tentistpoj nahradili Britton Chance a G. R. Williams
piistrojem polarografickym, ktery vyuzival principu latkovy kyslikové elektrody
a umoioval mefit respiraci izolovanych mitochondrii (Chance & Wims 1955a).
V prab¢hu néasledujich let pro biochemické analyzyiemi spoteby kysliku byly vyvinuty
raizné fistroje (tzv. mikrorespirometry), které vyuzivagkgvané polarografické kyslikové
sensory (POS z anglického polarographic oxygenosgfilsessler 1982). Tytoifstroje vSak
nebyly dokonalé a dhem néfeni dochazelo ke vznikuiznych chyb. Pro &Si presnost
meieni bylo vyZzadovano velké mnoZzstvi tkamoz znané¢ omezovalo jejich vyuziti pro
diagnostické tely. To vedlo E. Gnaigera k tomu, Ze v roce 198%okiy prvni prototyp
mnohem pesrjSiho [istroje, schopného ¢t spotebu kysliku za konstantni teploty
ve dvou komorach, ktery bylipdchidcem dneSnihoifstroje Oxygraph. Naslednv roce
1992 doslo k prvni sériové vyrdlohoto gistroje rakouskou firmou Anton Paar pod ndzvem

Cyclobios Oxygraph(Obr. 7). Tento fistroj umo#oval ve dvoudsr uzawenych komoréch

2 zdroj: www.oroboros.at
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metit 0 poznani pesrEji spotrebu kysliku a tim snizit naroky na mnoZzstwiremé tkas, coz
bylo vyhodné pro diagnostické&ély (Haller et al. 1994).

| tento @istroj se dokal zna&ného zdokonaleni, a to kdyz byl v roce 2001 vyroben
firmou OROBOROS prvni respirometr s vysokym roziige (HRR, z anglického high—
resolution respirometry), ktery se nazyva Oxygrégthéma fistroje kapitola 3.4.5). Tento
piistroj jiz umo#uje velice pesré mefit respiraci a to v malém mnoZstvi tkatagiklad
kosterniho svalu), bik ¢i izolovanych mitochondrii (Gnaiger 2001). Oxygragies dokaze
kromé¢ mereni spateby kysliku (respirometrie) &t s vyuZzitim fluorescence (fluorometrie)
produkci peroxidu vodiku, ATP, mitochondrialni mewdtovy potencial nebo koncentraci
cd”. Déle také niit mitochondrialni membranovy potencial s vyuZiitow selektivnich
elektrod (potenciometriedi pomoci specialnihno NO-senzorwiih sowasre kinetiku NO
aQ.?

Obr. 7. Schéma dvoukomorového fistroje Cyclobios Oxygraph. Na levé straé je schématicky
znazorgn cely fistroj, na strah pravé je detaih zobrazena jedna zjeho komor.
A — izolovany ngdény blok sintegrovanym termostatem Peltierova tefebd cerpadla,
B — POS, C — uzav s titanovou injekni kanylou, D — sklefna n#fici komora, E — POS katoda,
F — €sreni z Vitonu, G — sklem potaZzené magnetické michfuitvzato z Haller et al. 1994).

3 zdroj: www.oroboros.at
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V sowtasné dob jsou dokonce k dispoziciistroje’, prostednictvim kterych rizeme
metit mitochondrialni respiraci a glykolyzu v Zivychuiikdch. Tyto pistroje se skladaji
z polovodéovych senzar, které umo#uji sowasre meiit rychlost spateby kysliku (OCR
z anglického oxygen consumption rate) a extracelulaychlost acidifikace (ECAR
z anglického extracellular acidification rate). Pnéieni jsou patbna velmi mala mnoZstvi
tkarg, proto tyto pistroje nachazeji stalet&i uplat@ni v diagnostice mitochondrialnich

onemockni (Ferrick et al. 2008).

1.6.1.2 Princip fungovani pristroje Oxygraph

Pristroj Oxygraph, stephjako kdysi pistroj Brittona Chance a G. R. Williamse,
vyuziva principu modifikované Clarkovy kyslikovéektrody. Tato elektroda umiidje
meieni kysliku rozpughého v uzakeném systému. @odni Clarkova kyslikova elektroda
se skladala z platinové katody a Ag/AgCI reférénanody obklopené roztokem elektrolytu
KCI (Obr.8) (Nicholls & Ferguson 2013).

0
R
Ag/AgCl —VVW\VN— +0.7V
referenéni — ]
elektroda
\ —
N
\j’
i
leflonova i _ M kcl
membrana_ — / Pt katoda
michadlo L_I_IQ/_ suspenze
TRy [ bunék/mitochondrii

Obr. 8. Schéma Clarkovy kyslikové elektrody Kyslik je redukovan na # na Pt katod zatimco
na Ag/AgCl anod dochazi k oxidaci a tim vznik4 proud &my koncentraci @ v roztoku.
Vzhledem ktomu, Ze redukce,@a katod probiha por&rné pomalu je pdebné ndtenou
suspenzi neustale michat, aby nedochazelo kigrvasrrstvy s nizsi koncentraci, @ blizkosti
teflonové membrany {pvzato a upraveno podle Nicholls & Ferguson 2013).

* XFp, XF*24 a XP96 od firmy Seahorse Bioscience
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Souwasnd elektroda vifstrojich Oxygraph se nazyva polarograficky kysiik@enzor
(POS) a sklada se ze zlaté katody a Ag/AgCl aralugtopené roztokem elektrolytu KCI.
Od mefeného vzorku je prostor elektrod @tkEh teflonovou membranou, kterd je deb
propustna pro kyslik. Princip fungovani elektrodyodva vtom, Ze kyslik rozpudty
v médiu difunduje skrz teflonovou membranu ke zlkd¢od, kde je redukovan na vodu.
Zatimco na katofldochazi k redukci £ na anod je oxidovano Agg¢imz vznika proud, ktery
je prfimo ameérny parcialnimu tlaku kysliku (p v méteném roztoku. Ten je naslegn
s vyuzitim znalosti rozpustnosti kysliku v danémdimé prepcitan na koncentraci kysliku
(Gnaiger & Forstner 1983).

1.6.1.3 Respirometricka méireni

Prostednictvim pistroje Oxygraph je mozZné dfit respiraci svalovych viaken,
permeabilizovanych buR, intaktnich busk nebo izolovanych mitochondrii. &fni
spoteby kysliku mohou byt provéda na mitochondriich izolovanych @&znych tkani. Tento
piistup nam umoznil pochopit mnohdalezitych princigi fungovani OXPHOS a je dodnes
v diagnostice mitochondridlnich onemeénn hojré vyuzivan. Binasi s sebou vsak dite
nevyhody. Bhem izolace mitochondrii @Ze dojit k ovliviéni vlastnosti mitochondrii
¢i k vybéru jejich ucité subpopulace, coz ime zn&né ovlivnit vysledna data. Pro izolaci
dostaténého mnozstvi mitochondrii je navic pediné relative velké mnozstvi tk&h
Nevyhodou tohoto ifsstupu je také to, Ze po izolaci mitochondrii dadh& naruSeni
fyziologickych interakci mezi jednotlivymi mitochdriemi. Pro zachovéani fyziologickych
proces je proto mnohem vyhodjsi metit respiraci intaktniclti permeabilizovanych buk,
coZ miZzeme povazovat zan situ pristup (Kuznetsov et al. 2008). Na rozdil odiemi
izolovanych mitochondrii je prim situ méteni potebné mnohem mensi mnoZstvi tkanjsou
zkoumény vSechny populace mitochondrii zafpveoZz je vhod§si pro diagnostiku

mitochondrialnich onemoéni (Saks et al. 1998).

Existuje mnoho tiznych protokal méteni mitochondrialni respirace, které nam
umoziuji porozumdt normalnim procegsn systému OXPHOS, ale také proo®s
probihajicich § patologickych zmnach. Nejasgji pouzivané jsou takzvané SUIT
(z anglického substrate-uncoupler-inhibitor titwad protokoly, které vyuZivajitugznych
kombinaci substrat rozpahovau a inhibitoi. Pomoci &chto protokal je mozné analyzovat
jednotlivé komplexy systému OXPHOS (Pesta & Gnai@él2). U mdtenych burk
¢i svalovych vldken je kWi zpiistupréni substrdt mitochondriim nejprve vhodné
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permeabilizovat jejich plazmatickou membranu. Te jrovést pomoci vhodné koncentrace
raiznych chemickych latek (filipinu, saponigudigitoninu), které v této membrdénnteraguji

s cholesterolem a vyvolaji ztratu membranové intygK permeabilizovanych hikam Ize
poté gidavat jednotlivé substraty a inhibitoryriHadem takového protokolu jefigavani
glutamétu, malatu, ADP, rotenonu, sukcinatu, antimy A, TMPD, askorbatu a cytochromu
c (Obr.9). Substraty pouzivané jako zdroje elekirgmo jednotlivé komplexy dychaciho
fetzce glutamat/malat (KI), sukcinat (Kll), TMPD/askét (KIV), ADP (KV) v kombinaci
se specifickymi inhibitory rotenonem (KI) a antinmyem A (KIII) nam umo#uji meiit

respiraci jednotlivych kompléxsystému OXPHOS.ilavek cytochromun poté slouzi jako
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Obr. 9. Piiklad protokolu pro analyzu spotfeby O,. Horni obrazek zobrazuje jednotlivé komplexy
(KI — KV) systému OXPHOS s mistyipobeni substréta inhibitofi. Spodni schéma znazoje
respirometricky zaznam bgk permabilizovanych digitoninem v mnozstvi 2%16ursk/m.

Dig — digitonin, Glu/Mal — glutamat/malat, Rot —t@aon, Suk — sukcinat, AntA — antimycin A,
Asc — askorbat, Cyt — cytochront, Q — koenzym Q (@vzato a upraveno podle Kuznetsov et al.
2008).
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Dulezitymi parametry ziskanymi na zakéadnéieni mitochondrialni respirace jsou
stav lll, stav 1V, index respitai kontroly (RCR z anglického respiratory contratio), mira
rozgazeni (UR z anglického uncouple rate) a powDP/O (Li & Graham 2012). Stav llI
je definovan jako respirace stimulovana pdid@ani ADP v gitomnosti substratu
(¢i kombinace substré@). Tento stav je nasledovan stavem IV, ktery nastam kompletni
fosforylaci ADP na ATP (Chance & Williams 1955b)ndex respiréni kontroly
je charakterizovan jako stav lll/stav IV a je uki@tam integrity vnitni mitochondrialni
membrany. Hodnoty RCR jsou ovligmy funkénimi okolnostmi OXPHOS, proto mohou
slouzit jako indikatory poruch systému OXPHOS. Zath mira rozfazeni odrazi maximalni
respir&ni kapacitu mitochondrii, potn ADP/O vyjaduje efektivitu fosforylace a fke

poukazovat na poruchy syntézy Atilsprazeni oxidace a fosforylace (Li & Graham 2012).
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2 Cilediplomové préace

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu ogss citlivé polarografie pro
diagnostické &ely mitochondrialnich funkci v kultivovanych lids#ty koznich fibroblastech

a nasled& pomaoci této metody diagnostikovat poruchy syst@XPHOS.

Diléimi cily bylo:

1) Optimalizovat metodu vysoce citlivé polarografie sauboru linii ziskanych
od wkowve odlisSnych kontrol a vytvigt kontrolni hodnoty rdfenych parameir
pro analyzu paciefits mitochondrialnimi defekty
2) Pomoci vysoce citlivé polarografie analyzovat swummii fibroblasti od pacient s:

- geneticky definovanymi mitochondrialnimi defekty

- poderenim na primarni mitochondrialni vadu se snaheutiflkovat

poruchu na udrovni konkrétniho komplexu GXFS

- nemitochondridlnimi onemasrimi, kde se fedpoklada sekundarni

mitochondrialni dysfunkce

3) Charakterizovat testované linie fibroblast primarnimi a sekundarnimi defekty

na ultrastrukturalni drovni

4) Testovat vliv iznych podminek kultivace fibrobld@sha funkci OXPHOS

28



3 Material a metody

3.1 Material

VSechna nafeni byla provaéha na liniich kultivovanych lidskych koZnich fibilabti
od rekolika riznych skupin paciefitnebo od kontrol, které byly ziskany po informované

souhlasu.

3.1.1 Kontrolni linie

Kontrolni soubor tviilo 6 linii lidskych koznich fibroblastdéti (K1-K3) a dosplych
(K4-K6) (Tab 3.).

Tab 3. : Seznam kontrolnich linii lidskych koZnich fibroblagi

Kontrola Vék v dobé odbéru
fibroblasti

K1 kojenec (do 1 roku)
K2 novorozenec
K3 kojenec (do 1 roku)
K4 dosgly

K5 27 let

K6 27 let

3.1.2 Pacienti s primarnimi mitochondrialnimi poruchami

Testovanou skupinu tvili pacienti, u kterych byl prokazan primarni deféXXPHOS
ve svalové tkani (P1-P7) a pacienti s klinickym @@idnim na primarni mitochondrialni
onemocgni (P8-P10) (Tab 4.).
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Tab 4. : Piehled linii od pacienfi s prokazanym primarnim mitochondrialnim onemocrénim ve svalové tkani (P1-P7) a od paciefits klinickym
podez‘enim na primarni mitochondrialni onemocréni (P8-P10)

Pacient Vekf;/btrj(;)tl):i; ;)tc:iberu Diagn6za Klinické projevy Biochemické néalezy ve svalu
P1 1 rok mutace ve&sCO2 genu PMR, ME, mikrocefalie, | snizena aktivita i mnozstvi KIV, sekund&msnizena
(c.[418G>A];[418G>A)) porucha sluchu, LS aktivita Kl
mutace VSURF1 genu L d snizené mnoZzstvi a aktivita KIV pod 30%, snizefy
P2 1rok+ (c.[845_846delCT];[845 s46delcT]) | PMR, hypertrichoza, LA, LS porer KIV/CS
P3 17 let + (C [E”%téi‘?]v/[ssﬁgiﬂgﬁé't‘cn) LS, HCMP snizena aktivita KIV pod 30%
mutace VSURF1genu ME, LA, hypetrichéza, PMR} .. . . . 0 . "
P4 2 roky + (c.[668C>T].[668C>T]) hypotonie sniZzen aktivita KIV pod 15%, sniZzené mnoZzstvi KIV
snizené aktivity Kl a KIV (15%), proteinovy obsah
dychacihaetzce, i pondry KIV/CS; histochemie:
mutace VSURF1genu . vyrazné difzni oslabeni aktivity KIV; polarografig
P5 1ok (c.[312_321del10insAT];[845_846delCT]) LS, PMR, LA, ptoza sniZzena respirace paigani ADP, pyruvatu a
askorbatu+TMPD a vyrazna aktivace galpni
FCCP
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pokracovani Tab 4.

Vék v dobé odbéru

Pacient fibroblast Diagndza Klinické projevy Biochemické nélezy ve svalu
LS, PMR, hypotonie, LA, ve svalu bez patologického nalezu (i polarografi
P6 6 mesia mutace WD1 genu (m.[3697G>A]) epilepsie, porucha sluchu, b 9 . o b 9
heteroplasmie > 96% heteroplasmie > 93%
snizené mnoZstvi/aktivita Kl pod 30% a Kl + KIlI
PMR. hvpotonie. strabismus pod 50%, slabSi obsah podjednotek Kl, histochemie:
pP7 2 roky mutace WD5 genu (m.[13042G>A]) té,zayztrofie c; tiku, LA T'subsarkolemalni akumulace réako produktu SDH
b ' pliku, (10%), COX negativni vlidkna (5%), heteroplazm
> 90%
podezeni pro generalizovanou
izolovanou/kombinovanou poruchu leukodystrofie, Sedy zakal, O et
P8 1rok+ komplexu IV, geneticky zatim hypotonie, epilepsie, HCMR snizene mnozstvi KIV
nedefinovano
PY 1 rok defekt konkrétniho enzymu OXPHOS epilepsie. kvadruspasticita shizené mnozstvi a aktivita KIV (pod 20%) a
zatim nebyl ufesrén pliepsie, P KI+KIll, snizené mnozstvi KIV
shizend aktivita Kl, KlllI, KI-KIll a KIV i pongry
COXICS; hlavni zrénou je vypadek histochemickd
P10 1 rok + podezeni pro kombinovany defekt PMR, pt6za, hypotonie aktivity KIV v asi 70% svalovych vladken; ELMI:

OXPHOS, geneticky zatim nedefinova

h

zmnozeni a zitSeni mitochondrii; polarografie:
minimalni respiraci po vSech substratech a
bezaktivace po FCCP

PMR-psychomotoricka retardaceylE-mitochondrialni encefalopatiel, S-Leighiv syndrom,LA-laktatova acidézaHCMP-hypetroficka kardiomyopatieKI-IV-

komplexy dychacihtettzce ,COX-cytochrom ¢ oxidazaGS-citratsyntazaEL M| -elektronova mikroskopie
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3.1.3 Pacienti se sekundarnimi mitochondrialnimi poruchann

Tuto skupinu tvali pacienti s Huntingtonovou chorobou (HD) véku od 31 do 74
let (P11-P18) (Tab 5.) a pacienti s metabolickymiugchami ve ¥ku 10-34 let (P19-P24)
(Tab 6.).

Tab 5. : Soubor pacienfi s Huntingtonovou chorobou (P11 — P18)

Vék v dobé Pocet Vék
Pacient| odbéru Onemocréni CAG nastupu Klinicky obraz
fibroblasti repetic | nemoci

lehka apatie a
P11 31 let Huntingtonova choroba 23/44 27 let  subdeprese, velmi

mirna chorea
. trupova choreodystoni
P12 33 let Huntingtonova choroba 20/53 27 let chorea HKK a DKK

generalizovana choreg,
| .
iritabilita, apatie
generalizované
P14 42 let Huntingtonova choroba 24/42 28 let choreatické dyskinezd,
dysfagie
generalizovana choreg,
apraxie clize, dysartrig

1%

P13 40 let Huntingtonova choroba 19/48 35 16

P15 74 let Huntingtonova choroba 17/40 70 let

P16 39 let Huntingtonova choroba  <36/>36 nezngmy neznamy

P17 49 let Huntingtonova choroba  <36/>36 nezngmy neznamy

P18 62 let + Huntingtonova choroba 29/44 50 let terdmnsatadium

+ pacient zerfel

Tab 6. : Soubor pacienti s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin (P19-R)

Pacient o db:':/rlékai\E)rdoobtfgstﬁ Onemocreni Defekt
P19 10 let homocysteinurie mutace v gaviiHFR
P20 11 let homocysteinurie mutace v gaviiHFR
P21 13 let cystationurie mutace v ge6TH
P22 34 let cystationurie mutace v ge6TH
P23 26 let homocysteinurie mutace v gebBS
P24 25 let homocysteinurie mutace v gebBS
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3.2 Pouzité chemikalie

ADP

Antimycin A

Askorbét sodny

Azid sodny

BSA

Cytochromc
Deoxycholat sodny
Digitonin

DMSO

Dodecylsulfat sodny
Durcupanova pryskice
EDTA

Ethanol (96%)

FCCP
Fenylmethylsulfonyl fluorid
Fosfor&nan draselny
Galaktoza

Glukoza

Gutamat sodny
Hydroxid draselny
Hydroxid sodny
Chlorid draselny
Chlorid haecnaty
Chlorid sodny
Kyselina ethylendiamintetraoctova
Malat

Manganistan draselny
MitoTrackerRed
Rotenon

Sukcinat sodny

Siran ikd’naty

TMPD

Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Penta CR)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)

Electron Microscopy Sciences (UK)

Sigma (USA)

Pentad’R)

Sigma — Aldrich

Sigma (USA)

Fluka (Svycarsko)
Sigma — Aldrich (USA)
Sigma (USA)

Sigma (USA)

PentdR)

PentalR)

PentdR)

Sigma(R)

PentalR)

Sigma (USA)
Sigma (USA)
PentaR)

Molecular ProbggSA)
Sigma (USA)

Sigma — Aldrich (USA)
PentaR)

Sigma (USA))
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Tris Sigma (USA)

Tris-HCI Sigma — Aldrich (USA)
Triton X-100 Sigma (USA)

Uhligitan sodny PentalR)

Vinan sodno-draselny Sigma — Aldrich (USA)

Komeréné dodavané roztoky:

Antibioticky a antimykoticky roztok (100x konc.) Biosera (Francie)
DMEM bez D-glukdzy a L-glutaminu Biochrom ¢khecko)
DMEM se stabilnim L-glutaminem Biochrom ¢Mecko)
Ethanolum benzino denaturatum Penta CR)

[roztok 96% ethanolu a 1% léiského benzinu]
FBS Sigma (USA)
FBS - dialyzované PAA (Rakousko)
Folinovo reagens Penta CR)
PBS[10x koncentrovany: 56 mM NEPQ,, Lonza (Svycarsko)

1,54 M NaCl, 10 mM KHPQO,, pH 7,4]

PIC Sigma — Aldrich (USA)
T + E (Trypsin + EDTA roztok) Biosera (Francie)
[10x koncentrovany; 0,5% (w/v) trypsinu,
0,2% (w/v) EDTA v roztoku PBS]

V laborato¥i pripravenad média a roztoky:

KCIl médium [80mM KCI, 10mM Tris, 3mM MgCJ, 1ImM EDTA, 5mM KPO,.H,O, pH
7,4]

RIPA pufr [50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSFmiM EDTA; 1%
(v/v) Triton X-100; 1% (w/v) deoxycholat sodny; @l(w/v) SDS; 1% (v/v)
PIC]

Roztok Lowry A [0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) N£&CO;]

Roztok Lowry B [0,5% (w/v) CuSQ)

Roztok Lowry C [1% (w/v) vinan sodnodraselny]
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3.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy ABT 220-50M
Analytické vahy HA — 120M
Autoklav MAC - 235EX
Autoklav MLS — 3020U

CCD kamera DP50
Centrifuga Mikro 200
Centrifuga Rotanta 460R
Centrifuga Universal 32R
Centrifuga Universal 320R
Laminarni box Air Clean

Mikropipety (automatické pipety)

Mikroskop Nikon Diaphot 200

Oxygraph-2k

pH metr 774

Spektrofotometr UV-2401PC

Termostat TCH100

Termostat Sanyo COncubator

Termostat Heratherm IMC 18

Transmisni elektronovy mikroskop JEM-1200 EX
Ultracut IlI

Vortex-Genie 2

Vortex 2%
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Kern (Bmecko)
Helago (Japonsko)
Sanyo (Japonsko)

Sanyo (Japonsko)

Olympus (Japonsko)

Hettich Zentrifugen ¢ecko)

Hettich Zentrifugergiihecko)

Hettich Zentrifugené(iecko)

Hettich Zentrifugensthecko)

AirClean Systems (USA)

Eppendorf {MNecko),

Gilson (USA),
Thermo Scientific (USA)
Nichiryo (USA)

Nikon (Japonsko)
Oroboros (Rakousko)
Metrohm (Svycarsko)

Shimadzu (Japonsko)

Laboratornfigtroje Praha(R)

Sanyo (Japonsko)

Thermo Scientific (USA)

JEOISA)
Reichert (USA)
Scientific Industries (USA)

Velp Scientifica (Italie)



3.4 Metody
3.4.1 Skladovani a rozmrazovani burtk

Lidské kozni fibroblasty byly skladovanyiipteplog€ -196°C v kryozkumavkéach
obsahujicich 1,8ml média DMEM s 1% (w/v) ATB, 10%/\) iFBS a 7,5% (w/v) DMSO.
Pro (ely kultivace byl obsah kryozkumavky nejprve rozima ve 37°C (termostat
Heratherm IMC 18, Thermo Scientific) a potéepesen do kultivai lahve o ploSe 75 ¢m
K bunkam bylo gidano 10ml média DMEM s 1% (w/v) ATB a 10% (w/v)BE. Poté byly
buiky pfendany do termostatu (37°C, 5% koncentrace, @@mostat SanyoCQncubator,
Sanyo). Po &kolika hodinach bylo toto médium (obsahujici DMS@ménéno za 12ml
média DMEM s 1% (w/v) ATB, 10% (w/v) iFBS a #tky byly dale kultivovany (37°C, 5%

koncentrace Cg termostat Sanyo GOncubator, Sanyo).

3.4.2 Sklizeni a zamrazovani fibroblasi

Od fibroblasti, jejichz konfluence dosahovala 70% - 80% bylo edeb médium,
kultivacni plocha 75crhbyla oplachnuta 3-5ml PBS a byléigéno 1,5ml roztoku T+E. Poté
byly buiky prendany do termostatu (37°C, 5% koncentrace,, @érmostat Sanyo CO
incubator, Sanyo). Poékolika minutach (maximakdo 10 minut) bylo pod mikroskopem
(Nikon Diaphot 200, Nikon) kontrolovano, zda doch&zuvoliovani bugk z kultivatni
plochy vlivem roztoku T+E. Pokud ano, bylo kikam gidano 12ml média DMEM s 1%
(w/iv) ATB a 10% (w/v) iFBS. Obsah kultigaich lahvi byl resuspendovan #&epdan
do sterilni 15ml centrifugmi zkumavky. Zaroveé byly odebrany biky na pd&itani
v Birkerow komarce. Buiky ve zkumavce byly centrifugovany (300g, 23°C, Snum,
centrifuga Universal 32R, Hettich). Sediment &lubyl resuspendovan v médiu DMEM s 1%
(wiv) ATB, 10% (w/v) iFBS, 7,5% (w/v) DMSO arendan do kryozkumavek. Bky byly
zamrazovany vifiblizném patu 1¢ bunsk v jedné kryozkumavce o objemu 2ml. Zkumavky
byly ponechany 24h ve specialni zamrazovaci n&dGbolCell®, Obr. 10) v -80°C a pote
piendany do -196°C.
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vicko

komora

t&lo jadro

Obr. 10. Schéma specialni zamrazovaci nadoby CoolCell® @ podlevww.biocision.con), ve které
dochazi k postupnému snizovani teploty o 1°C zanut.

3.4.3 Kultivace fibroblasti

3.4.3.1Kultivace fibroblasti v médiu DMEM s glukézou

Kozni fibroblasty byly pstovany v kultivanich lahvich o ploge 75 dmve 12ml
média DMEM s 1% (w/v) ATB, 10% (w/v) iFBS, 25mM uilézou (4,5¢/) a 2mM
L-glutaminem (0,580g/l) do konfluence 90% - 100%9tép byly pasazovany. dem
pasazovani bylo od bgk odebrano médium, kulti¢ai plocha byla oplachnuta 3-5 ml PBS
a k buikdm bylo gidano 1,5ml roztoku T+E. Poté bylyiiky prendany do termostatu (37°C,
5% koncentrace CQtermostat SanyoCQOncubator, Sanyo). Paskolika minutach bylo pod
mikroskopem (Nikon Diaphot 200, Nikon) kontrolovarmma dochazi k uvdbvani bugk
z kultivaeni plochy vlivem roztoku T+E. Pokud ano, bylo kikim gidano médium DMEM
s 1% (w/v) ATB a 10% (w/v) iFBS, obsah kultiird lahve byl rozdlen do 2 lahvi (75ch),
doplren médiem DMEM s 1% (w/v) ATB a 10% (w/v) iFBS delkového objemu 12ml
a dikladre resuspendovan. Kultivace probihala po dobu 3-7 dtermostatu (37°C, 5%

koncentrace Cg termostat SanyoCQOncubator, Sanyo).

3.4.3.2Kultivace fibroblasti v médiu DMEM s galaktézou

Kozni fibroblasty byly pstovany v kultivanich lahvich o kultiveni plose 75crh
ve 12ml média DMEM s 1% (w/v) ATB, 10% (w/v) iFB35mM gluk6zou (4,5g/l) a 2mM
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L-glutaminem (0,580g/l) do konfluence 60% - 70%téPbylo buikam médium odebréno,
kultivacni plocha byla 3x oplachnuta 3-5ml PBS a nasidajio pridano 12ml média DMEM
s 1% (w/v) ATB bez séra, glukdzy a L-glutaminu.dmito médiu byly biky kultivovany

6 hodin v termostatu (37°C, 5% koncentrace,C®rmostat SanyoGQncubator, Sanyo).
Nasledr bylo buikam toto médium odebrano, kultird plocha byla oplachnuta 1 x 3-5ml
PBS a bylo idano médium DMEM s 1% (w/v) ATB, 10% (w/v) dialyzaného FBS, 25mM
(4,59/1) galaktézou a 2mM L-glutaminem (0,580g¥)tomto médiu byly biiky kultivovany

5 dni (37°C, 5% koncentrace g@ermostat SanyoCOncubator, Sanyo).

3.4.4 Sklizeni fibroblasti pro Uéely respirometrie

Kozni fibroblasty byly nagstovany do konfluence 70% - 80% (6-8 lahvi o pl@Sent),
poté byly zkontrolovany pod mikroskopem (Nikon Chap 200, Nikon) a fotograficky
zdokumentovany (CCD kamera DP50, Olympus). Nasleolylo od bugk odebrano
médium, kultiv&ni plocha byla oplachnuta 3-5 ml PBS a byi@@no 1,5 ml 1% (w/v)
roztoku T+E do kazdé lahve. Po uvaéiin burék z kultivatni plochy (do 10 minut) bylo
k bunkam zggt pridano médium, ve kterém byly kultivovany. Obsahtikatnich lahvi byl
pienesen do 50ml centrifuggd@ zkumavky a centrifugovan (5 minut, 300g, 23°C,
centrifuga Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen). Releurek byla resuspendovana v 1ml
ledow vychlazeného PBS,ignesena do 15ml centrifugd zkumavky, dopléna 9ml
ledového PBS a centrifugovana (5 minut, 300g, £entrifuga Universal 320R, Hettich
Zentrifugen). Tento proces byl jé§ednou opakovan a tim rozdilem, Ze k peletinck
béhem druhého promyvani byl@gigano 11ml ledového PBS. Z tohoto objemu byl odebra
Iml a zjisén paiet burgk pomoci Birkerovy komirky. Posléze byla peleta btk
resuspendovana v 50ul ledového PBS. Z tohoto objeyiau odebrano 20pul, ve kterych
byla stanovena koncentrace proteinu (podle Lowrgx.,7) a zbyly objem byl pouzit pro
meéteni na pistroji Oxygraph-2k (OROBOROS).

3.4.5 Respirometrie

Do obou komor fistroje Oxygraph-2k (OROBOROS) (Obr. 11) byly piklddném
promyti (96% ethanolem a destilovanophl napipetovany 2ml respimiho média KCl. Pro
dostaténou saturaci @ bylo médium ponechano v otemych komorach po dobu 30minut
(pti 37°C a za stalého michani). Nasledryl z kazdé z komor odebran stejny objem média,
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ktery byl poté pidan ze suspenze sklizenych fibroblastezné 30 - 40ul o koncentraci
proteinu 0,5-1,5 mg afiplizném patu 2x10 bursk na komoru.
Regulator teploty

s Peltierovym
¢lankem

ZatkaA POS B

QOkno

Krytz
komoryA $———— nerezové
oceli
POSA .
Zatka 4
{__ Vstupni zesilova¢
POSB
Izolovany S & ‘J\ Kontrolka
médény blok pi'ip?j erii. k
Mi;g?;léo z Zasuvka pro iontové Kontrolka pocitaci
selektivni elektrodu B michadlaA
Sklenéna

komora

Obr. 11. Schéma (Fistroje Oxygraph-2k od firmy OROBOROS pro #fieni respirace s vysokym
rozliSenim. Bistroj se sklada ze dvou 2ml komor (A a B), kteséuj umisiné v izolovaném
meédéném bloku jehoz stabilni teplota je regulovana fpeamictvim Peltierovalanku. Pomoci
POS je snimana koncentrace kysliku v kazdé za désmt uzawenych komor. Zéatka, kterd
uzavira komory ma v sébtenkou kapilaru jez slouzi k titrovankig@vanych roztok. Obsah
komor je po celou dobu ¢feni michan michadly z PVDF, ktera jsou paim@npulznimi magnety
vloZzenymi v ngdéné bloku (flevzato a upraveno z www.oroboros.at)

Poté byly komory uzaeny, po stabilizaci signalu byly bkly permeabilizovany 1-3ul
8mM digitoninu (v zavislosti na mnozstvi bik) a byla ndfena spdaeba kysliku g 37°C.
Vintervalu 3-5 minut byly fdavany substraty, inhibitory a roghova v paadi (Tab 7.).
Nejprve byly gidavany glutamat a malat, které jsou substratyompBlexu OXPHOS, poté
ADP - substrat V. komplexu OXPHOS. Naslédyl pomoci rotenonu inhibovan 1. komplex
OXPHOS a byl fidan substrat Il. komplexu OXPHOS, tedy sukcinatoslednictvim

A/ L

piidavku cytochromuc bylo testovano, zda nedoSlo k porusengj8in mitochondriélni
membrany. Poté byl pomoci antimycinu A inhibovan kbomplex OXPHOS a bylyipdany
substraty IV. komplexu OXPHOS. Naslédbyl pridan rozgahova& FCCP a poté byl

prostednictvim azidu sodného zainhibovan IV. komplex GXF5.
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Tab 7.: Poradi pridavanych substrati, inhibitord a rozpiahovate v pribéhu méreni
respirace lidskych koZnich fibroblasti na pristroji Oxygraph-2k (Oroboros)

Koncentrace Teplota
.. - | Substrat/inhibitor/ zasobniho Pridavané skladovani
Poiadi 9 . . . :
rozpirahovat roztoku mnoZzstvi zasobnich
(rozpoustédlo) roztokua
1. Glutamét 1M (HO) 20ul -20°C
2. Maléat 1M (HO) 6ul -20°C
3. ADP + M¢f* 0,5M (H0) 4ul -80°C
4, Rotenon 0,5mM (EtOH) 1ul -20°C
5. Sukcinét 1M (HO) 20l -20°C
6. Cytochromc 2mM (H,0) 5ul -20°C
7. Antimycin A 1mM (EtOH) 1pl -20°C
8. Askorbat 0,2M (HO) 25ul -20°C
9. TMPD 40mM (HO) 45l -20°C
10. FCCP 1mM (EtOH) 0,2-0,4ul -20°C
11. Azid sodny 4M (HO) 5ul -20°C

3.4.6 Analyzy vysledné Wivky spotieby kysliku

Namgiend respirace byla vztazena na mnozstvi proteikomae stanoveného podle
Lowryho (kapitola 3.4.7.), vyhodnocena v programatl2ab5 (OROBOROS), (Obr. 12)

a nasleda statisticky zpracovana v programu Excel (Microgafiice).
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Obr. 12. Vysledny zaznam z néireni spo¥eby O, kultivovanych lidskych koZnich fibroblasha gistroji Oxygraph-2k ziskany prdstnictvim programu DatlLab5
(OROBOROS). Modrailivka zobrazuje aktuélni koncentraci kysliku v kdm@ervenda kivka zobrazuje spéebu kysliku vztaZzenou na mnozstvi proteinu.
Po naruSeni integrity ¥Bi mitochondrialni membranyiplavkem digitoninu byly v gibéhu nefeni gidavany jednotlivé substraty, inhibitory a réapova
v nasledujicim pkadi: glutamat (G), malat (M), ADP, rotenon (Rot)kainat (Su), cytochrora (Cyt c), antimycin A (AmA), askorbat (Asc), TMPDCEP
a azid (2). Vysledné respirace byla vztaZzena nazstmbproteinu (v tomtoijpads 0,388 mg/ml). Zelené Sipky zna#aji pridavané substraty (glutamat,
maléat, ADP, sukcinat, askorbat a TMPR@rvené Sipky inhibitory (rotenon, antimycin A, azadmodré Sipky dalSifpplavané latky (digitonin, cytochrom c
a FCCP)Cervené Gseky vymezuji oblasti, ve kterych bylactetea spdeba Q.
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3.4.7 Stanoveni koncentrace proteinu podle Lowryho

K 20ul burgéné suspenze odebrané ze sklizenych fibrobléstpitola 3.4.4) bylo
piidano 180ul roztoku RIPA a byly ponechany 20 minat ledu za okasného michani
(Vortex-Genie 2, Scientific Industries). Poté byl vzorku odebrano 2 x 5ula 1 x 7 pl pro
stanoveni proteinu. Koncentrace proteinu ve vzdida odétena ze standardni kalildrd

kiivky, kterd byla vytvéena roztokem BSA a destilovanoy®(Tab 8.).

Tab 8. : Objem BSA a H,O pro vytvoieni standardni kalibra¢ni kivky
pro méreni koncentrace proteinu podle Lowryho

Koncentrace Mnozstvi BSA Mnozstvi destilované
(H9) (ki) H20 (u))
0 0 200
5 25 175
10 50 150
15 75 125
20 100 100
25 125 75

Ke vzorkim pfipravenym pro stanoveni o objemu 200ul byidan 1ml roztoku
vzniklého smichanim zasobnich roziolA+B+C (3.2) v pomdru 48:1:1, vzorky byly
zamichany (Vortex Zx Velp Scientifica) a inkubovanyfip pokojové teplot 15 minut.
Nasled# bylo pidano 100ul roztoku Folinova reagens, ktery hygrstw naredn
destilovanou KO v poneru 1:1, okamZit byly promichany (Vortex 2% Velp Scientifica)
a ponechany v pokojové tepigho dobu 30 minut. Poté byla #fena absorbanceip/00nm
na spektrofotometru (UV-2401PC, Shimadzu).

3.4.8 Barveni mitochondrialni sité

Nejprve bylo na podlozni skka ve vicejamkovych degkach gendano 40-50pul
suspenze buk v médiu DMEM s 1% (w/v) ATB a 10% (w/v) iFBS. FRobyl objem média
doplrén tak, aby jeho hladina dosahovala diblZné vySky 0,5 cm. Taktofjpravené biky
byly péstovany po dobu 2-3 dn(37°C, 5% koncentrace GCtermostat SanyoCOncubator,
Sanyo). Nasledhbylo od bugk odebrano médium, kulti¢ai plocha byla oplachnuta PBS
a k buikam bylo gidano 500ul 10nM fluorescéni sondy MitoTracker Redipdem néediné
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v médiu DMEM. Takto byly bikky inkubovany ve trd 10 min (i 37°C a 5% CQ@ termostat
Heratherm IMC18, Thermo Scientific). Poté byl odebroztok, kultivéni plocha byla 2x
oplachnuta PBS a k hkdm bylo gidano médium DMEM s 1% (w/v) ATB a 10% (w/v)
iIFBS. Skltko porostlé bitkami bylo pozorovano pod fluoresésim mikroskopem (Nikon
Diaphot 200, Nikon) a vysledny obraz byl sniman Ckamera DP50, Olympus) po excitaci
579nm.

3.4.9 Transmisni elektronova mikroskopie

Fibroblasty v malé kultivéni lahvicce (25cm) narostlé do 70% konfluence byly
fixovany cerstw pripravenym roztokem 2% (w/v) KMnQOv PBS i pokojové teplat po
dobu 15 minut. Po odstrami fixatniho roztoku byly biiky 2x oplachnuty PBS. Poté byly
buiiky 15 minut inkubovany v 50% (w/v) a nasl€édf0% (w/v) etanolu. Pomoci Skrabky byly
buiky mechanicky sklizeny, centrifugovany (stale v 70#%v) etanolu) a dale odvadvany
v etanolovérads: 10 minut v 50% EtOH, 10 minut v 75% EtOH, 10 mimu90% EtOH
a nasleda ponechany 30 minut ve 100% EtOH. Poté bylyikyu2x inkubovany 15 minut
v propylenoxidu, zality do durcupanové pryikg, ndezany na ultratenkéezy o tlousce
600 - 900 A pomoci ultramicrotomu (Ultracut lIl, iRleert) a dale kontrastovany pomoci 2%
(w/v) citratu olova a 3% (w/v) uranyl acetatRezy byly sniméany pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu (JEM-1200 EX, JEOK) zvétSeni 5 000 — 40 000x. Tato metoda

byla provedena ve spolupréci s Ustavem patolodjig WK.
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4 Vysedky

4.1 Optimalizace metody vysoce citlivé polarografie praic¢ely diagnostiky
mitochondrialnich funkci ve fibroblastech

4.1.1 Vliv délky kultivace na respiraci

V pribéhu optimalizace metody vysoce citlivé polarogrgéme se nejprve zafili
na to, zda délka kultivace lidskych koZnich fibedfi ovliviiuje respiraci. Proto byly
fibroblasty kontrolni linie dtskeho ¥ku K1 kultivovany fizré dlouhou dobu v médiu
DMEM s glukézou a poté byla ¢ena jejich respirace ndiptroji Oxygraph-2k po fdavani
substral a inhibitofi jednotlivych komplek systému OXPHOS. Bieni spateby O
u kontrolni linie K1 probihaloip pasazich 5 (P5), 11 (P11) a 18 (P18). Vysledmérené
hodnoty byly normalizovany na mnozstvi proteindgilghy 8.1) a zaznamenany do grafu
(Obr. 13).
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Obr. 13. Spotreba G v kultivovanych koznich fibroblastech u kontrolnilinie K1 v zavislosti na délce
kultivace. Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi pnotdj0,388-0,619 mg/ml).
V pribéhu mefeni byl postup#é pridavan detergent, substraty, inhibitory a r@mwva pro
OXPHOS v nasledujicim padi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, B5—-pasaz 5,
Pll-pasaz 11, P18-pasaz 18, Kl-komplex I, Kll-kempl, KIV—komplex IV, Dg—digitonin,
G—glutamat, M—malat, Rot-rotenon, Su-sukcinat, Q@y@ehrom c, Ama-antimycin A,
A-askorbat, T-TMPD, F-FCCP, Z-azid. Vysledné hodisxtu ziskané z 1 &eni.
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Pro komplexjSi pohled na respiraci byly vytieny pongry spoteby G (prilohy 8.1)

jednotlivych komplex systému OXPHOS a vyneseny do grafu (Obr. 14).
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Obr. 14. Poméry spotireby O, v kultivovanych koZnich fibroblastech kontrolni linie K1 v zavislosti na
délce kultivace. Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi prot€d,388—-0,619 mg/ml).
V pribéhu mefeni byl postup#é pridavan detergent, substraty, inhibitory a r@dmwva pro
OXPHOS v néasledujicim padi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, 25-pasaz 5,
Pll-pasaz 11, P18-paséz 18, Kl-komplex |, Kll-kempl, KIV—komplex IV, Dg-digitonin,

G—glutamat,

M—malat,

Rot—rotenon, Su-—sukcinat, Q@yfehrom c, Ama-antimycin A,

A-askorbat, T-TMPD, F-FCCP, Z-azid. Vysledné hogisxtu ziskané vzdy z 1dteni.

S rostouci dobou kultivace doSlo u kontrolni lindétského ¥ku K1 k poklesu

S

respirace jednotlivych kompléxsystému OXPHOS. Respirace K1 v pasazich P5 a a1l b

velmi podobna. K vyrazijSimu poklesu respirace doSlo u pasaze Pid8emz nejvyraz§si

pokles spaeby Q jsme pozorovali u této pasaze podani sbstrat Kl a po gidavku ADP

(KI+ADP), kde doslo ke sniZeni respirace 0 41% ropoani s P5 a 0 36% v porovnani s P11
(Obr. 13). Zm¥ny nastaly také u po#ni spoteby Q. U pasaze P18 doslo k poklesu gom
respirace komplexu Kl potjgavku ADP a ped nim (KI+(ADP)/KI) a nakstu pongru
respirace komplaxKIV a KI (KIV/KI) (Obr. 14).

Z téchto vysledk vyplyva, Ze je paebné ngiit respiraci lidskych koZnich fibroblast

kultivovanych pokud mozno stejnou nebo aléspelmi podobnou dobu, abychom co nejvice
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snizili dopady doby kultivace na respiraci. V ndsigch experimentech probihajicich ve

fibroblastech nebylaipkratena pasaz 15.

4.1.2 Vliv véku na respiraci

Déle jsme se za#ili na to, zda je spoeba Q ovliviiovana ¥kem osoby v dob
odkéru fibroblasti. Proto byly jednotlivé linie lidskych koZnich fidnlasti od kontrol
détského ¥ku K1-K3 (ve wku do 1 roku) a dosiych kontrol K4-K6 (ve ¥ku do 27 let)
kultivovany v médiu DMEM s glukézou a naslédoyla mefena jejich respirace naiptroji
Oxygraph-2k po pdavani substréta inhibitoi jednotlivych komplex systému OXPHOS.
Vysledné naréené hodnoty byly normalizovdny na mnoZstvi proteifmiilohy 8.2)

a zaznamenany do grafu (Obr. 15).
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Obr. 15. Porovnani spofeby O, v kultivovanych koZnich fibroblastech u kontrolnich linii détského
véku K1-K3 a dospélych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla vztaZzena na mnoZstvi protei
(0,441-0,860 mg/ml). V gb&hu nefeni byl postupé piidavan detergent, substraty, inhibitory
a rozgrahova pro OXPHOS v nasledujicim fai: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F,
Z. P5-pasaz 5, P8—pasaz 8, P9—paséz 9, P12—pas&¥ka@mplex I, Kll-komplex II, KIV-
komplex 1V, Dg—digitonin, G—glutaméat, M—malat, Raitenon, Su—sukcinat, CyC—cytochram
Ama—antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, F-FCCP, Z-afgsledné hodnoty jsou foméry ze 3
meienti.
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Pro komplexjSi pohled na respiraci byly vytieny pongry spoteby G (prilohy 8.2)
jednotlivych komplex systému OXPHOSdtskych a dosglych kontrolnich linii a vyneseny
do grafu (Obr. 16).
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Obr. 16. Poméry spotieby O, v kultivovanych koZnich fibroblastech u kontrolnich linii détského
véku K1-K3 a dospélych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi iptote
(0,441-0,860 mg/ml). V gbeéhu meieni byl postup#é piidavan detergent, substraty, inhibitory
a rozgfahova pro OXPHOS v nasledujicim fadi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F,
Z. P5-pasaz 5, P8—pasaz 8, P9—paséz 9, P12—pas&¥ka@mplex I, Kll-komplex II, KIV-
komplex IV, Dg—digitonin, G—glutamat, M—malat, , Rmtenon, Su—sukcinat, CyC—cytochram
Ama—antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, F-FCCP, Z-aAfgsledné hodnoty jsou fpméry ze 3
méteni.

U kultivovanych koZnich fibroblasgtjednotlivych kontrolnich skupin, tedy kontrol
détského ¥ku (K1-K3) a dosplych (K4-K6), byly pozorovany rozdily ve sgebs O..
Nejvyrazrgjsi rozdil byl u respirace paigani substrédt KI (KI+(ADP)), kdy doslo k poklesu
pramérné respirace u dos&lych kontrolnich linii o 38% v porovnani sgpnérnou respiraci
kontrolnich linii dtského ¥ku (Obr. 15). Rozdily byly pozorovany také na goech
spoteby Q. NejvyrazijSi byl rozdil u pordru respirace komplexu Kl pofjdavku ADP
a pred nim ((KI+(ADP)/KI), a také u po#nu respirace kompleéxKIV a Kl (KIV/KI) (Obr.

16).

Z diavodu vyznamnych rozdil v respiraci jednotlivych kontrolnich skupin jsme
v dalSich ndfenich pro porovnavani respirace pacientskych sksgiskupinami kontrolnimi
pouzili vzdy kontrolniho soubor odpovidajicihéku.
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4.2 Identifikace poruch OXPHOS na urovni kultivovanych fibroblasti pomoci vysoce
citlivé polarografie

4.2.1 Analyza spoteby kysliku u pacienfi s primarnimi mitochondrialnimi defekty

Po zjiSEni optimélnich podminek byla metoda vysoce citlp@arografie vyuzita
k identifikaci poruch mitochondrialnich funkci u geenti s primarnimi mitochondrialnimi
onemocgnimi. Nejprve byla réfena mitochondrialni spi@ba Q koZznich fibroblast
kultivovanych v médiu DMEM s glukézou od pacigrg prokazanymi primarnimi defekty
OXPHOS ve svalové tkani (P1-P7), naskedrbyla metoda vyuzita k analyze
mitochondrialnich funkci u paciegns neznamymi defekty OXPHOS (P8-P10). Sgod Q
byla méfena na fstroji Oxygraph-2k po iidavani substrét a inhibitofi jednotlivych
komplexi systému OXPHOS. Vysledné n&mné hodnoty byly normalizovany na mnoZstvi
proteinu (pilohy 8.3) a zaznamenany do grafu (Obr. 17).
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Obr. 17. Spotireba O, v koZnich fibroblastech pacieni P1-P10 s primarnim mitochondridlnim
defektem OXPHOS potvrzenym ve svalové tkani a kontinich linii détského wku K1-K3.
Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi prot,325—-0,800 mg/ml). Bmér K—primérnéa
respirace 3 kontrolnich linii éského ¥ku, P1-P5 pacienti s poruchou komplexu IV, P6-P7
pacienti s poruchou komplexu I, P8-P10 pacientezamou poruchou OXPHOS. Mip&hu
méreni byly postupé pridavany detergent, substraty, inhibitory a fd@tmwva pro OXPHOS
v nasledujicim pkadi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, Kl-komplex |,
Kll-komplex Il, KIV-komplex IV, Dg-digitonin, G-—ghamat, M-malat, Rot-rotenon,
Su-sukcinat, CyC-cytochroro, Ama-antimycin A, A-askorbat, T-TMPD, F-FCCP, Zdaz
Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdy z dtemi.
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Pro komplexjSi pohled na respiraci byly vytieny pongry spoteby G (prilohy 8.3)
jednotlivych komplex systému OXPHOS u paciénts primarnimi mitochondrialnimi

onemocgnimi a kontrolnich linii gtského ¥ku a vyneseny do grafu (Obr. 18).
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Obr. 18. Poméry spotieby O, v kultivovanych fibroblastech pacieni P1-P10 s primarnim
mitochondrialnim defektem OXPHOS potvrzenym ve svavé tkani a kontrolnich linii
détského wku K1-K3. Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi ipuotéd,325-0,800
mg/ml). Pamér K—pramérnd respirace 3 kontrolnich linii égkého ¥ku, P1-P5 pacienti
s poruchou komplexu IV, P6-P7 pacienti s poruchompdexu I, P8-P10 pacienti s neznamou
poruchou OXPHOS. V fibéhu neieni byly postup# pridavany detergent, substraty, inhibitory
a rozgahova& v nasledujicim p@di: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, Z
Kl-komplex 1, Kll-komplex Il, KIV-komplex IV, Dg—diitonin, G-glutamat, M-malat,
Rot-rotenon, Su—sukcinat, CyC—cytochromAma-antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, Z-azid.
Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdy z dtemi.

U pacient s poruchou komplexu IV (P1-P5) byla pozorovanakmel snizena
respirace (Obr. 19) v porovnani sipgrnou hodnotou respirace kontrolnich lindtského
véku (K1-K3). NejvyrazijSi defekt v respiraci se projevil pdgigéni substrdt komplexu IV.

U pacienta P2 byla respirace padani substrdit KIV dokonce snizena o0 99,7% v porovnani
s piamérnou hodnotou respirace kontrolnich lini¢tského ¥ku (Obr. 17). Rozdily byly
patrné také na po¥rech spatby Q. NejvyrazijSi byl u pongru respirace Kl po ifdavku
ADP a gred nim ((KI+(ADP)/KI), a také u poénu respirace KIV a Kl (KIV/KI), (Obr. 18).
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U pacient s poruchou komplexu | (P6 a P7) byla pozorovaneaary snizen&
respirace poifdani substrdt komplexu | glutamétu a malétu (Obr. 17), zatimespirace po
piidavku substrat ostatnich komplex OXPHOS odpovidala pmérnym hodnotam respirace
kontrolnich linii. Zmény byly patrné také u po¥mi spoteby Q, ve kterych se vyskytoval
komplex I, tedy ((KI+(ADP)/KI) a (KIV/KI), (Obr. 18

Pacient s neznamym defektem P8 vykazoval sniZesspiraci po fidani substratu 1.
komplexu OXPHOS o0 40% v porovnani supgrnou hodnotou respirace kontrolnich linii
détského ¢ku a také vyrazhisnizenou hodnotu respirace padani substrdi IV. komplexu.
Respirace po fidani sustrdt IV. komplexu u P8 byla snizena o 48% v porovnani
s piamérnou hodnotou respirace kontrolnich linii Obr. W7tohoto pacienta byl také vyrazn
shizeny poré& spoteby GQ komplexa IV a | (KIV/KI) a komplexi IV a 1l (KIV/KII) Obr. 18.
Tyto hodnoty mohou poukazovat na kombinovany defeknplexi Il a IV.

Respirace dalSiho z paciéns neznamym defektem P9 byla vyrazadliSna od
pramérnych hodnot respirace kontrolnich linii pouze padavku substrdt I. komplexu
OXPHOS a néaslednADP. Hodnota respirace pdigavku substrat Kl byla snizena o 36%
a po naslednémijlavku ADP o0 41% v porovnani s odpovidajictirpérnou hodnotou
respirace kontrolnich linii (Obr. 17). U tohoto ata doSlo také, stejrjako u pacient P6
a P7 s poruchou komplexu I, k vyraznémuusar pongru KIV/KI (Obr. 18). Tento fakt

by mohl naznéovat, Ze u daného pacienta je poruSena funkce lkempl

U pacienta P10 s neznamym defektem OXPHOS bylaoeglkniZzena respirace
v porovnani s gimeérnou hodnotou respirace kontrolnich linitského ¥ku (K1-K3), (Obr.
17). Na pordrech respirace jednotlivych kompleXsme pozorovali pouze velice mirné
zmeny, a to na arovni poania KI/KII, KIV/KI a KIV/KII, v porovnani s kontrolnilinii (Obr.
18). Tento nalez by mohl znamenat, Ze se jedna mbkwmvany defekt vice kompléx
OXPHOS.
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Obr. 19. Ukdzka zaznamu z néireni spofeby O, v kultivovanych koZnich fibroblastech kontrolni linie K1 (zelena Kivka) a linie pacienta P1 {ervena
k¥ivka) s prokazanou poruchou komplexu IV (mutace gem SCO2) na pristroji Oxygraph-2k (program DatLab5, OROBOROS). Modra Kivka
zobrazuje aktuélni koncentraci kysliku v kae@ervena a zelen&ikka zobrazuji spdebu kysliku vztazenou na mnoZstvi proteinu (K159@,mg/ml a P1
— 0,605 mg/ml). V pibehu mefeni byly gidavany detergent, jednotlivé substraty, inhibitaryozgiahova& pro OXPHOS v nasledujicim fadi: digitonin
(Dg) glutaméat (G), malat (M), ADP, rotenon (Rot)ksinat (Su), cytochrora (Cyt ¢), antimycin A (AmA), askorbat (Asc), TMPDCEP a azid (2).
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4.2.2 Analyza spoteby kysliku u pacienfi se sekundarnimi mitochondrialnimi defekty

4.2.2.1 Pacienti s Huntingtonovou chorobou

Nasledr byla métena mitochondrialni spiba Q lidskych koZnich fibroblagt
kultivovanych v médiu DMEM s gluk6zou od pacignkde se fedpokladala sekundarni
mitochondrialni dysfunkce. Prvni testovanou skupinarilo 8 pacient s Huntingtonovou
chorobou (P11-P18). Sgeba Q byla méfena na fistroji Oxygraph-2k po ifidavani
substrai a inhibitoifi jednotlivych komplek systému OXPHOS. Vysledné n&fené hodnoty

byly normalizovany na mnozstvi proteindi(phy 8.4) a zaznamenany do grafu (Obr. 20).
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Obr. 20. Spotiteba O, ve fibroblastech paciené P11-P18 s Huntingtonovou chorobou a linii od
dospglych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla vztazena na mnozstvi proté,417-0,860
mg/ml). Paimér K—praimérna respirace 3 kontrolnich linii da$gho wku, P11-P18 pacienti
s Huntingtonovou chorobou. Viiéhu neteni byly postup#é pridavany detergent, substraty,
inhibitory a rozgahov& pro OXPHOS v nasledujicim fadi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC,
AmA, A, T, F, Z. KI-=komplex I, Kll-komplex Il, KIVkomplex IV, Dg—digitonin, G—glutamat,
M-malat, Rot-rotenon, Su—sukcinat, CyC—cytochmmma-antimycin A, A—askorbat, T-TMPD,
Z-azid. Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdy z&temi.

Pro komplexgijSi pohled na respiraci byly vytieny pongry spoteby G (ptilohy 8.4)
jednotlivych komplex systému OXPHOS u paciéns HD a kontrolnich linii dosg¢ho
véku, které byly vyneseny do grafu (Obr. 21).
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Obr. 21. Poméry spotireby O, ve fibroblastech paciené P11-P18 s Huntingtonovou chorobou a linii
od dosglych kontrol K4-K6. Vyslednd respirace byla vztazena na mnoZzstvi ipuot,417—
0,860 mg/ml). Rimér K—pramérn& respirace 3 kontrolnich linii dag@gho wku, P11-P18 pacienti
s Huntingtonovou chorobou. Viighu meteni byly postupé pridavany detergent, substraty,
inhibitory a rozpahov& pro OXPHOS v nasledujicim fadi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC,
AmA, A, T, F, Z. KI-=komplex I, Kll-komplex Il, KIVkomplex IV, Dg—digitonin, G—glutamat,
M-malat, Rot—rotenon, Su-sukcinat, CyC—cytochmmma-antimycin A, A—askorbéat, T-TMPD,
Z-azid. Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdy z&temi.

Pacienti s Huntingtonovou chorobou vykazuji odlg&nov respiraci po fdani
substral |. komplexu (glutamatu a malatu), 1. komplexu Ksmatu) a IV. komplexu
(askorbatu a TMPD) OXPHOS oproti kontrolnim linisosglého wku (K4-K6). U 7 z 8
pacienti je snizena respirace pdigani substrdit . komplexu, u 6 z 8 paciehfpo gidani
substratu Il. komplexu a u vSech 8 padiejet zarové vyrazré snizena respirace paigéani
substral IV. komplexu OXPHOS (Obr. 20). Rozdil je patrnykdau pomdri respirace
jednotlivych komplex OXPHOS (Obr. 21), kdy u 6 z 8 paci@ndoslo k poklesu po#nu
KIV/KI a u 7 z 8 pacient byl snizeny porr KIV/KII.

Pro WtSi prehlednost byly vytvieny grafy vysledné respirace (0) a goavy graf
(Obr. 23), které znazvwji pramérné hodnoty respirace koZznich fibrobtas® pacient
s Huntingtonovou chorobou (P11-P18) a 3 kontrolnichi dospilého wku (K4-K6)

kultivovanych v médiu DMEM s glukozou.
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Obr. 22. Primérné hodnoty spof¥eby O, ve fibroblastech pacienii P11-P18 s Huntingtonovou
chorobou a linii od dosglych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla vztazena na mnozstvi
proteinu (0,417-0,860 mg/ml). #nér K—pramérné respirace 3 kontrolnich linii daggho wku,
Pramér HD-pramérna respirace 8 linii pacights Huntingtonovou chorobou. Vigehu meteni
byly postupg pridavany detergent, substraty, inhibitory a i@dmwva pro OXPHOS
v nasledujicim pi@adi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, Kl-komplex I, KlI-
komplex I, KIV=komplex IV, Dg-digitonin, G—glutarhd@M—malat, Rot—rotenon, Su—sukcinat,
CyC-cytochromc, Ama-antimycin A, A-askorbat, T-TMPD, Z-azid. Vigshé hodnoty jsou
ziskané vzdy z 1 #ieni.

OdliSnosti v respiraci jsou patrné iti pporovnani pimérnych hodnot respirace
po pridani substrdit a inhibitoi jednotlivych komplex OXPHOS u linii 8 paciefits HD
(P11-P18) a 3 dosfych kontrol (K4-K6). NejetSi rozdil je zetelny po pidani substrdi
komplexu IV (askorbatu a TMPD), kdy bylo detekov@amdzeni pimérné hodnoty respirace
pacientt s HD o 48% v porovnani sipnérnou hodnotou respirace kontrolnich linii (0). U
pomeérovych grafi je patrny nejvyraz¥Si rozdil u pacierit s HD ve sniZzeni potnu KIV/KI
(Obr. 23).
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Obr. 23. Poméry pramérnych hodnot spotteby O, ve fibroblastech pacieni P11-P18
s Huntingtonovou chorobou a linii od dosplych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla
vztazena na mnozstvi proteinu (0,417-0,860 mgmmtmeér K—primerna respirace 3 kontrolnich
linii dospElého wku, Pfimér HD-praimérna respirace 8 linii pacighs Huntingtonovou chorobou.
V pribéhu meteni byly postup® pridavany detergent, substraty, inhibitory a h@mva pro
OXPHOS v néasledujicim padi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, Rl-komplex I,
Kll-komplex 1I, KIV—komplex IV, Dg—digitonin, G-gltamat, M-malat, Rot-rotenon,
Su—sukcinat, CyC—cytochromm, Ama-antimycin A, A-askorbat, T-TMPD, Z-azid. Vgdhé
hodnoty jsou ziskané vzdy z Efani.

4.2.2.2 Pacienti s poruchou metabolismu sirnych aminokyseti

Druhou testovanou skupinu gedpokladem pro sekundarni mitochondrialni dysfunkci
tvorili pacienti s poruchou metabolismu sirnych amirgin zpisobenou mutaci genu
MTHFR (P19 a P20)CTH (P21 a P22) neb@BS (P23 a P24). Linie kozZnich fibroblést
téchto pacient byly kultivovany v médiu DMEM s gluk6zou a naslédoyla neiena jejich
respirace po idavani substrét a inhibitoti jednotlivych komplex systému OXPHOS
na @istroji Oxygraph-2k. Vysledné natifené hodnoty byly normalizovany na mnozstvi

proteinu (@ilohy 8.5) a zaznamenany do grafu (Obr. 24).
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Obr. 24. Spotiteba O, ve fibroblastech pacieni P19-P24 s poruchou metabolismu sirnych
aminokyselin a linii od dosglych kontrol K4-K6. Vyslednd respirace byla vztazena na mnozstvi
proteinu (0,398-0,860 mg/ml). #nér K—pramérné respirace 3 kontrolnich linii daggho wku,
P19 a P20-pacienti s mutaci geMiTHFR, P21 a P22-pacienti s mutaci ge@TH, P23
a P24-pacienti s mutaci gendBS V pribéhu neteni byly postupé pridavany detergent,
substraty, inhibitory a rozphova& pro OXPHOS v nasledujicim fadi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su,
CyC, AmA, A, T, F, Z. Kl-komplex I, Kll-komplex II,KIV—komplex IV, Dg—digitonin,
G—glutaméat, M-malat, Rot-rotenon, Su-sukcinat, Q@y@ehrom c, Ama-antimycin A,
A-askorbat, T-TMPD, Z-azid THFR-gen pro methylentetrahydrofolat reduktd@dH-gen pro
cystathioniny-lyazu, CBSgen pro cystathiofi-syntetazu. Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdy z 1
meienti.

Pro komplexgijSi pohled na respiraci byly vytieny pongry spoteby G (ptilohy 8.5)
jednotlivych komplex systému OXPHOS u paciénts poruchou metabolismu sirnych
aminokyselin a linii dosfych kontrol, které byly vyneseny do grafu (Obr).25
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Obr. 25. Poméry spotieby O, ve fibroblastech pacien P19-P24 s poruchou metabolismu sirnych
aminokyselin a linii dosglych kontrol K4-K6. Vysledna respirace byla vztazena na mnozstvi
proteinu (0,398-0,860 mg/ml). #nér K—pramérnd respirace 3 kontrolnich linii daggho wku,
P19 a P20-pacienti s mutaci geMiTHFR, P21 a P22-pacienti s mutaci ge@iH, P23
a P24-pacienti s mutaci gendBS V praibéhu meteni byly postupé pridavany detergent,
substraty, inhibitory a ro¥phova v nasledujicim p@di: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A,
T, F, Z. KI-=komplex |, Kll-komplex Il, KIV-komplexXV, Dg—digitonin, G—glutamat, M—malat,
Rot—rotenon, Su—sukcinat, CyC—cytochromAma-antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, Z-azid,
MTHFR-gen pro methylentetrahydrofolat reduktd@T,H-gen pro cystathionig-lyazu, CBSgen
pro cystathior-syntetazu. Vysledné hodnoty jsou ziskané vzdyrgikni.

U pacienti s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin jsnegekbvali mirny
narist respirace po fgani substrdit 1. komplexu a vyrazny nést respirace po fgani
substrai IV. komplexu OXPHOS. Vyraznvyssi respirace paiplani susbtrdi IV. komplexu
v porovnani s gimérnou hodnotou respirace kontrolnich linii byla d#etena u 4 pacieait
ze 6 (Obr. 24). Ke zamam dochazi také u pani respirace jednotlivych kompléx kdy
u 3 pacient ze 6 niizeme pozorovat vyrazny rigt pongru KIV/KI a u 4 pacieni
ze 6 naiist pongru KIV/KII oproti kontrolnim liniim (Obr. 25).

4.3 Analyza ultrastruktury mitochondrii

S vyuzitim transmisni elektronové mikroskopie (ro#g&op Jeol JEM 1200EX) byla
ve spolupraci s Ustavem patologie 1.LF UK vizualéwoa ultrastruktura mitochondrii
testovanych linii lidskych koZnich fibroblagpacient a kontrol (Obr. 26).
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Obr. 26. Ultrastruktura mitochondrii v  kultivovanych fibrobl astech pacienii s vybranymi
mitochondrialnimi defekty a kontrol. Kl1-kontrolni linie dtského ¥ku, P1 a P4-pacienti
s primarnimi mitochondrialnimi poruchami, K5 a K6i¢ dosglych kontrol, P11 a P14-pacienti
s Huntingtonovou chorobou, P19 a P21-pacienti agr@u metabolismu sirnych aminokyselin.
Ziskano na mikroskopu Jeol JEM 1200EX&Beni: K6-10 000x, ostatni 15 000x.

V porovnani s kontrolni linii &ského ¥ku K1 byla pozorovana u paciénPl a P4
s primarnimi mitochondrialnimi poruchami abnormalirastruktura mitochondrii, snizené

mnoZzstvi krist a odliSny tvar (,nafouklé“ mitochame), coz je vice patrné u pacienta P4.

Presto, Ze HD neni primarni mitochondrialni poruchoewpacieni s touto chorobou
(P11 a P14) byly v porovnani s deékm kontrolni linii K5 nalezeny patologické zny
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ultrastruktury mitochondrii. Mitochondrie se odN&tby snizenym mnoZzstvim kristipadre
jejich délkou. U skupiny pacieints poruchou metabolismu sirnych aminokyselin byleét
pozorovana poziména ultrastruktura mitochondrii. Siroké spektrum émmzahrnovalo
napade prodlouzené mitochondrie (P18), které obsahovalyatsk kristy (P21)
¢i mitochondrie téns bez krist a fitomnost apoptotickyctetisek (P21).

4.4 Struktura mitochondrialni sit &

Struktura mitochondrialni sitbyla nativié barvena s vyuzitim fluorescém barvy
MitoTracker Red (Molecular Probes) ve vysledné 10kdhcentraci a nasledrsnimana
CCD kamerou DP50 (Obr. 27).

P19 DA

Obr. 27. Vizualizace mitochondriélni si€ ve fibroblastech pacienti s primarnimi a sekundarnimi
mitochondrialnimi  dysfunkcemi a kontrolnich linii kultivovanych v médiu DMEM
s glukézou Burg¢né linie byly nativé znaeny fluorescetni sondou MitoTracker Red
(Molecular Probes) a nasletlsnimany CCD kamerou DP50. K1-kontrolni linigského ¥ku, P1
a P4-pacienti s primarni mitochondrialni poruchigg, a K6-dospla kontrolni linie, P11 a P14-
pacient s Huntingtonovou chorobou, P19 a P21l-pacienti raghmu metabolismu sirnych
aminokyselin. ZgtSeni: 600x.



Mitochodnrialni si pacient s primarnimi poruchami mitochondrii (P1 a P4) byla
v porovnani s kontrolni linii &@ského ¥ku (K1) vyrazié fragmentovana, o poznandsi
a meér vétvena. V bukach paciert P1 a P4 jsme misty pozorovali vyrazné shluky

mitochondrii, které se u kontrolni linie K1 nevyshyaly.

U pacientt s HD (P11 a P14) byla v porovnani s kontrolnii loosglého wku (K5)
mitochondrialni g1 vyrazre idSi a prodlouzena. U paciénd poruchami metabolismu sirnych
aminokyselin (P19 a P21) jsme pozorovali vygadfragmentovanou mitochondrialnit’si

v porovnani s mitochondrialni siti kontroly.

4.5 Testovani vlivu niznych podminek kultivace na funkci OXPHOS

4.5.1 Kultivace kontrolnich linii v médiu DMEM s glukézou a galakt6zou

Vedle standardniho média DMEM s 25mM glukdzou bggnotlivé linie lidskych
koznich fibroblast kultivovany také v médiu DMEM s 25mM galaktézolwby pozorovan

vliv podminek kultivace naist burgk (Obr. 30) a respiraci.

V médiu DMEM s glukézou (Glu) a zaraver médiu DMEM s galaktézou (Gal) byly
péstovany nejprve kontrolni linie lidskych koznicbroblasti détské kontroly (K1) a dosipé
kontroly (K5), nésled& byla neifena jejich respirace poridavani substrét a inhibitofi
jednotlivych komplex systému OXPHOS natigtroji Oxygraph-2k. Vysledné natiené
hodnoty byly normalizovany na mnozstvi proteindilghy 8.6) a zaznamenany do grafu
(Obr. 28).
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Obr. 28. Spotieba O, ve fibroblastech kontrolnich linii déti (K1) a dospélych (K5) kultivovanych v
médiu DMEM s 25mM glukézou (Glu) nebo s 25mM galakizou (Gal). Vysledn& respirace
byla vztazena na mnoZstvi proteinu (0,388-0,820mhgK1 Glu, K1 Gal-piimérna respirace
kontrolni linie K1 dtského ¥ku kultivované v médiu s 25mM glukézou nebo s 25geaktézou,
K5 Glu, K5 Gal-ptmérna respirace kontrolni linie K5 dadeho wku kultivované v médiu
s 25mM glukdzou nebo s 25mM galaktézou. Yighu nefeni byly postup# pridavany detergent,
substraty, inhibitory a ro¥phova pro OXPHOS v nésledujicim fawi: Dg, G, M, ADP, Rot, Su,
CyC, AmA, A, T, F, Z. Kl-komplex I, Kll-komplex II,KIV—komplex IV, Dg—digitonin,
G—glutaméat, M-malat, Rot-rotenon, Su-sukcinat, @yehrom c, Ama-antimycin A,
A-askorbat, T-TMPD, Z-azid. Vysledna hodnoty jsadywpiimérem ze 2 nseni.

Pro komplexgijSi pohled na respiraci byly vytieny ponéry spoteby G (ptilohy 8.6)
jednotlivych komplex systému OXPHOS u kontrolni linie¢tdl (K1) a dosplych (K5)
péstovanych v médiu DMEM s 25mM glukézou a v médiu EMls 25mM galakt6zou, které

byly vyneseny do grafu (Obr. 29).
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Obr. 29. Poméry spotifeby O, ve fibroblastech kontrolnich linii déti (K1) a dospélych (K5)
kultivovanych v médiu DMEM s 25mM gluk6zou (Glu) nébo s 25mM galaktézou (Gal).
Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi prnot€D,388-0,882 mg/ml). K1 Glu, K1
Gal-pfimérn& respirace kontrolni linie Ki¢tského ¥ku kultivované v médiu s 25mM glukézou
nebo s 25mM galaktézou, K5 Glu, K5 Gaksmeérna respirace kontrolni linie K5 dadgho wku
kultivované v médiu s 25mM glukézou nebo s 25mMaggaizou. V pithehu meteni byly postupé
piidavany detergent, substraty, inhibitory a f@mwva pro OXPHOS v nésledujicim faudi: Dg,
G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F, Z. Kl-kompdd, Kll-komplex II, KIV—komplex IV,
Dg—digitonin, G—glutamat, M-malat, Rot-rotenon, 8&ukeinat, CyC—cytochrom c,
Ama-antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, Z-azid. Vysieédhodnoty jsou vzdy pmérem ze 2
meienti.

Grafu vysledné sptgby G (Obr. 28) kontrolnich linii &i (K1) a dosplych (K5)
kultivovanych v médiu DMEM s 25mM glukézou (Glu) bwe s 25mM galaktézou (Gal)
ukazuje odliSny trend respirace v jednotlivych sipenédia. Zatimco u kontroly K1 dochazi
pii kultivaci v médiu DMEM s galaktézou k poklesu pegsce po pdani substrdt
jednotlivych komplex OXPHOS v porovnani s kultivaci v médiu DMEM s ghaku.
U kontroly K5 dochazi # kultivaci v médiu DMEM s galakt6zou poétsine substrai
k naristu respirace v porovnani s kultivaci k médiu DMEMIukdzou. Tyto rozdily se vSak
ztraci @ vytvoreni pongrového grafu (Obr. 29), kde detekujeme stejné trepdmera
respirace p kultivaci v odliSnych podminkéach.iPkultivaci obou kontrolnich linii v médiu
DMEM s galakt6zou dochazi k poklesu potn KI(+ADP)/KI a k nafistu pongra KIV/KI
a KIV/KIl. Nejvétsi nanfist oproti kultivaci v médiu DMEM s glukézou, a to 38%,

je u podilu KIV/KI kontrolni linie K5 pstované v médiu DMEM s galakt6zou.
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4.5.2 Kaultivace linii pacienti v médiu DMEM s gluk6zou a galaktézou

Stejre jako kontrolni linie, byly i linie kozZnich fibrobkti pacientt s primarnimi
mitochondrialnimi poruchamigstovany vedle standardniho média DMEM s 25mM gloki6z
v médiu DMEM s 25mM galakt6zou a byl pozorovan \piwdminek kultivace naist burgk

(Obr. 30) a respiraci.

Obr. 30. Kontrola ristu fibroblastd od pacienti a kontrol kultivovanych v médiu DMEM s 25mM
glukézou (Glu) nebo s 25mM galakt6zou (Gal) ¥ed mérenim spofeby kysliku. Jednotlivé
burgéné linie byly kultivovany po dobu 5, fipadré 3(*) dni, v piislusném médiu a naslegn
snimany CCD kamerou DP50. Kontrolni b@ma linie ditského ¥ku K1 byla kultivovana
do piblizné konfluence 75% v médiu DMEM s glukézou (Kied Glu/Gal) a pak naslegn
po dobu 5 dit v médiu DMEM s glukézou (K1 Glu) nebo s galakté{&l Gal). Buréna linie
pacienta s primarni mitochondrialni poruchou komplé (mutaci vND1) P6 byla kultivovana
do miblizné konfluence 75% v médiu DMEM s glukézou (P&d Glu/Gal) a pak néslegn
po dobu 5 difi v médiu DMEM s glukézou (P6 Glu) nebo s galaktéfB6 Gal). Buscna linie
pacienta s primarni mitochondrialni poruchou komplg/ (mutaci vSURFJ P5 byla kultivovana
do piblizné konfluence 75% v médiu DMEM s glukézou (PEed Glu/Gal) a pak naslegn
po dobu 3 dii (*) v médiu DMEM s glukézou (P5 Glu) nebo s gataidu (P5 Gal). ZitSeni:
200x.

V médiu DMEM s gluk6zou (Glu) a zarove médiu DMEM s galaktézou (Gal) byly
péstovany nejprve linie lidskych koznich fibroblagiacienta (P5) s poruchou komplexu IV
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(mutaci v SURF). Béhem kultivace v médiu DMEM s galaktézou doslo uo tdinie
po 3 dnech k odumirani b&ka(Obr. 30), proto nebylo moZzné 2fit jejich respiraci.

Nasled® byla v médiu DMEM s 25mM glukézou (Glu) nebo s 2Bngalaktézou
(Gal) psstovana linie lidskych koznich fibroblastpacienta P6 (Obr. 31) s poruchou
komplexu | (mutaciND1). Nasled® byla meéfena jejich respirace poridavani substrét
a inhibitori jednotlivych komplex systému OXPHOS nafigtroji Oxygraph-2k. Vysledné
nantiené hodnoty byly normalizovany na mnozstvi protepiilohy 8.7) a zaznamenany
do grafu (Obr. 31).
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Obr. 31. Spotieba O, ve fibroblastech pacienta (P6) s poruchou komplexd dychaciho retézce
a kontroly (K1) kultivovanych v médiu DMEM s 25mM gluk6zou (Glu) nebo s 25mM
galaktdézou (Gal). Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi ipot®,388—-0,820 mg/ml).
K1 Glu, K1 Gal-pimérna respirace kontrolni linie Klétského ¥ku kultivované v médiu
s 25mM glukézou nebo s 25mM galaktézou, P6 Glu,GRb-ptimérna respirace linie pacienta
s poruchou komplexu | (mutaci ND1) kultivované v médiu s 25mM gluk6zou nebo s 25mM
galaktézou. V pibéhu meteni byly postupé piidavany detergent, substraty, inhibitory
a rozgfahova pro OXPHOS v nasledujicim fai: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F,
Z. Kl-komplex |, Kll-komplex Il, KIV-komplex IV, Dgdigitonin, G—glutaméat, M—malat, Rot—
rotenon, Su-—sukcinat, CyC—cytochroon Ama-antimycin A, A-askorbat, T-TMPD, Z-azid.
Vysledna hodnoty jsou vZdyfmérem ze 2 niteni.

Pro komplexgijSi pohled na respiraci byly vytieny ponégry spoteby G (ptilohy 8.7)

jednotlivych komplex systému OXPHOS linie pacienta P6 (s poruchou kerupl, mutaci

64



ND1) a kontrolni linie dtského ¥ku (K1) pistovanych v médiu DMEM s 25mM gluk6zou
nebo s 25mM galakt6zou, které byly vyneseny douwgf@br. 32).
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8,00 ©K1 Glu
= EK1 Gal
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;:
= _Ea. }> 1P6 Gal

ADP/GM ADP/Su A, T,F/ADP A, T,F/Su

KI(+ADP)/KI KI/KII KIVIKI IVIKII

Poméry respiraénich stavi

Obr. 32. Poméry spotieby O, ve fibroblastech pacienta (P6) a kontrolni linie dtského wku (K1)
kultivovanych v médiu DMEM s 25mM gluk6zou (Glu) néo v médiu DMEM s 25mM
galaktozou (Gal). Vysledna respirace byla vztazena na mnoZstvi iprot®,388-0,820 mg/ml).
K1 Glu, K1 Gal-pimérna respirace kontrolni linie Klétského ¥ku kultivované v médiu
s 25mM glukézou nebo s 25mM galaktozou, P6 Glu,é-ptimérna respirace linie pacienta
s poruchou komplexu | (mutaci ND1) kultivované v médiu s 25mM gluk6zou nebo s 25mM
galaktozou. V pibéhu meteni byly postupé pridavany detergent, substraty, inhibitory
a rozgfahova pro OXPHOS v nasledujicim fai: Dg, G, M, ADP, Rot, Su, CyC, AmA, A, T, F,
Z. Kl-komplex 1, Kll-komplex Il, KIV=komplex 1V, Dgdigitonin, G—glutaméat, M—malat,
Rot—rotenon, Su—sukcinat, CyC—cytochromAma-antimycin A, A—askorbat, T-TMPD, Z-azid.
Vysledna hodnoty jsou vZdyjmérem ze 2 nieni.

V prabéhu kultivace v #iznych médiich a ii@d samotnym g&fenim jsme vizuakh
kontrolovali kvalitu a mnozstvi bik. Behem pstovani jednotlivych linii jsme pozorovali
u kontrolni linie @dtského ¥ku K1 a linie pacienta P6 s poruchou komplexu |qiod/ st
pii kultivaci v médiu DMEM s 25mM glukdzou i v médiMEM s 25mM galakt6zou.

U linie pacienta P5 s poruchou komplexu IV (mutacdURF2) doSlo i péstovani
v médiu DMEM s galaktézou k vyraznému zpomaleistu a po ftech dnech dokonce
k odumirani bugk (Obr. 30). Proto nebylo mozné zrealizovatiemi respirace u této linie

po kultivaci v médiu s galakt6zou.
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Pri kultivaci fibroblasti pacienta P6 s poruchou komplexu | v médiu DMEM
s galaktézou doslo k vyraznému st respirace porfglani substrdit komplex IV (askorbatu
a TMPD), zatimco u kontolni linie K1 doSlo k poklesespirace poijani €chto substrdit
(Obr. 31). Stejny projev jsme pozorovali i u reapg pacientské linie P10 s neznamym

defektem (data neuvedena).

U ponera respirace jednotlivych kompléxsystému OXPHOS (Obr. 32) doSlo
k velice vyraznému nastu pameérné hodnoty porru respirace KIV/KI, a to o 38%
u pacientské linie P6¢ptované v médiu DMEM s galaktozou v porovnani sikati stejné

linie v médiu DMEM s glukézou.

4.6 Aktivita komplex @ dychacihoretézce

Pro doplrni celkového obrazu, a pro porovnani s vysledkamgrafickych niteni,
byla pracovniky Laborate pro studium mitochondrialnich poruch pomoci suditometrie
zmeiena aktivita enzyindychacihaetzce. Meieni byla provedena Viédroblastech pacieit
(P1-P10) s primarnimi poruchami mitochondrii, patties HD a pacierit s poruchami

metabolismu sirnych aminokyselin a porovnana sredmitmi hodnotami (filohy 8.8).

U vSech 4 pacieiits poruchou komplexu IV #igobenou mutaci v gersiURF1bylo
ve fibroblastech zaznamenano vyrazné snizeni gktiemplexu KIV, u pacienta s poruchou
KIV zpusobenou mutaci v gerlCO2nebyl pozorovan pokles aktivity tohoto komplexudpo
kontrolni hodnoty. U paciefits poruchou komplexu | #gobenou mutaci gerND1 jsme
detekovali pokles aktivity KI+KIll, ale u paciengporuchou Kl v @isledku mutace genu
ND5 nebyl pozorovan pokles aktivity Zadného z enzym

4 z 8 paciernit s HD neli snizenou aktivitu komplexu Il a 3 z paciéntgli snizenou
aktivitu KIV pod kontrolni mez. Pouze u 1 paciea@& 6 s poruchou metabolismu sirnych
aminokyselin, byla sniZzend aktivita enZyndychacihoietzce. U pacienta P19 jsme
detekovali sniZzenou aktivitu KllI, KIV a CS.
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5 Diskuse

Spektrum mitochondridlnich poruch zahrnuje Sirol&élu Giznych projew, které
se nemusi manifestovat stejnogrou ve vSech tkanich. Nejvyragsi projevy poruch byvaji
u tkani s vysokou energetickou némosti (svaly, srdce&i mozek). Na rozdil od toho,
v perifernich tkanich, jako jsou kozni fibroblastg mitochondridlnich poruchy nemusi vzdy
zcela projevit. Kozni fibroblasty jsou ifgsto, z dvodu snadné dostupnosti a kultivace,
vhodnym modelem pro studium mitochondrialnich pbrucCilem této prace bylo
identifikovat poruchy OXPHOS préwna urovni kultivovanych lidskych koZnich fibrobtés

Studie byly provedeny na koznich fibroblastech 6Btkanich linii a 24 linii ziskanych
od pacieni s pode#enim na primarni nebo sekundarni defekty mitochignda zaklad
informovaného souhlasu. V kultivovanych fibroblaste byly pomoci vysoce citlivé
polarografie a dalSich biochemickych metod analgmgv projevy primarnich defekt
na funkci OXPHOS.

5.1 Vliv doby kultivace a véku osoby v dol& odbéru fibroblast & na respiraci

Primarni buiky péstovaneé v kultie neproliferuji ¥¢né, po obdobi rychléhoustu
u nich dochazi ke zpomalenéleni, které nakonec zcela ustane (Hayflick 196%durriuti
burék je spojovano se z&nami v genové expresi, morfologii bikn (Endt et al. 2011),
se zkracovanim telomer (Yang 2008) a naruSenimchmtedrialnich funkci (Van Remmen &
Richardson 2001). Pasaz, ve které se projevufingnspojené se senescenci se mohou liSit

u jednotlivych tym tkani a drufi.

U lidskych koZnich fibroblagtse ¥tSinou uvadi, Ze hiky ztracic¢ast svych vlastnosti
po 15. pasazi a idealni je u nich prostadokusy v rozmezi pasazi 3-12, kdy jsou jednotlivé
jejich vlastnosti zachovany (Moulin VJ 2011). Torodpovidaji naSe zji&hi, kdy jsme
u kontrolni linie koznich fibroblagt K1 kultivovanych v médiu DMEM s glukdzou
pozorovali sniZzeni respirace pdidani substrdt vSech komplek OXPHOS po pasazi 18,
zatimco respirace paipliani jednotlivych subtratbyla velice podobné u paséaze 5 a 11.

Vliv senescence byh se tedy odrazi poklesem respirace, ktera¢gme zpisobena
nariistajicim oxidativnim stresem. Mitochondrialni dychi&tzec je jednim z hlavnich mist
produkce ROS, proto mohou byt mitochondrie prvnimstem kde dochazi k oxidativhimu
poSkozeni. Bylo prokadzano, Ze @istr oxidativniho stresu, spojeny se strarnutim¢humede
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k poSkozeni mitochondrialnich protéjnlipidi a DNA, coZ se projevuje poklesem aktivity
a respirace jednotlivych komplexOXPHOS. Starnuti bk vede také ke zvySené indukci
apoptozy (Van Remmen & Richardson 2001).

Kozni fibroblasty naSli své nezastupitelné mistdiagnostice mnoha metabolickych
onemocgni. Proto je pro nas velmiutkZité co nejlépe charakterizovat jejich fyzioldgic
vlastnosti. V poslednich letech bylo provedeno nmnstudii, které se zasfily na to, jak jsou
ovlivnény funkce OXPHOS koznich fibrobld@svékem osoby, které byly odebrany. Greco
s kolegy napiklad zjistili, Zze u fibroblasi odebranych jedirien nad 40 let dochazi
ke zhorSeni mitochondrialnich proGegako jsou syntéza bilkovin, &¥eni oxidace
a fosforylace a také k poklesu respirace. Aufmedpokladaji, ze za defekty OXPHOS

u starSich jedincje zejme zodpowdny naiistajici oxidativni stres (Greco et al. 2003).

U mitochondrii izolovanych ziznych druli a tkani byla v souvislosti s rostoucim
vékem jedince pozorovana snizena respirace a akt@X#HOS, kter4 nejvice postihla
komplexy |, 1ll a IV, zatimco u komplexu Il nebylyozorovany térx zadné zrény. To by
mohlo souviset stim, Zze komplex Il jako jediny arplexi OXPHOS neobsahuje Zadné
podjednotky koédované mMtDNA, jejichz funkce by mohkgit naruSena v souvislosti
s mutacemi mtDNA vznikajicimi vlivem nastajiciho mnozstvi ROS (Van Remmen &
Richardson 2001).

V prabéhu nasSich réfeni byla také pozorovana nizSi respirace u korttbin
fibroblasti dosglych (ve wku 29-30 let) v porovnani s respiraci fibrobtagiontrolniho
souboru dti (ve wku 0-1 rok), a to na urovni kompléx, Il a V. Z divodu nedostatku
fibroblasti kontrolnich linii od jeding starSich nez 30 let vSak n&beme vylodit, Ze
s vysSim ¢kem osob by mohlo dojit k vyragg8imu poklesu respirace, ktera by byla patrna
I na arovni ostatnich kompléxPro eliminace z#n respirace vlivem&ku jsme se rozhodli,
Ze pro nasledna porovnani respirace fibroblasicient je potebné vzdy pouzit fibroblasty

od kontrolni skupiny odpovidajicih@ku.

5.2 Identifikace poruch OXPHOS pomoci vysoce citlivé parografie na urovni
kultivovanych fibroblasta

Mitochondrialni respirace je jednou zddiych sodasti bumcné fyziologie.
U pacienti s poruSenou funkci OXPHOS dochéazi k narusgmgsu elektroin pies postizené
komplexy dychacihdetzce nebo naruSeni syntézy ATP. Tyto defekty seed@sprojevuji
mimo jiné i znénou mitochondrialni sptgby Q, kterd je detekovatelnd pomoci vysoce
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citivé polarografie. Respirometrick4 éfeni se wtSinou provadi na izolovanych
mitochondriich nebo svalovych vldknech (Gnaiger @0MNasSi snahou bylo pomoci této
metody identifikovat poruchy OXPHOS u permabilizoyeh koznich fibroblagt pacient

s primarnimi (P1-P10) a sekundarnimi (P11-P24)kdgfi@itochondrii.

5.2.1 Pacienti s primarnimi mitochondrialnimi poruchami

U pacientt s primarnimi defekty OXPHOS znaméhiavpdu (geneticky prokazaného
defektu) jsme zaznamenali #ny mitochondrialni respirace, které odpovidaly mirta

ovlivaujicici funkci daného komplexu.

U pacienti s poruchou IV. komplexu #gobenou mutaci v genBCO2 (P1) nebo
SURF1 (P2-P5) byla pozorovana snizend ADP stimulovarspirgce, a to o 54-77%
v porovnani s mmérnou hodnotou respirace kontrolnich linii. A tak@éazré snizena
respirace (0 23-99,7%) pdigavku substrdt IV. komplexu. Obdobné zény respirace po
piidavku ADP a substratlV. komplexu jiz byly u kultivovanych koznich fibblast
pacienti s mutaciSURF1pozorovany (Pecina;apkova, et al. 20038C0O2a SURF1jsou
geny, které koduji asemidlai faktory IV. komplexu, na kterém dochaziileposu elektroin
na finalni akceptor © Mutaci €chto geri dochazi k naruSeni spravného sestaveni a nésledn

i funkce IV. komplexu, coz se evidegtprojevuje i na spoebs Os.

Pacienti s poruchou I. komplexutgmbenou mutaci v geND1 (P6) nebd\D5 (P7)
vykazovali vyraz® snizenou respiraci pouze pdidani substrdt I. komplexu a ADP.
To odpovida vysledim respirace u cybridpacientt s nefasgjSimi mutacemi komplexu |
(ND1, ND4 a ND5), kde byla narena sniZzena respirace pidani substrdi I. komplexu
a ADP, zatimco respirace péigavku substratu Il. komplexu nebyla nijak oviwa (Baracca
et al. 2005).ND1 a ND5 jsou mtDNA geny, které koduji podjednotky komplebyejichz
mutace zpsobuje naruSeni funkce tohoto komplexu. U naSichiep@ s mutacemi |.
komplexu nebylo pozorovano ovligmi respirace dalSich kompleXOXPHOS, coz mize byt
zpusobeno tim, Ze komplex | neni jedinym komplexemenkt @ijima elektrony
z redukovanych koenzyimElektrony mohou byt iip naruSeni funkce |. komplexugnaseny
z FADH, prostednictvim komplexu Il az na komplex IV a poté na O

U pacient P8-P10 s doposud neobjasgmi defekty OXPHOS jsme detekovali
shizenou respiraci porigdavku substrdt pro izné komplexy: u pacienta P8 po substratech
pro komplexy Il a IV, u pacienta P9 pro komplex p@ gidani ADP a u pacienta P10 byla
sniZzend respirace potrigavku substrét vSech analyzovanych komplex Tato zjiséni
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by mohla poukazovat na kombinované defekty vicepdert OXPHOS u pacieiitP8 a P10.
Zatimco u pacienta P9 by mohly znamenat defektraenilkomplexu I. Pro fesrgjsi urceni

jednotlivych defeki jsou potebné dalSi analyzy.

5.2.2 Korelace vysledk ziskanych ve fibroblastech s nélezy ze svalové tiké&

U jednotlivych linii pacient s primarnimi mitochondrialnimi defekty byly pracoky
Laboratde pro studium mitochondrialnich poruch provedenylwmy funkci OXPHOS
ve svalove tkani a ve fibroblastech. Tyto pozndigly porovnany (Tab 9.) s néwziskanymi

respirometrickymi nalezy.

Vysledky ziskané pomoci respirometrie u padief1-P4 s naruSenou funkci
komplexu 1V, v disledku mutace gen8CO2nebo SURF] odpovidaji nalezn ve svalové
tkani a ostatnim analyzam ve fibroblastech. Ve kSgépadech byly detekovany zmy

na arovni komplexu IV.

Vysledky respirometrie pacienta P5 s mutaci g8lRF1 ktery ma také poruSenou
funkci a snizené mnoZzstvi komplexu IV, al@lip neodpovidaji naléan ve svalu. Vysoce
citlivou polarografii byla zjid&tna snizena respirace ve fibroblastech tohoto pacpmgidani
substral KIV pouze na 77% kontrolni hodnoty, zatimco ak#vikomplexu IV byla
ve fibroblastech sniZzena pod 40%, a ve svalech rdmk@od 15%. Tato odliSnostuie
souviset s tk#oveé specifickym projevem mutace ger&lJRF1 (Stiburek et al. 2005).
Ve fibroblastech pacienta s takovouto mutaci pmoémusime detekovat vyrazny pokles
respirace, ten by vSak mohl byt patrny ve svaldw@nit Rozdil v aktivie komplexu IV
s defektem SURF1 a respiraci ve fibroblastech bhlrbgt zpisoben @iznou citlivosti bugk
pacienti k detergentm nebo tim, Zeijp méreni aktivity enzym jsou gekraiena fyziologicka

mnoZstvi substrat(Pecina, Capkova, et al. 2003) .

U pacient P6 a P7 byla ve fibroblastech pomoci respirometsgsné detekovana
porusena funkce komplexu I, tgsto, Ze u pacienta P6 nebyly ve svalové tkani noozmy
Zadné patologické ziny, a to ani pomoci respirometrie. Rozdily mohou bgisobeny
riznou mirou heteroplasmie v jednotlivych tkanéchopulaci bugk (Carelli et al. 1997).

Respirometrické nalezy u paciéns neznamymi primarnimi defekty OXPHOS
prispely k lepSi charakterizaci jejich onemaeon, kdy potrvdily nalezy ve svalech. U vSech
téchto tech pacient bylo vyjadeno podefeni na kombinované defekty vice kompilex

zZarove.
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Tab 9. : Porovnani funkci OXPHOS ve svalové tkani a ve fibrblastech pacient

s primarnimi mitochondrialnimi defekty

: Mutovany a P Nalezy ve Respirometrické nalezy ve
e gen NNz e SNV L fibroblastech fibroblastech
P1 sco? 11| aktivita a mnozstvi KIV] | aktivita a respirace poifdani substrdt ||
aktivita Kl mnozstvi KIV Kl + ADP, || Klla ||| KIV
- .. o respirace poidani substrdi ||
P2 SURF1 11| aktivita KIV, | || mnozZstvi 11} aktivita Kl a Kl + ADP, ||| KIl a ]|
KIV KIV
KIV
L . respirace poifdani substrdt ||
P3 SURF1 11| aktivita KIV 11| aktivita KIV K+ ADP, || KIl a || KIV
11| aktivita KIV a ||| mnozstvi SIS [EERIEEE DLl A
P4 SURF1 KIV 11| aktivita KIV | substrat: || KI, ||| KI a ADP,
VUIKIa [ KIV
11| aktivity i mnozstvi Kl a
KIV, polarografie:| | respirace respirace poifdani substrdt |||
P5 SURF1 | po gidani ADP, substratKl a | ||| aktivitaKIV | KI, ||| KI+a ADP,||| Kll a |
Kl a vyrazna aktivace pogani KIV
FCCP
PG ND1 ve svalu bez patologického | ||| mnoZstvi KI | respirace poifidani substrdi ||
nalezu (i polarografie) + Kl Kl + ADP
p7 ND5 Ll mnozstvi g | aktivita Kl a lll lTrr]r?r?c?;Qt\ﬁl pokles respirace paigani
KI + KIl KIV substrét: || KI + ADP
respirace poifdani substrdt |
P8 neznamy | mnoZstvi KIV 11| aktivita KIV | KI + ADP, || Kll a || KIV, velmi
mala aktivace poflani FCCP
. - . respirace poifdani substrdt ||
P9 | neznamy 1l mnoZstvi a | aktivita KIV, | snizené KI, || KI + ADP, $tnarist po
KI+KIII mnozstvi KIV M
piidani substrdi KIV
| aktivita Kl, KllI, KI-KIIl a respirace poifdani substrdt ||
P10 | neznamy K1V, polarografie: minimalni | | mnozstviKla| KiI, || KI+ ADP, |[|[Klla ||]

respiraci po vSech substratech

Zadna aktivace pofglani FCCP

a KIV

K1V, velmi mala aktivace po
piidani FCCP

11| pokles na 0-35%,] pokles na 36-70%, pokles na 71-10094, narist na 101-135% kontrolni hodnoty
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5.2.3 Analyza fibroblastia pacienti se sekundarnimi mitochondrialnimi dysfunkcemi

5.2.3.1 Pacienti s Huntingtonovou chorobou

Vyzkum Huntingtonovy choroby se provadi ndzmych liniich od ¢lovéka
i modelovych organisth U pacieni sHD byly pozorovany sekundarni &my
mitochondrialnich funkci nejen v mozkové tkani, alev perifernich tkanich, ndijklad
v trombocytech (Parker et al. 1990Yibroblastech (Kosinski et al. 2007).

Bylo prokézano, Ze mutovany Htt ovlivje mitochondrialni respiraci a produkci ATP
(Milakovic & Johnson 2005). U linii imortalizovankcstriatalnich progenitorovych béin
kontrolnich mySi a homozygotnich linii exprimovahymutovany Htt vSak byla ifpzmené
respirace zachovana aktivita jednotlivych komple©OXPHOS. Po fidani substrdi
komplexi | a Il bylo pozorovdno sniZeni respirace u liniimaitovanych Htt, zatimco
po @idani substrdt komplexu IV nebyly pozorovany zadné rozdily v liesg jednotlivych
linii, ani v celkové hladi& buni¢ného ATP (Milakovic & Johnson 2005). Pacienti s HkRgi
maji mutované ob alely jsou ale velice vzacni (Squitieri et al. 3D0DalSi analyzy
provedené na striatalnich neuronech, tentokratrdwmtgotnich mysi produkujicich mutovany
Htt, neodhalily dokonce Zadné vyrazné émy mitochondridlni respirace (Oliveira et al.
2007).

Tyto poznatky jsou vrozporu s naSim s, kdy jsme u lidskych koZnich
fibroblasti 8 pacieni s heterozygotni mutaci v genu pro Htt pozorovalki@s respirace
po pidani susbtrdit komplexa | a Il, ale zarovie i pomerné vyrazny pokles respirace

po @idani substrdit V. komplexu.

NasSe vysledky koreluji s dosavadnimi poznatky @mgenezi HD. Bylo prokazano,
Ze ve striatalnich hikach pacient s HD dochazi k naruSeni funkce Il. komplexu, které
zpasobeno sniZzenou expresi dvaleditych sodasti tohoto komplexu, a to Fe-S podjednotky
(Ip) a FAD podjednotky (Fp) (Benchoua et al. 2006)autoptické mozkové tkani paciént
s HD byla kromd 1l. komplexu prokazana snizena aktivita Ill. a kbomplexu OXPHOS,
zatimco aktivita I. komplexu nebyla v této tkanragre ovlivnéna (Browne et al. 1997, Gu et
al. 1996). Jiné studie vSak prokazaly, Ze v trombtemh (Parker et al. 1990) a svalech (Arenas
et al. 1998) paciefits HD nmiZze dochazet i k defekin na arovni komplexu I. ii€inou by
mohly byt jiz vySe zmiéné vlivy mHtt napiklad na transport proteindo mitochondrii,

zvySeny oxidativni stres, snizeny membranovy paéénpokles exprese proteinu PGLC1
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nebo poskozeni mtDNA (Costa & Scorrano 2012). Niwfrahalyz mitochondridlnich funkci
v koZnich fibroblastech paciéns HD je zatim velmi malo.

5.2.3.2 Pacienti s poruchou metabolismu sirnych aminokyseii

Jednim z metabotit v syntéze sirnych aminokyselin je homocystein, nktge
prenmgnovan pomoci dvou drah, a to homocystein-methioréhovcyklu na methionin nebo
transsulfuréni reakci az na cystein (G et al. 2014). Obowdhto drah se dasti fada
enzymi. Mutace gefi nékterych z nich jsou spojovany s onemémimi jako homocystinurie
(mutace v genuMTHFR nebo CBS a cystathionurie (mutace v gendTH). B&éhem
metabolismu homocysteinu vzniké,$] znmeny jeho hladin v dsledku mutaci &kterého

z vySe zmignych enzyni ziejmé mohou pispivat k patologii onemoéni (Sen et al. 2010).

Bylo zjisttno, Zze naruSena funkce metabolismu sirnych amimdkyse projevuje
abnormalitami  mitochondrialnich funkci. U enddélich bugk krys, kterym byla
prostednictvim stravy navozena hyperhomocysteinémiey lpdzorovany deformované
mitochondrie s nizSim @tem krist (Matthias et al. 1996). V mozkové tkarotkani
s chemicky navozenou hyperhomocysteinémii navica bgbzorovana snizena aktivita
komplexu Il a komplexu IV (Streck et al. 2003). Rk aktivity komplexu IV je &jme
dusledkem zvySeného mnozstvp3] ktery inhibuje hemyitomné v tomto komplexu (Di
Meo et al. 2011).

NaSe analyzy zahrnovaly dvojici pacigérg homocystinurii zjsobenou mutaci genu
MTHFR, dvojici pacient s mutaci v genu pro cystathiorfirsyntazu CBS a dvojici pacient
s cystathionurii zfsobenou mutaci genu pro cystathionjdyaza CTH). U koZnich
fibroblasti 3 ze 4 pacietits mutaci v gen€BSneboCTH byla pozorovana vyrazrevySena
respirace poifdani substrdi IV. komplexu a mirt zvySena respirace paigani substrdi I1.
komplexu. Zatimco pouze u 1 ze 2 linii fibrobiagtcientt s mutaci v genMTHFR byla
pozorovana pouze mifnzvysena respirace pofigani tchto substrdit v porovnani
s kontrolnimi hodnotami. Pokud by sté&jjmko v mozkové tkani potkan(Streck et al. 2003)
i ve fibroblastech naSich paciénbyla sniZzen& aktivita kompléxil a IV, mohl by nafst
respirace znamenat snahu kompenzovat snizenou ifunikchto komplex.
Spektrofotometricka ®&feni vSak pokles aktivity kompléx OXPHOS potvrdila pouze
u jednoho pacienta (P19). Mirné &my v respiraci fibroblast pacientt s mutaci v genu
MTHFR by mohly byt zfisobeny tim, Ze tento enzym se&astni odliSné drahyipmeny
homocysteinu nez enzymy CBS a CGL. Tiejm¢ miZze dochazet k nadbytku nebo
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nedostatku mnoZzstvi 8 v jednotlivych drahach, coZz seiabe projevit odliShou mirou
inhibice komplexu IV.

Muzeme konstatovat, Ze pomoci vysoce ciltivé polafgize uspsne identifikovat
zmeény funkce OXPHOS na arovni kultivovanych lidskyclezkich fibroblast, a to jak
u paciend s primarnimi, tak i sekundarnimi mitochondrialnhefekty.

5.3 Zmény na urovni ultrastruktury mitochondrii a mitochon drialnich siti

Pro charakterizaci mitochondrialnich poruch je k&analyzy funkce a proteinového
sloZzeni vyzndmny popis ultrastruktury mitochondsii mitochondrialni sét U pacient
s mitochondrialnimi poruchami totéasto byva ovliviina struktura a mnozstvi mitochondrii
nebo procesy jejichike ¢i déleni, které nizeme analyzovat prasdnictvim fiznych metod.
Pomoci dvou z nich, a to transmisni elektronovéeraskopie a fluoresceéni mikroskopie
jsme analyzovali ultrastrukturu mitochondrii a &ttru mitochondrialni sétkontrolnich linii
a linii pacient s primarnimi mitochondrialnimi poruchami, paciens HD a pacierit

s poruchami metabolismu sirnych aminokyselin.

S vyuzitim transmisni elektronové mikroskopie jsmaealyzovali mitochondrie
ve fibroblastech pacieit s primarnimi poruchami mitochondrii, kde byly deteany
abnormalni mitochondrie, které éy snizené mnoZstvi krist a odliSny tvar v porovindn
s kontrolnimi liniemi dtského ¥ku. Stejné nalezy byly pozorovany ve svalovych mith
pacienti s mutaci SURF1 kde byly také nalezeny vyrazrevétSené nebo prodlouzené

mitochondrie s narusenou strukturou krist (Pronétkal. 2008).

Také u fibroblast pacientt se sekundarnimi mitochondridlnimi poruchami byly
detekovany zmny mitochondrialni ultrastruktury v porovnani s kanimi liniemi.
U pacient s HD zahrnovaly abnormality mitochondrii sniZzenaoistvi krist nebo jejich
zkracenou délku. Coz odpovida studiim mitochongidientt s HD, které mily pozmenény
tvar, ¢asto byly zaoblené nebo &8ené a rly naruSenou strukturu krist (Kosinski et al.
2007, Sidiropoulos et al. 2012). V lymfoblastech Héxienti byly také pozorovany vyrazn

fragmentované mitochondrie s pogminymi kristami (Song et al. 2011).

U pacientt s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin jsnozopovali Siroké
spektrum zmin s gevahou napadnprodlouzenych mitochondrii s kratSimi kristami aeb

témer bez krist a fitomnost apoptotickyche¢lisek. NaSe pozorovani odpovidaji zjifim
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u pacient s homocystinurii, kde byly detekovanyélsené mitochondrie s nepravidelnou
vnejSi membranou (Mack et al. 2001).

NaruSeni fyziologickych procéspacientskych mitochondrii ma tedyepn¢ dopad
také na ultrastrukturu mitochondrii, a téepazrt na tvar mitochondrii, ale i na mnozstvi
¢i tvar krist. Zneny stuktury krist v mitochondriich pacidéntziejmé souvisi s poklesem
funkce nebo mnozstvi proteinu Opal, ktery je hlawvpfoteinem zodpadnym za organizaci
vnitini mitochondrialni membrany, a tedy i krist (Olichet al. 2003).

Mitochondrie jsou velmi dynamické struktury, kteréoti v buice rozsahlou si
U zdravych bugk jsou mitochondrie rovno#nné distribuovany v objemu celé tky,
a to diky rovnovdze mezi mitochondridlnintlehim a fuzi. Rovnowrna distribuce
mitochodnrii v biikach zajiguje dostupnost energie (ATP). NaruSeny vzhled rhibadrialni
sit proto miZze poukazovat na patologické &my burgk zpisobené nerovnovahou mezi

témito procesy (Shaw & Nunnari 2002).

Pomoci fluorescemi mikroskopie a fluoresceéni barvy MitoTracker Red (Molecular
Probes) jsme analyzovali strukturu mitochondridlsitt ve fibroblastech pacieint
s jednotlivymi typy onemocmi a u kontrol. U paciefits primarnimi poruchami mitochondrii
jsme detekovalifidSi, mér vétvenou a vyrazkh fragmentovanou mitochondrialni t'si
v porovnani s kontrolnimi liniemi. Coz odpovidaew®in u pacieni s poruchou komplexu I,

kde byla také pozorovana fragmentovana mitocholmdis&’ (Koopman et al. 2005).

U pacient s HD byla ve wtSin¢ pripadi mitochondrialni s #idSi, a to rejmeé
v disledku sniZzeného mnozZstvi mitochondrii, a také arngraprodlouZzenych struktur,
v porovnani s kontrolnimi liniemi. CoZz je p#ud vrozporu stim, Ze ve
striatalnich neuronech paciénts HD byly pozorovany, krotn snizeného mnozZstvi
mitochondrii, abnormality mitochondrialni dynamikgrojevujici se naopak rozpadem
mitochondrialni sit (Kim et al. 2010). Za rozpadem mitochondrialn¢ gfejme stoji zvySena
aktivita proteinu Drpl (zodp@&@dného za &éni mitochondrii) a zarowe snizena aktivita
proteini vn&jSi mitochondrialni membrany mitofusinu-1 (Kim dt 2010) a mitofusinu-2,
které zprostdkovavaji fuzi mitochondrii (Wang et al. 2009).I®yprokazano, ze mHtt je
schopen interagovat s proteinem Drpl, coz stimulgjeo aktivitu a vede krozpadu
mitochondrialni sit (Song et al. 2011). Vifpad naSich pacierit mohla byt nerovnaha
v téchto procesech vyraZnposunuta ve progph faze, coz se projevilo prodlouzenou

mitochondrialni siti
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U pacientt s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin jsmetekbvali
mitochondrialni g1 vyrazre {idSi a fragmentovanou, coZ odpovida tomu, Ze uepdics timto
onemocgnim je narusena funkce mitochondrii. V dostupnérditife zatim nebyla popsana
odbobna pozorovani mitochondrialniésit t€chto pacient. U pacieni s mutaci v genu
MTHFR vSak byl detekovan zvySeny vyskyt MAMs, caZrbohlo naznéovat, Ze v patologii
onemocgni hraje ukitou roli kontakt endoplazmatického retikula a rotiondrii (Martinez-
Pizarro et al., 2014).

5.4 Testovani vlivu riznych podminek kultivace na funkci OXPHOS

Kozni fibroblasty kultivované v médiu s vysokou kentraci glukdzy ziskavaji ATP
pro rist a metabolismusievazié prostednictvim glykolyzy, kdy je glukéza anaer@bn
piengnovana na pyruvat a laktatiiRycerpani glukdzy v médiu dochazi u klrk ziskavani
energie oxidativni fosforylaci (McKay et al. 1983)ato draha je v médiu s nadmym
mnozstvim glukdzy blokovana (Wojtczak 1996). P&drtmu kultivaci koZnich fibroblastse
vétSinou pouziva pravmeédium s vysokym obsahem glukdzy (25mM), coz vedeurtk

k ziskavani energie hlagmprostednictvim glykolyzy.

Bylo pozorovano, Ze hiky pacient s naruSenym mitochondridlnim metabolismem,
v disledku poSkozené funkce OXPHOSfi pnegitomnosti glukézy v médiu iflis
neprospivaji a ¢které dokonce umiraji (McKay et al. 1983). CoZz bgdve vyuzivano
k detekci pacietit s defekty OXPHOS. iiPkultivaci fibroblasti od pacient s rekterymi typy
poruch mitochondrialniho metabolismu (H&@Rd pacieni s poruchou V. komplexu
projevujiciho se Leighovym syndromem) v médiu DMEBRIgalaktézou dochazelo
k odumirani buék (Robinson 1996). Za&cthto kultivatnich podminek jsme takeé u fibroblast
pacienti s poruchou IV. komplexu pozorovali vyrazny pokhéstu, ktery byl po 3 dnech

nasledovan odumiranim bikn

U riznych burénych typa byl pri kultivaci v médiu s galaktdzou pozorovan vyrazny
narist mnozstvi (diplomova prace, Kedrova 2014), aktigirespirace jednotlivych komphex
OXPHOS, coz je iejm¢ zpasobeno tvorbou ATP vyhradnprostednictvim OXPHOS
(Marroquin et al. 2007, Aguer et al. 2011). Ve snaharakterizovat poruSenou funkci
OXPHOS u naSich pacigns primarnimi defekty mitochondrii jsme se rozhqmb kultivaci
jednotlivych linii fibroblast krom¢ standardniho média DMEM s 25mM glukézou, také

v médiu DMEM s 25mM galaktézou, kde jsme u &urocekavali prohloubeni rozdilu
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ve spotebd O, mezi pacientem a kontrolou. Nase #istpro nas vsak byla velicggkvapiva.

U kontrolni linie @stované v médiu s galaktézou jsme detekovali soiZerespiraci
Vv porovnani s respiraci fip kultivaci v médiu obsahujicim glukbézu. Zarévgsme ale
pozorovali vyrazny ndist respirace po fani substrdt pro IV. komplex u fibroblasit
pacienta (P6) s naruSenou funkci komplexu | (mutagenu ND1) a u pacienta (P10)
s neznamym defektem (data neuvederfakgltivaci v médiu, kde byla gluk6za nahrazena

galaktozou.

Nenaplréni naSich ¢dekavani nize byt zgisobeno tim, Ze poruchy igobené mutaci
MtDNA, praw jako napiklad mutace v geniND1, nemusi byt touto metodou detekovany
(Robinson 1996). DalSim mozZznym vy#enim miZe byt vysok& koncentrace galaktdzy
(25mM) pouzita pro kultivaci butk. Pro nasledna pouZiti v diagnostice padienporusenou
funkci OXPHOS je pdgeba metodu jeStzoptimalizovat.

77



6 Souhrn

V diplomové préci byl na arovni kultivovanych lidgth koznich fibroblast pomoci
vysoce citlivé polarografie a dalSich biochemickyetetod analyzovan dopad porusSené

funkce OXPHOS u pacieint primarnimi a sekundarnimi mitochondrialnimi pxbrami.

1) Metoda vysoce citlivé polarografie byla optimalidona pro diagnostické cély
ve fibroblastech. Na zakladanalyzy souboru kontrolnich linii ziskanych odgti
ve Wku do 1 roku (K1-K3) a dospych ve wku do 30 let (K4-K6) byly zjigny
kontrolni hodnoty rsfenych paramelr pro analyzu paciefits mitochondrialnimi
defekty. Bylo prokadzano, Ze vysSi doba kultivaces& osoby, které byly odebrany

fibroblasty, ma vliv na respiraci.

2) Pomoci vysoce citlivé polarografie byly charakteviany poruchy OXPHOS

v kultivovanych fibroblastech 10 paciérg primarnimi mitochondrialnimi poruchami.

e U pacient s poruchou IV. komplexu Agobenou mutaci genBCO2nebo
SURF1byla vyrazg snizend spéeba kysliku po fidavku substrdt IV.
komplexu a také sniZzena respirace s iidapi substrdit komplexu | a ADP.
Nalez potvrzuje funéni defekt komplexu IV ve fibroblastech v souladu

s diagn6zou.

» U pacient s poruchou I. komplexu apobenou mutaci gerdD1 neboND5
byla detekovana sniZzena respirace pouze it substrdt komplexu |
a ADP. Naélez potvrzuje ve fibroblastech fdnk defekt komplexu |1
dychacihoiettzce v souladu s diagnézou. U P6 s mutadi®d1 byl
prokazan tkéove specificky defekt exprimovany ve fibroblastecheasvalu.

e U 3 pacieni s doposud neobjasmymi defekty OXPHOS byla zji&a
snizena respirace pofigavku substrat raiznych komplex OXPHOS,
swdcici u pacienta P8 pro snizenou funkci komplexu IVau pacienta P9
I. komplexu a u pacienta P10 pro kombinovany de@PHOS.

3) Pomoci vysoce citlivé polarografie byly nalezenykws®larni poruchy OXPHOS

v kultivovanych fibroblastech pacignts nemitochondrialnimi onemaogmimi.
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* V souboru 8 paciefits Huntingtonovou chorobou byla n&fena snizena
respirace poidani substrdit komplex |, Il a IV.

e U pacient s poruchou metabolismu sirnych aminokyselin byl@ ze 4
pacienfi s mutaci genu pro CBS nebo CGL pozorovana vyraxysena
respirace po fidani substrdit IV. komplexu a miré zvySena respirace po
piidani substrdt [l. komplexu a pouze u 1 ze 2 pacierst mutaci v genu

MTHFR byla pozorovana migzvysSena respirace pdigani €chto susbtrdi.

4) U vSech testovanych skupin pacientoyly pomoci transmisni elektronove
a fluorescetni mikroskopie nalezeny patologické &my ultrastruktury mitochondrii
a mitochondriélnich siti. NejvyraZsi nalezy byly u paciefits primarnimi defekty
komplexu IV, které se projevily snizenym mnozstvikmist a fragmentaci

mitochondrialni sit

5) U pacient s primarnimi mitochondrialnimi poruchami byl t@&n dopad
piitomnosti fiznych Zivin v ptébéhu kultivace na miru spiaby kysliku. U linie
s poruchou ND1 se nepdda prokazat pedpoklad, Ze kultivace vijpomnosti
galaktozy povede k vyrazgimu rozdilu v respirace ve srovnaniustem v meédiu
s glukézou oproti kontrolni linii (zidvodu nedostatmé funkce OXPHOS). Pro tento

typ analyz bude'tba hledat jiné kultivani podminky.

Zawrem lze konstatovat, Ze metoda vysoce citlivé pgjeafie byla s Usfzhem
aplikovana na analyzu funkce OXPHOS v kultivovanyititoblastech. RozHi tak paletu
metod, vyuZzivanych k diagnostice mitochondridln@femockni se zvlastnim vyznamem
pro pipady tkdioveé specifickych mitochondrialnich defékta  pro kriticky nemocné

pacienty.
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8 Prilohy

8.1 Hodnoty respirace kontrolni linie K1 v pasazich P5P11 a P18

J

Kontrola | Pasaz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su Ama| AT AT,F Z
K1 P5 | kojenecdo 1r] 02 Fluxpermass (B) | pmol/(s*mg) 17,55 | 75,05 2,91 90,23 0,3887,55| 428,60 217,23
K1l P11 | kojenecdo 1r] O2Flux permass (B) | pmol/(s*mg) 20,59 | 68,50 2,48 88,91 2,6313,69] 354,29 142,88
K1l P18 | kojenecdo 1r] O2Flux permass (B) | pmol/(s*mg) 15,25 | 43,03 0,49 77,65 0,5@79,19| 324,67 120,02

K KI (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII

Kontrola | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-Ama | A,T-Z AT,F-Z ADP/GM ADP/Su |A,T,F/ADP | A T,F/Su
K1 P5 | kojenecdol1r| 14,64 72,14 89,86 170,32 211,37 4,928 0,803 2,930 ,3522
K1l P11 | kojenecdo1ry 18,11 66,02 86,31 170,81 211,41 3,645 0,765 3,202 ,4492
K1l P18 | kojenecdo1ry 14,76 42,54 77,15 159,17 204,6% 2,882 0,551 4,811 ,6532

8.2 Hodnoty respirace kontrolnich linii déti (K1-K3) a dospélych (K4-K6)

Détské kontroly

Kontrola | Paséz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF Z
K1l P11 | kojenec do 1r| O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 20,59 68,50 2,48 88,91 2,60 313,69 354,29 142
K2 P9 novorozenec | 02 Flux per mass (A)| pmol/(s*mg) 27,65 59,80 1,94 97,10 2,84 275,36 330,53 135
K3 P16 | kojenec do 1r| O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 13,32 37,45 2,76 49,50 0,87 345,22 356,04 237
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pokracovani 8.2

Détské kontroly KI KI (+ADP) KIl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADPYKI  KI/KII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | AT-Z ATF-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/IADP | A, T,F/Su
K1 P12 | kojenecdo1r| 18,11 66,02 86,31 170,81 211,41 3,645% 0,765 3,202 ,4492
K2 P8 novorozenec | 25,71 57,86 94,27 140,33 195,51 2,251 0,614 3,379 ,0742
K3 P9 | kojenecdo1r| 10,56 34,69 48,63 112,72 123,54 3,28% 0,713 3,561 ,5402
Pramér 18,13 52,86 76,40 | 141,29 | 176,82 3,060 0,697 3,381 2,355
Sm. odchylka| 6,184 13,270 | 19,905 | 23,725 | 38,230 0,591 0,063 0,147 0,202
Dospelé kontroly
Kontrola | Paséaz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF
K4 P12 dosgla O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*my) 28,87 41,61 4,30 66,43 3,85 195,10 216,90 40)73
K5 P8 29 let O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*my) 12 98 25,43 0,04 54,88 0,45 268,87 299,74 134,16
K6 P9 29 let 02 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 22,59 36,23 0,53 58,84 0,46 282,24 331,60 13101
Dospglé kontroly Kl Kl (+ADP) KII KIV KIV (+FCCP) KI(+ADP)/KI  KUKII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Paséaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/ADP |A,T,F/Su
K4 P12 dosla 24,57 37,32 62,57 154,37 176,17 1,519 0,596 4,721 ,8152
K5 P8 29 let 12,94 25,39 54,43 130,70 161,57 1,962 0,467 6,363 ,9682
K6 P9 29 let 22,06 35,70 58,38 151,23 200,59 1,618 0,612 5,619 ,4363
Pramér 19,86 32,80 58,46 | 145,43 | 179,44 1,700 0,558 5,568 3,073
Sm. odchylka| 4,997 5,280 3,324 | 10,495 | 16,096 0,190 0,065 0,671 0,264
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8.3 Hodnoty respirace pacienti (P1-P10) s primarnimi mitochondrialnimi poruchami

Pacienti | Pasaz Vék Hodnota Jednotka GM ADP Rot Su AmA AT ATF
P1 P4 1 rok 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 14,56 25,77 1,45 39,82 2,30 161,2P 184,81 113,06
P2 P4 2 roky 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 14,84 28,23 5,08 24,24 2,74 237,98 272,05 231,47
P3 P5 17 let 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 16,49 2591 1,58 43,22 3,48 276,26 301,p0 223,44
P4 P4 2 roky 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 12,08 15,30 2,78 19,28 0,26 287,91 3174 259,17
P5 P11 2 roky 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 6,29 13,28 0,31 15,54 0,18 320,9p 335,63 211,74
P6 P9 6 meésial 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 16,44 26,60 0,01 76,98 0,32 291,27 329,15 154,66
P7 P4 2 roky 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 17,40 33,29 1,24 68,74 3,16 236,08 276,80 104,24
P8 P5 2 roky 02 Flux per mass (B) pmoli(s*mg) 17,74 46,10 1,37 48,47 2,01 395,27 417,60 324,10
P9 P7 2 roky 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 13,38 32,66 1,68 65,10 0,04 298,99 337,40 124,33
P10 P6 1 rok 02 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 10,94 25,80 1,86 50,28 0,28 253,66 278,69 181,21

Kl Kl (+ADP) Kll KIV KIV (+FCCP) KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII

Pacient | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/ADP |A,T,F/Su
P1 P4 1 rok 13,11 24,32 37,52 48,16 71,75 1,855 0,648 2,951 131,9
P2 P4 2 roky 9,76 23,15 21,50 0,46 34,58 2,372 1,077 1,494 1,408
P3 P5 17 let 14,91 24,33 39,74 53,82 78,76 1,632 0,612 3,237 8219
P4 P4 2 roky 9,30 12,52 19,02 28,74 58,07 1,346 0,658 4,638 23,05
P5 P11 2 roky 5,98 12,97 15,36 109,18 123,89 2,170 0,844 9,585 0678,
P6 P9 6 mesial 16,43 26,59 76,66 136,61 174,49 1,619 0,347 6,563 ,2762
P7 P4 2 roky 16,15 32,05 65,58 129,79 170,06 1,984 0,489 5,306 ,5932
P8 P5 2 roky 16,37 44,73 46,46 74,17 96,50 2,732 0,963 2,157 772,
P9 P7 2 roky 11,70 30,98 65,05 173,66 212,07 2,648 0,476 6,845 ,2603
P10 P6 1 rok 9,09 23,95 50,01 72,44 97,48 2,635 0,479 4,071 91,94

92



8.4 Hodnoty respirace pacienti (P11-P18) s Huntingtonovou chorobou

Pacient | Pasaz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF
P11 P4 31 let | O2Flux permass (B)| pmol/i(s*mg) 14,91 32,77 2,34 38,93 1,16 265,66 289,91 207
P12 P5 34 let | O2Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 10,18 17,05 2,05 45,41 3,73 241,25 262,84 201
P13 P5 39 let | O2Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 10,99 31,54 1,40 69,44 1,11 298,64 324,08 180
P14 P9 42 let | O2 Flux per mass (A)| pmol/(s*mg) 4,08 10,75 0,12 31,55 0,04 217,48 24294 167
P15 P10 34 let | O2Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 11,00 30,28 0,73 50,54 2,66 290,60 313,30 189
P16 P7 39 let | O2Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 14,10 49,26 0,34 54,64 0,52 210,69 239,40 114
P17 P11 49 |et | O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 11,07 19,67 0,88 24,95 0,15 162,53 181,95 129
P18 P9 64 let | O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 31,71 31,48 7,80 45,84 4,93 260,16 287,97 154

Kl Kl (+ADP) KIl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI  KI/KII KIV/KI KIV/KII

Pacient | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | AT-Z | AT,F-Z | ADP/GM | ADP/Su |A, T,F/ADP |A,T,F/Su
P11 P4 31 let 12,57 30,43 37,77 57,67 81,92 2,421 0,806 2,692 2,169
P12 P5 34 let 8,13 15,00 41,68 40,17 61,771 1,845 0,360 4,118 1,482
P13 P5 39 let 9,59 30,14 68,34 118,60 144,04 3,142 10,44 4,779 2,108
P14 P9 42 let 3,96 10,63 31,51 49,82 75,28 2,684 0,337 7,082 2,389
P15 P10 34 let 10,27 29,55 47,871 104,15 126,85 2,876 617, 4,293 2,650
P16 P7 39 let 13,76 48,92 54,12 98,64 127,3b 3,556 40,90 2,603 2,353
P17 P11 49 let 10,19 18,79 24,81 33,82 53,24 1,844 70,75 2,834 2,146
P18 P9 64 let 23,92 23,68 40,91 105,24 133,06 0,990 7905 5,618 3,252

Prameér 11,55 25,89 43,38 76,01 100,44 2,420 0,600 4,252 2,319
Sm. odchylka| 5,426 11,120 | 12,672 | 31,738 33,700 0,774 0,198 1,472 0,472
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8.5 Hodnoty respirace pacienti (P19-P24) s poruchou metabolismu sirnych aminokybe

Pacient Pasaz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF
P19 (MTHFR) P5 10 let O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 17,00 35,66 0,05 63,70 0,14 282,06 314,23  14(Q
P20 (MTHFR) P6 11 let O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 15,77 54,04 0,00 80,32 0,51 417,26 467,67 2071
P21 (CTH) P5 13 let 02 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 19,91 41,19 1,01 98,37 2,75 387,53 464,01 138§
P22 (CTH) P5 34 |et O2 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 22,14 39,33 0,13 78,37 0,93 456,71 54437 208§
P23 (CBS) P6 26 let 02 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 16,51 44 63 0,00 73,55 1,09 335,01 376,06 171
P24 (CBS) P3 25 let 02 Flux per mass (B)| pmol/(s*mg) 23,64 48,50 0,41 80,80 0,95 379,13 463,01 77
KI Kl (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI  KIKII KIV/KI KIV/KII
Pacient Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | AT-Z ATF-Z | ADP/GM | ADP/Su|A,T,F/ADP |A,T,F/Su
P19 (MTHFR) P5 10 let 16,95 35,61 63,56 141,49 173,66 2,101 600,5 4,876 2,732
P20 (MTHFR) P6 11 let 15,77 54,04 79,80 210,08 260,49 3,427 77,6 4,820 3,264
P21 (CTH) P5 13 let 18,90 40,18 95,62 248,95 325,43 2,126 20,4 8,098 3,403
P22 (CTH) P5 34 let 22,01 39,20 77,44 247,93 335,509 1,781 060,b 8,560 4,334
P23 (CBS) P6 26 let 16,51 44,63 72,46 163,35 204,40 2,704 1€0,6 4,579 2,821
P24 (CBS) P3 25 let 23,23 48,09 79,86 301,26 385,14 2,070 02,6 8,009 4,823
Pramér 18,90 43,63 78,12 218,84 280,79 2,368 0,564 6,491 3,563
Sm. odchylka| 2,82 6,12 9,63 54,29 74,84 0,547 0,083 1,743 0,768
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8.6 Hodnoty respirace kontrolnich linii kultivovanych v médiu DMEM s glukdzou nebo galaktézou

Détska kontrola

Kontrola | Pasaz Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF Z
K1 Glu PS5 | kojenec do 1r| O2 Flux per mass (B) pmol/(s'mg) 17,55 75,05 2,91 90,23 0,37 387,55 428,60 217,23
K1 Glu P11 | kojenec do 1r| O2 Flux per mass (B) pmol/(s‘mg) 20,59 68,50 2,48 88,91 2,60 313,69 354,29 142,88
Détska kontrola KI KI (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP) _ KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/IADP |A,T,F/Su
K1 Glu P5 kojenec do 1. 14,64 72,14 89,86 170,32 211,37 4,928 0,803 2,930 ,3522
K1 Glu P11 kojenec do 1. 18,11 66,02 86,31 170,81 211,41 3,64b 0,765 3,202 ,4492
Pramér K1 Glu | 18,11 66,02 86,31 | 170,81 | 211,41 3,65 0,76 3,20 2,45
Sm. odchylka 1,74 3,06 1,77 0,24 0,02 0,641 0,019 0,136 0,049
Détska kontrola
Kontrola | Pasaz Vek Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF z
K1Gal | P7 |kojenecdolr| O2Fluxpermass (8) pmol(s'mg) 28,21 | 49,99 | 220 | 79,74  1,32] 279,58 32227 12997
K1Gal | P9 | kojenecdo1r| O2Fluxpermass (B) pmol(s'mg) 21,76 | 34,87 1,35 42,25 0,94 22361 25955 104,00
Détska kontrola K KI (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP) _ KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Paséaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/IADP |A,T,F/Su
K1 Gal P7 kojenec do 1. 26,01 47,79 78,43 149,61 192,31 1,83) 0,609 4,024 ,4522
K1 Gal P9 kojenec do 1. 20,41 33,52 41,31 117,61 153,55 1,64p 0,811 4,581 ,7173
Primér K1 Gal | 23,21 40,65 59,87 | 133,61 | 172,93 1,740 0,710 4,303 3,085
Sm. odchylka 2,80 7,13 18,56 16,00 19,38 0,098 0,101 0,278 0,632
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pokracovéani 8.6

Dospéla kontrola

Kontrola | Pasaz| Vék Hodnota Jednotka | GM ADP Rot Su AmA AT ATF Z
K5 Glu P8 29 let | O2Flux permass (B) pmol/(s‘mg) 12,98 25,43 0,04 54,88 0,45 268,87 299,74 13§16
K5 Glu P12 29 let | O2Flux per mass (B) pmol/(s*'mg) 13,01 41,75 0,04 76,22 0,72 325,42 36840 169,09
Dospgla kontrola K KI (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP) _ KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/IADP |A,T,F/Su
K5 Glu P8 29 let 12,94 25,39 54,43 130,70 161,57 1,962 0,467 6,363 ,9682
K5 Glu P12 29 let 12,97 41,71 75,49 156,38 199,31 3,21y 0,553 4,718 ,6402
Pramér K5 Glu | 12,97 41,71 75,49 | 156,33 | 199,31 3,217 | 0,553 4,778 2,640
Sm. odchylka 0,01 8,16 10,53 12,81 18,87 0,627 0,043 0,792 0,164
Dospéla kontrola
Kontrola | Pasaz| Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT AT,F Z
K5 Gal P10 29let | O2Flux permass (B) pmol/(s*mg) 24,64 38,14 1,55 60,64 1,36 301,79 349,16 9142
K5 Gal P15 29 let | O2 Flux per mass (B) pmol/(s*mg) 30,96 41,67 0,22 87,40 0,59 495,82 599,74 202,65
Dospéla kontrola Kl KI (+ADP) Kl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII
Kontrola | Pasaz Vék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z AT,F-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/IADP |A,T,F/Su
K5 Gal P10 29 let 23,09 36,59 59,28 210,37 257,74 1,58b 0,617 7,044 3484
K5 Gal P15 29 let 30,74 41,45 86,81 293,17 397,09 1,348 0,478 9,579 ,5744
Pramér K5 Gal | 26,92 39,02 73,05 | 251,77 327,42 1,467 0,547 8,312 4,461
Sm. odchylka 3,83 2,43 13,76 41,40 69,67 0,118 0,070 1,268 0,113
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8.7 Hodnoty respirace linii pacienta P6 kultivovanych vmédiu DMEM s glukézou nebo galaktdzou

Pacient P6

Pacient | Pasaz| Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF Z

P6 Glu P9 6 mesial | O2 Flux per mass (A} pmol/(s*md) 19,13 29,47 0,56 77,20 0,79 301,86 344p4 144,55

P6 Glu P9 6 mesici | O2 Flux per mass (A} pmol/(s'mg) 16,44 26,60 0,01 76,98 0,32 291,27 32915 15466
Pacient P6 Kl Kl (+ADP) KIl KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII

Pacient | Pasaz Vek GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z ATF-Z | ADP/GM |ADP/Sul|A,T,F/ADP |A,T,F/Su

P6 Glu P9 6 msiai 18,57 28,91 76,41 155,31 197,69 1,557 0,378 6,837 ,5872

P6 Glu P9 6 msiai 16,43 26,59 76,66 136,61 174,44 1,619 0,347 6,563 ,2762

Primér P6 Glu 17,50 27,75 76,53 | 145,96 186,09 1,588 0,363 6,700 2,432
Sm. odchylka 1,07 1,16 0,12 9,35 11,60 0,031 0,016 0,137 0,155

Pacient P6

Pacient | Pasaz| Vék Hodnota Jednotka| GM ADP Rot Su AmA AT ATF Z

P6 Gal P11 | 6mesici | O2Flux permass (A} pmoli(s*mq) 23,15 33,97 0,37 96,26 1,79 315,92 378,75 37)78

P6 Gal P15 | 6 mesioi | O2 Fluxpermass (A} pmoli(s'mg) 15,20 16,95 1,23 62,29 0,63 374,714 43847 180,76
Pacient P6 KI Kl (+ADP) Kil KIV KIV (+FCCP)  KI(+ADP)/KI KI/KII KIV/KI KIV/KII

Pacient | Pasaz Veék GM-Rot | ADP-Rot | Su-AmA | A T-Z ATF-Z | ADP/GM |ADP/Su|A,T,F/ADP |A,T,F/Su

P6 Gal P11 6 msiai 22,79 33,61 94,47 278,15 340,97 1,475 0,356 10,146 3,609

P6 Gal P15 6 msiai 13,97 15,72 61,66 193,97 257,7( 1,125 0,255 16,354,179

Primér P6 Gal [ 18,38 24,66 78,07 | 236,06 299,34 1,300 0,305 13,270 3,894
Sm. odchylka 4,41 8,94 16,40 42,09 41,63 0,175 0,050 3,124 0,285
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8.8 Aktivita komplex & dychacihoretézce

Aktivita enzymia dychacihoretézce ve fibroblastech pacient s primarnimi
mitochondrialnimi onemocrénimi (P1-P10)

Pacient| Mutovany gen Enzym (nmol/(minmg))

Kl KII | KI+IT | KIV CS | KIVICS
P1 SCO2 59 18 23 20 51 0,39
P2 SURF1 - - - 2 47 0,04
P3 SURF1 42 13 33 10 59 0,17
P4 SURF1 - - - 6 54 0,11
P5 SURF1 51 15 - 6 47 0,13
P6 ND1 48 14 9 27 41 0,66
P7 ND5 37 23 14 35 74 0,47
P8 neznamy 29 7 - 9 31 0,29
P9 neznamy 37 10 - | 15 37 0,41
P10 neznamy 30 12 - 21 52 0,40
Kontrolni hodnoty 15-50| 5-15| 10-30 | 18-4Q 25-70| 0,28 - 0,55

Aktivita enzymua dychaciho ietézce ve fibroblastech pacient
s Huntingtonovou chorobou (P11-P18)

_ - Enzym (nmol/(min*mq))

Pacient) Onemocrent | = ™" Tk | kiv | cs | KIviCS
P11 HD 31 9 - 11 23 0,49
P12 HD 29 5 - 15 26 0,60
P13 HD 28 15 - 59 98 0,60
P14 HD 16 15 - 12 29 0,41
P15 HD 87 6 - 8 21 0,40
P16 HD 31 10 - 16 23 0,72
P17 HD 74 18 - 9 26 0,36
P18 HD 44 19 13 40 68 0,59
Kontrolni hodnoty 15-50| 11-20| 10-20| 11-26|21-50| 0,30 - 1,55

Aktivita enzymi dychaciho fetézce ve fibroblastech pacient s poruchami
metabolismu sirnych aminokyselin (P19-P24)

Pacient| Mutovany gen Enzym (nmol/(minmg))

Kl KIl KIII KIV CS KIVICS
P19 MTHFR 20 20 9 16 43 0,37
P20 MTHFR 27 28 17 29 70 0,42
P21 CTH 48 33 22 33 76 0,43
P22 CTH 81 27 16 34 76 0,45
P23 CBS 33 26 12 30 73 0,41
P24 CBS 87 35 26 34 66 0,51
Kontrolni hodnoty 15-50| 5-15| 10-3Q 18-40| 45-70| 0,28 -0,5
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