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Abstrakt

Buriky savcl jsou ve svém bioenergetickém metabolismu zavislé na produkci ATP pfedevsim pomoci
systému oxidacni fosforylace (OXPHOS). Poruchy sprdvné funkce OXPHOS mohou vést ke vzniku
dédicnych mitochondridlnich onemocnéni s rlznou zdvaZznosti a rozmanitymi projevy. Nejvazinéji
byvaji zasazeny tkané svysokymi energetickymi naroky, které jsou vsak obtizné dostupné pro
biochemicka a jind vysetteni. Cilem prace bylo predevsim charakterizovat dopady mutaci sedmi
rGznych genl (OPA1, DARS2, NDUFS8, NR2F1, HTRA2, MGME1, POLG) na bioenergeticky
metabolismus a strukturu mitochondrii koznich kultivovanych fibroblastli osmi pacientl
s mitochondridlnim onemocnénim. Hlavni pouZitou metodou bylo méreni spotfeby kysliku
permeabilizovanymi burikami pomoci vysoce citlivé polarografie. Timto zplsobem byly zjistény
vyrazné zmény v respiraci fibroblast( ¢tyr pacientl. U dvou z nich a dvou dalsich linii byly pomoci
fluorescenéni mikroskopie zjistény zmény morfologie mitochondriadlniho retikula oproti kontrolam pfti
pouziti rGznych kultivaénich podminek. Kozni fibroblasty jsou relativné snadno dostupné a nabizi fadu
vyhod pro Ucely diagnostiky i studia. Vysledky této prace ilustruji moznosti jejich vyuziti mj. pro
validaci potencidlnich kauzalnich mutaci mitochondridlnich onemocnéni, pfedevsim vsak v kombinaci

s dalSimi metodami a tkanémi.

Klicova slova: mitochondrie, oxidativni fosforylace, vysoce citliva polarografie



Abstract

In their bioenergetic metabolism mammalian cells are primarily dependent on ATP production
through the oxidative phosphorylation system (OXPHQOS). Defects of OXPHOS function can lead to
occurrence of mitochondrial disorders with different severity and diverse symptoms. Most severely
affected are usually tissues with high energy demand which are also difficult to access for
biochemical and other examinations. The aim of this thesis was mainly to characterize the effects of
mutations in seven different genes (OPA1, DARS2, NDUFS8, NR2F1, HTRA2, MGME1, POLG) on
bioenergetic metabolism and mitochondrial network structure of skin fibroblasts from eight different
patients diagnosed with mitochondrial disorders. The main method used was measurement of
oxygen uptake by permeabilized cells using highly sensitive polarography. Significant changes in
fibroblast respiration of four patients were found. Changes in mitochondrial network morphology
were found in two of those and two other patient cell lines compared to controls using fluorescent
microscopy and different cultivating conditions. Skin fibroblasts are relatively easy to obtain and
offer a number of benefits for both diagnostic and study purposes. The results of this work illustrate
the possibilities of their use for validation of potential causal mutations of mitochondrial diseases

and other purposes, especially in combination with other methods and tissues.

Key words: mitochondria, oxidative phosphorylation, highly sensitive polarography
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1 Teoreticky uvod

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou membranové organely pritomné v burikdch témér vsech eukaryotnich organismu
(Karnkowska et al., 2016). Jejich nazev vychazi z feckych slov mitos (vlakno) a chondros (zrno) a
poprvé byly izolovany v roce 1948 (Krasich and Copeland, 2017). Mitochondrie zabiraji asi 30 %
objemu kardiomyocytu, avsak jejich celkové mnozZstvi v burice se miZe ménit az tficetkrat podle
studované tkané a ve vétsiné bunék tvori dynamické retikulum (kapitola 1.1.1) nebo Ffadové stovky
jednotlivych organel (Kukat et al., 2011). NejdUleZitéjsi a nejlépe prozkoumanou funkci mitochondrii
je produkce vice nez 90 % celkového ATP buriky v procesu zvaném oxidacni fosforylace (OXPHOS)
(Krasich and Copeland, 2017). Pfi ném jsou prendseny elektrony na molekulovy kyslik
prostfednictvim elektron-transportniho retézce, jenz sestava ze 4 proteinovych komplextl a dvou
mobilnich pfenasec (ubichinon a cytochrom c¢) za vzniku vody a gradientu proton( na vnitfni
mitochondridlni membrané. Tento gradient je nasledné vyuZit patym komplexem, F.Fo-ATP4zou
(ATP-syntazou) pfi katalyze vzniku ATP (kapitola 1.4)(Mitchell, 1961). Mitochondrie vSak hraji roli
také v radé dalSich metabolickych drah a bunéénych procesu, jako napf. oxidace mastnych kyselin,
Krebslv a mocovinovy cyklus, glukoneogeneze, ketogeneze, netfesova termogeneze, metabolismus
aminokyselin a lipidli, syntéza hemu, steroidli a Zelezo-sirnych center, homeostaza vapniku,
apoptdza, vrozena imunita, autofagie, redox signalizace, reprogramming a udrZovani kmenovych
bunék a regulace bunécéného cyklu (El-Hattab and Scaglia, 2016; Katajisto et al., 2015; Picard et al.,
2016). KrebsGv a mitochondrialni folatovy cyklus navic poskytuji kofaktory a metabolity pro
anabolické drahy metabolismu deoxyribonukleotidil, syntézy glutathionu, metylacnich reakci aj.
(Locasale, 2013).

Mitochondrie vznikly pravdépodobné endosymbiotickou udalosti bakterie z pfibuzenstva
dnesniho rodu Rickettsia s predkem dnesnich eukaryotnich organism( pred 1,5-2 miliardami let
(Wang and Wu, 2015). Jednou z hlavnich stop prokaryotniho plivodu mitochondrii je pfitomnost
mitochondridlniho genomu v podobé cirkularni dvouvldknové molekuly mtDNA o délce 16569 bp
(Andrews et al.,, 1999). V prlibéhu dlouhé evoluce Eukaryot vsak doslo ke ztraté vétsSiny gen(
bakterialniho predka této organely nebo k jejich transportu do jadra a dnesni mitochondrie tak vice
nez 99 % z >1000 proteinl potfebnych ke své funkci importuji z cytosolu (Calvo et al., 2016). Lidska
mitochondrialni DNA dnes obsahuje pouze 37 genl, ztoho 13 kdéduje proteinové podjednotky
komplext OXPHOS (1.2.1) (Andrews et al., 1999). Pouze pfiblizné 150 nDNA kddovanych proteind je
pfimo zapojeno pfi produkci ATP (Gorman et al., 2016), zbyvajici zastavaji rozlicné funkce, jako je

asemblace a stabilizace komplexti OXPHOS, replikace a udrzba mtDNA (kapitola 1.2.3), transkripce



mtDNA a zpracovani mitochondridlni mRNA, produkce mitochondridlnich protein(i, vcéetné
ribosomalnich proteinld, aminoacyl-tRNA-syntetdz a protein0 Udpravy mitochondridlnich tRNA
(kapitola 1.3), bunééna signalizace nebo zajistovani morfologie a dynamiky mitochondrii (Calvo et al.,
2016; Picard et al., 2016).

Mitochondrie jsou charakteristické svoji dvojitou membrdnou, pficemz vnéjsi mitochondridlni
membrana (outer mitochondrial membrane, OMM) pokryvajici mitochondrii a tvofici ohraniceni vici
cytosolu je hladka, zatimco vnitini mitochondridlni membrana (inner mitochondrial membrane, IMM)
je zprohybana do utvar( zvanych kristy, zvétSujicich jeji povrch (Obrazek 1) (Vogel et al., 2006).

Prostor ohraniceny vnitfni mitochondridlni membranou se pak nazyva mitochondrialni matrix.

intermembrdnovy  vnéjsi membrana G
© ?os’lc)of o : vnegst
P . . membrana
vnitfni membrana

mezimembranovy
kristy prostor

matrix

vnitfni
membrana

matrix

Obrazek 1: Struktura mitochondridlnich membrdn. Vlevo: schéma mitochondridlni dvojité
membrdny a kompartmentii mitochondrie. Vpravo: tomogram mitochondrie srdecni svalové buriky
mysi ziskany kryoelektronovou mikroskopii. Vnitini mitochondridlni membrdna tyrkysove, vnéjsi
membrdna Sedé. Prevzato a upraveno dle (Kuhlbrandt, 2015)

Vnéjsi mitochondridlni membrana obsahuje velké mnozstvi proteinti umozZiujicich prichod malych
molekul, zaroven vsak chrani zbytek bunky pred reaktivnimi formami kysliku, vznikajicimi
v mitochondriich, kontaktem s mtDNA, kterd ma imunogenni ucinky (Zhang et al.,, 2010) a
molekulami vyvolavajicimi apoptozu (Li et al., 1997).

Vnitfni mitochondridlni membranu je mozné rozdélit na vnitfni hranicni membranu (inner
boundary membrane, IBM) pod vnéjsi mitochondridlni membranou, sniz ohranicuje
mezimembranovy prostor (inter-membrane space, IMS), kristy vybihajici jako hluboké invaginace do
matrix a cristae junctions (Cls), mista prechodu IBM v kristy (Vogel et al., 2006). Nejdulezitéjsi
soucasti membrany krist jsou komplexy OXPHOS (Gilkerson et al., 2003). Morfologie krist, jejich
mnozstvi, tloustka a otevienost CJs se méni podle podminek prostfedi a potfeb burky. PFfi kultivaci

bunék v mediu s neglykolytickymi substraty, jako je napt. galaktéza, stoupd pocet krist spolu se



zvySujicim se mnozZstvim proteind OXPHOS a superkomplex( respiracniho fetézce (Patten et al.,
2014). Podobné pfi nedostatku Zivin se snizuje tloustka krist, coz zfejmé umozriuje efektivnéjsi tvorbu
dimer( ATP-syntazy a tim i funkci OXPHOS (Cogliati et al., 2013; Gomes et al., 2011). ZuZeni krist také
v nékterych situacich omezuje uvolnéni proapoptotické molekuly cytochromu ¢ do cytosolu, na této
regulaci se dulezitym zplsobem podili protein OPA1, jemuz se vénuje kapitola 1.1.1.2 (Frezza et al.,
2006). S timto déjem souvisi cristae junctions, otvory o priaméru pfiblizné 20-50 nm na bazi krist,
které spojuji jejich vnitfni prostor s mezimembranovym prostorem. Jejich tvorbu a udrzovani zajistuje
proteinovy komplex zvany MICOS (mitochondrial contact site and cristae organizing system).
Genetické odstranéni komponent tohoto komplexu vede k naruseni struktury vnitfni mitochondrialni
membrany a normalniho a rlstu bunék (Bohnert et al., 2015). Pravé pro OPA1 byla ukdzana pfima
interakce s podjednotkami MICOS a jeho epistaticky vztah pfi uréovani stability a poctu Cls (Glytsou
et al., 2016).

1.1.1 Dynamika mitochondrii

Dynamika mitochondrii zahrnuje predevsim déleni a splyvani (fizi) mitochondrii, v Sirsim smyslu vsak
také transport a mitofagii, tj. cilené odstranéni nékterych mitochondrii prostfednictvim autofagické
drahy. Déleni mitochondrii je zdsadni mj. v G2/M fazi bunééného cyklu, kdy umozinuje priblizné
rovhomérné rozdéleni mitochondrii do obou dcefinych bunék (Taguchi et al.,, 2007). Zaroven se
uplatfiuje v procesech jako je bunécnd motilita a migrace (Ferreira-da-Silva et al., 2015).
Mitochondrialni fuze na druhé strané ziejmé umoznuje vyménu obsahu mitochondrii véetné mtDNA
a proteiny replikace a udrzby mitochondridlniho genomu, pficemz bylo ukdzano, Zze zmény jejich
stechiometrie vedou ke vzniku mutaci nebo poklesu obsahu mtDNA (Chen et al., 2010). V souladu
s tim je zndmo, Ze mutace gen( kddujicich proteiny mitochondrialni fuze (kapitola 1.1.1.2) zpUsobu;ji
hromadéni mutaci mtDNA a sniZzeni obsahu mtDNA (Hudson et al., 2008; Vielhaber et al., 2013).
Zmény fuze a déleni mitochondrii pak umoZznuji segregaci poskozenych &i nefunkénich mitochondrii a
jejich odstranéni v procesu mitofagie (zvlastni pfipad autofagie). Je to pravé absence mitochondrialni
fuze mezi zdravymi mitochondriemi a mitochondriemi obsahujicimi mutantni mtDNA, ktera toto
oddéleni umoznuje (Enriquez et al., 2000). Nespravné fungujici mitochondrie jsou nasledné cilené
odstranény pomoci mitofagie mj. na zadkladé jejich snizeného membranového potencialu (Youle and
Narendra, 2011).

Nejlépe prostudovana draha mitofagie vyuziva proteiny PINK1 a Parkin, jejichZ dysfunkce je silné
implikovana v nékterych pfipadech autosomalné recesivni formy Parkinsonismu (Pickrell and Youle,
2015). PINK1 je kindza, kterda je za normdlnich okolnosti importovana dovnitf mitochondrie a
degradovana. Vzhledem k tomu, Ze import mitochondrialnich proteind je zavisly na membranovém

potencialu, zpUsobi depolarizace hromadéni PINK1 na vnéjsi mitochondridlni membrané. Takto



nahromadény PINK1 fosforyluje vicero protein( véetné ubikvitinu, coZ zplsobi navazani a aktivaci E3
ubikvitinligdzy Parkin (Okatsu et al.,, 2015). To vede k ubikvitinylaci fady protein vnéjsi
mitochondridlni membrdny, coz mé za nasledek jejich degradaci prostfednictvim 26S proteasomu,
vedouci k cileni mitochondrie do autofagosomu (Sarraf et al., 2013). Zda se, Ze timto zpisobem mze
mitofagie hrat zasadni Ulohu mj. v mitochondridlnich poruchach zplsobenych mutacemi mtDNA
(kapitola 1.5) tim, Ze brani zvySovani hladiny heteroplazmie (Suen et al., 2010).

Morfologie mitochondridlniho retikula se neustdle pfizplsobuje metabolickym a jinym
podminkam. Mirny stres zplsobuje vznik vysoce propojeného retikula elongovanych mitochondrii,
bunéénou odpovéd nékdy nazyvanou SIMH (Stress-Induced Mitochondrial Hyperfusion, stresem
vyvolana hyperfiuze mitochondrii). MlZe se jednat o stres vyvolany UV-C zafenim, inhibici RNA
transkripce prostrednictvim actinomycinu D nebo translace pomoci cycloheximidu (Gomes et al.,
2011). Nejobvyklejsi je vsak zfejmé stres metabolicky. U kvasinek kultivovanych
v nefermentovatelnych podminkach, nuticich bunky k vyssi aktivité OXPHOS pro zajisténi bunééného
energetického metabolismu, dochazi k elongaci mitochondridlniho retikula (Egner et al., 2002).
Podobného efektu je mozné dosahnout u lidskych bunék pfi kultivaci v mediu bez glukdzy s obsahem
galaktézy, deoxyglukdzy (Rossignol et al., 2004), nebo nedostatkem Zivin (Gomes et al.,, 2011),
nemusi to tak ovsem byt vidy a je také moiné, Ze rozdilnost vysledk( zavisi na metodologii
vyhodnoceni morfologie mitochondrii (Agier et al.,, 2012). Existuji navrhy, Ze elongované
mitochondrie jsou efektivnéjsi v produkci ATP (Skulachev, 2001), prfedevsim se vSak zd3, Ze propojené
retikulum stericky brani autofagické degradaci mitochondrii vzajmu udrieni bioenergetiky
v metabolicky naro¢nych podminkach (Gomes et al., 2011).

Naopak pfi dlouhodobém stresu, nedostatku Zivin, apoptéze nebo nekréze dochazi
k fragmentaci mitochondridlniho retikula prostfednictvim nékolika rdznych signalnich drah (Slupe et
al., 2013). Souvislosti s predchozim odstavcem o mitofagii je pak ubikvitinylace proteind
mitochondrialni faze E3 ligazou Parkin nasledovana jejich degradaci a pfevahou proteint zajistujicich
déleni mitochondrii (Tanaka et al., 2010). Mitochondridlni fuze, déleni a mitofagie tedy zajistuji
rovnovahu mezi udrzovanim funkéniho stavu mitochondrii mj. zajistovanim spravné stechiometrie
proteind udrzby a replikace mtDNA, odstrafiovanim poskozenych organel a jejich nahrazovanim
biogenezi novych (Youle and van der Bliek, 2012). Pfi posuzovani funkéniho stavu mitochondridlni
fuze a déleni je dulezité, Ze inhibice jednoho z téchto procest vyvola prevahu druhého a naopak a Ze
momentalni stav mitochondridlniho retikula pfimo nevypovidda o tom, s jakou ucinnosti probihaji
(Malka et al., 2005).

VSechny proteiny dynamiky mitochondrii jsou jaderné kodované, nejdilezitéjsi z nich jsou pak
velké GTPazy z rodiny dynamin(. Ty jsou znamé svou schopnosti oligomerizace a nasledné indukce

zmény morfologie membran, at uz jejich konstrikci a naslednym oddélenim, nebo navozenim jejich



splyvani. Jsou to pfedevsim proteiny Drpl a Dnm2 pro déleni mitochondrii (Lee et al., 2016), Mfn1l a
Mfn2 pro fuzi vnéjsi membrany (Brandt et al., 2016) a OPA1l pro fuzi vnitini mitochondridlni

membrany (Song et al., 2009).

1.1.1.1 Déleni mitochondrii

Hlavnim proteinem déleni mitochondrii je nejspis Drpl (dynamin related protein 1, protein pfibuzny
dynaminu, gen DNM1L, 12p11.21, 66,451 bp, 21 exonl) (Smirnova et al., 2001), zda se vsak, Ze neni
sam schopen dokoncit oddéleni membran a vyzaduje aktivitu proteinu Dnm2 (dynamin 2) (Lee et al.,
2016), jehoz vyznam byl ale v nedavné dobé zpochybnén (Kamerkar et al., 2018). Drp1 obsahuje N-
terminalni GTP4azovou doménu, stfedni doménu, variabilni doménu (také B-insert) a C-terminalni
GTPazovou efektorovou doménu (GED). Ziejmé tvofi spiralovité oligomerni datvary na povrchu
mitochondrii a za hydrolyzy GTP je zaskrcuje (Kamerkar et al., 2018). Byly objeveny Ctyti proteinové
receptory umoziujici vazbu Drpl na vnéjsi mitochondridlni membranu, MFF (mitochondrial fission
factor, faktor mitochondriadlniho $tépeni), MiD49 , MiD51 (mitochondrial dynamics proteins of 49/51
kDa, protein mitochondridlni dynamiky o hmotnosti 49, resp. 51 kDa) a FIS1 (fission 1, Stépeni 1)
(Palmer et al., 2013).

Inhibice funkce Drpl pomoci RNA interference vede k vyskytu hyperfuzniho mitochondridlniho
retikula (Smirnova et al.,, 2001). Drpl je zfejmé vyZadovan pro spravny vyvoj placenty a nervové
soustavy a genovy knockout DNMIL je embryonalné letdlni u mysi, pficemz mysi embryonalni
fibroblasty (MEFs) odvozené od téchto zvifat vykazuji vyznamné naruseni morfologie mitochondrii
(Ishihara et al., 2009). Knockout cileny na mozek dospélych mysi nezplsobi neurodegeneraci, ale
narusi kognitivni funkce (Oettinghaus et al., 2016). Naopak overexprese DNM1L vede k fragmentaci
mitochondrii a vys$si citlivosti vici stimulim vyvolavajicim apoptozu (Lee et al., 2004). Farmakologicka
inhibice Drp1 navozuje elongaci mitochondrii a snizuje citlivost vici apoptdze (Estaquier and Arnoult,
2007). Bylo ukazano, Ze FIS1 neni nezbytné potiebny pro déleni mitochondrii a zda se, Ze funkci
adaptoru pro Drpl zastava pouze v urcitych bunécénych typech nebo za specifickych podminek. Jeho
knockdown zpUsobi elongaci mitochondrii, zatimco overexprese vede ke zvysené fragmentaci (Shen
et al., 2014). Za normalnich podminek zfejmé zavisi navazani Drpl na vnéjsi membranu mitochondrii
predevsim na MFF, jeho knockout zplsobi elongaci mitochondrii a overexprese fragmentaci (Loson et
al., 2013). Role MiD49 a MiD51 je méné jasna, pficemz bylo napf. ukazano, Ze MiD51 knockout mUze
vést jak k elongaci, tak fragmentaci mitochondrialniho retikula (Palmer et al., 2011; Zhao et al., 2011).
Mutace DNM1L mohou zpUsobit letalni poruchu vyvoje mozku s fadou dalSich mozZnych priznak(
(Yoon et al., 2016). Patogenni mutace byly identifikovany i v genech kddujicich proteiny Dnm2, MFF a
MiD49 (Bartsakoulia et al., 2018; Bitoun et al., 2005; Koch et al., 2016).



Dalezitou roli v déleni mitochondrii hraje endoplasmatické retikulum (ER). Bylo ukazano, Ze
obaluje mista budouciho déleni a sniZuje priimér mitochondrie v téchto mistech z 300-500 nm na
pfiblizné 150 nm, ¢imZ zfejmé umoznuje vytvoreni oligomerniho prstence Drpl (Friedman et al.,
2011). Adaptory Drpl jako MFF, MiD49 a MiD51 jsou pred délenim koncentrovany v téchto
kontaktnich mistech mitochondrii a ER (Osellame et al., 2016). V tomto déji pravdépodobné hraje
dllezitou roli i aktinovy cytoskelet (De Vos et al.,, 2005), predevsim pod vlivem protein(
vyvolavajicich nukleaci aktinu INF2 (Inverted Formin, FH2 And WH2 Domain Containing, invertovany
formin obsahujici FH2 a WH2 doménu) a SpirelC (Korobova et al., 2013; Manor et al., 2015), ale i
dalsich (Rehklau et al., 2017). Drpl navic in vitro vaZze F-actin, coZ podporuje jeho oligomerizaci a
GTPazovou aktivitu (Ji et al., 2017). Do mist kontaktu mitochondrii a ER jsou lokalizovany nukleoidy
obsahujici mtDNA (kapitola 1.2) a zda se, Ze proces déleni je pfimo sprazen s replikaci
mitochondridlniho genomu v téchto mistech, coZz by mohlo poskytovat mechanismus pfiblizné
rovnhomérného rozdéleni mtDNA do obou vznikajicich organel (Lewis et al., 2016).

Zatim neni pfrilis dobfe znamo, jakym zplsobem dochazi ke konstrikci a rozdéleni vnitfni
mitochondridlni membrany. Bylo pozorovano zaskrceni IMM nebo dokonce rozdéleni prostoru matrix
bez preruseni vnéjsi mitochondridlni membrany u kvasinky (Legesse-Miller et al.,, 2003),
Caenorhabditis elegans (Labrousse et al., 1999) i savcl (Fujioka et al., 2012). MozZnou roli vtomto
procesu hraje protein OPA1 (kapitola 1.1.1.2), konkrétné jeho kratka forma s-OPA1. Bylo zjisténo, Ze
overexprese OPA1 muzZe vyvolat fragmentaci mitochondridlniho retikula a zarover, Ze s-OPA1l
kolokalizuje s misty déleni mitochondrii (Anand et al., 2014). Pfinejmensim v pripadé prvniho z déjl
se zd3, Ze je regulovan vstupem Ca2+ iontlli do mitochondrii vedoucim k poklesu membranového
potencidlu, coZ ma za nasledek Stépeni OPA1 za vzniku kratké formy protedzou OMA1 (kapitola

1.1.1.2) (Cho et al., 2017).

1.1.1.2 Fize mitochondrii
Fuze mitochondrii je zajistovana predevsim tfemi velkymi GTPazami, Mfnl (mitofusin-1) a Mfn2
(mitofusin-2) pro vnéjsi mitochondridlni membranu a OPA1 (Mitochondrial Dynamin Like GTPase,
mitochondridlnimu dynaminu podobna GTP4za) pro fuzi vnitini mitochondridlni membrany (Song et
al., 2009). Urcitou zatim neznamou roli zfejmé hraji i jiné proteiny, jako FBXL4 (F-box and leucine-rich
repeat 4) (Huemer et al., 2015). Jejich mutace zpUsobuji fadu mitochondrialnich onemocnéni ¢asto
doprovdzenych mimo jiného mutacemi a snizenym mnoZstvim mtDNA (Hudson et al., 2008;
Vielhaber et al., 2013).

Frekvence mitochondridlni flze zaleZi na bunécném typu a nejspiS je méné Castd v tkdni nez
bunécné kulture (Eisner et al., 2014). Obecné probiha s frekvenci pfiblizné 5-20 min na jednu udalost

a mitochondrii, pficemz se zda, Ze priblizné 20 % kontaktl mitochondrii vyusti ve fazi (Twig et al.,



2008). Neni zcela jasné, jakym zplUsobem je koordinovana fluze vnéjsi a vnitfni mitochondrialni
membrany. U kvasinky existuje protein Ugolp, ktery propojuje homology Mfn a OPA1 a tim sladuje
jejich funkci (Sesaki and Jensen, 2004). Chemickym zdsahem je sice moZné u bunék savcl oba
procesy oddélit, fyziologicka relevance tohoto jevu je vsak nejista (Malka et al., 2005).

Homolog Mfn byl poprvé charakterizovan u Drosophila melanogaster jako Fzol (Hales and
Fuller, 1997) a pozdéji také u kvasinky (Hermann et al., 1998). Mfn1 (3926.33, 47,253 bp, 17 exon()
je 741 aminokyselinovych zbytk( dlouhy, zatimco Mfn2 (1p36.22, 33,335 bp, 19 exon() je dlouhy 757
zbytkd. Oba proteiny sdili 64 % identickych zbytkl. Dlouhou dobu se myslelo, Ze oba proteiny jsou
umistény ve vnéjsi mitochondridlni membrané dvéma transmembranovymi doménami, s N-koncem
obsahujicim GTP4zovou a HR1 (heptad repeat) domény a C-koncem obsahujicim HR2 (heptad repat
2) doménu smérem do cytosolu (Rojo et al., 2002). Oba proteiny tvori homotypické i heterotypické
komplexy na membrandach splyvajicich mitochondrii pted fuzi, nasleduje pfiblizeni obou membran a
zvétseni kontaktni plochy a flize obou membran umoznénd hydrolyzou GTP vyvoldvajici konformacni
zménu mitofusind (Brandt et al., 2016). Bylo navrZeno nékolik modell funkce Mfn proteinl pfi fuzi
membran mitochondrii (Huang et al.,, 2017), nedavné poznatky vsak zpochybriuji vySe popsanou
topologii zaloZzenou na znalosti kvasinkového ortologu Fzol (Low et al., 2009) a ukazuji na topologii
novou sjednou transmembrdnovou doménou a HR2 doménou v mezimembranovém prostoru
(Mattie et al., 2018). Mutace Mfn2 zpUsobuji Charcot-Marie-Toothovu chorobu typu 2A (Charcot-
Marie-Tooth disease Type 2A, CMT2A), periferni neuropatii projevujici se predevsim distalni svalovou
slabosti a atrofii a dalSimi symptomy, kterd miZe byt asociovana s delecemi a snizenym mnozstvim
mtDNA (Vielhaber et al., 2013). Dale byly nalezeny u pacient(i s autosomalné dominantni optickou
atrofii a dalSimi symptomy (ADOA+, viz nize)(Rouzier et al., 2012).

Protein OPA1l (3929, 104,668 bp, 32 exons) se nachazi v mezimembranovém prostoru
mitochondrii. Alternativnim sestfihem exont 4, 4b a 5b mRNA OPA1 vznika 8 variant o délce 924-
1014 aminokyselinovych zbytk(. Téchto osm variant je moZné nalézt ve vSech tkanich, ovsem
v rizném mnoistvi, pficemz varianty obsahujici exon 4 jsou obecné vice zastoupeny. Exon 4 je
evolucné konzervovany, zatimco exony 4b a 5b jsou charakteristické pro obratlovce (Olichon,
Elachouri, et al., 2007). Na N konci se nachazi mitochondrialni cilici sekvence (mitochondrial targeting
sequence, MTS), za ni transmembranova doména prochazejici IMM nésledovana HR doménou.
V mezimembranovém prostoru jsou dale tfi domény typické pro dynaminy, GTPazova doména,
stfedni doména a GTPazova efektorovd doména (Olichon, Elachouri, et al.,, 2007). Po importu a
ukotveni do vnitfni membrany dochdazi k odstépeni MTS pomoci mitochondridlni procesujici
peptidazy (mitochondrial processing peptidase, MPP), ¢imz vznika dlouha forma proteinu, I-OPAl. Ta
mUzZe byt dale Stépena na dvou mistech, v oblasti exonu 5 metaloprotedzou OMA1 nebo exonu 5b

metaloprotedzou YMEILL, &mZ vznikd solubilni kratkd forma s-OPA1l (Ehses et al., 2009). Ctyfi



isoformy obsahujici exon 4b jsou vidy zcela S$tépeny na kratkou formu. Zatimco YMEIL je
konstitutivné aktivni a reaguje na mnozZstvi ATP a stimulaci oxidac¢ni fosforylace (Mishra et al., 2014),
OMA1 se aktivuje pfi disipaci mitochondridlniho membrdnového potencidlu ve stresu nebo pfi
dysfunkci mitochondrii, coZ vede k jejich fragmentaci, a nasledné se autokatalyticky degraduje (Baker
et al., 2014). Je zndmo, Ze pro spravnou funkci v dynamice mitochondrii je tfeba urcity vyrovnany
pomér dlouhych a kratkych forem OPA1 (Anand et al., 2014).

Flze vnitfni mitochondridlni membrany ovsem neni jediny proces, v némz OPA1 ziejmé hraje
roli. Dale se podili predevSim na organizaci krist vnitfni mitochondridlni membrany, s ¢imz
pravdépodobné souvisi i jeho funkce v apoptdze (Cogliati et al., 2013; Frezza et al., 2006), udrzbé
mitochondridlniho genomu (Elachouri et al., 2011; Hudson et al., 2008), skladani a efektivni funkci
superkomplexl respiracniho fetézce a celého systému oxidacni fosforylace (kapitola 1.4)(Cogliati et
al.,, 2013) nebo Ca2+ homeostaze (Fulop et al., 2015). Funkce jednotlivych izoforem a dlouhych a
kratkych variant OPA1 v téchto procesech je nejasna. Genovy knockout OPA1 je embryonalné letalni
u mysi a fibroblasty odvozené od hemizygotnich mysi s jednou alelou kédujici nefunkéni zkraceny
protein vykazuji vyrazné fragmentované mitochondridlni retikulum (Davies et al., 2007). Podobné
pUsobil knockout ¢i knockdown u rGznych savcich linii (Griparic et al., 2004; Lee et al., 2004; Song et
al., 2009), zatimco pri nadexpresi OPA1 byla ukazana jak fragmentovang, tak elongovana morfologie
retikula (Griparic et al., 2004; Misaka et al., 2002). | ve fibroblastech pacientli s patogennimi
mutacemi OPA1 byla zjisténa fragmentace retikula spojena se zvySsenou mitofagii (Liao et al., 2017),
coz je vsouladu s pozorovanim u mysich embryonalnich fibroblastli postradajicich funkéni OPA1
(Rambold et al., 2011), stejné jako se zjiSténim, Ze nadexprese OPA1 v bunkach INS-1 odvozenych od
insulin sekretujicich beta bunék potkana inhibuje proces mitofagie (Twig et al., 2008). Knockout i
knockdown OPA1 dale narusi normalni strukturu krist (Cogliati et al., 2013), coZ vede mimo jiné
k vyssi citlivosti vlci stimuldm vyvolavajicim apoptézu a snazSimu uvolfiovani cytochromu ¢ a
spusténi apoptotické kaskady (Frezza et al., 2006; Griparic et al., 2004). Podobné je tomu opét i u
fibroblastl nesoucich patogenni mutace (Olichon, Landes, et al., 2007). Naopak nadexprese zpUsobi
zvySeni poctu krist a redukci jejich Sirky (Cogliati et al., 2013), spolu s nizsi senzitivitou k apoptdze
(Frezza et al., 2006). Tento efekt pravdépodobné souvisi také s pozorovanou vyssi odolnosti vici
ischemickému poskozeni srde¢nich bunék (Varanita et al., 2015), zaroven vsak bylo ukazano, Ze
umélé zvySeni mnozstvi OPA1 stabilizuje komplexy dychaciho fetézce a zvySuje ucinnost oxidacni
fosforylace a dokonce potlacuje projevy patogennich mutaci v genech kddujicich podjednotku
komplexu |, resp. IV u dvou mysich modeld mitochondridlnich onemocnéni (Civiletto et al., 2015).
Knockout OPA1 zpUsobi pokles obsahu mitochondridlni DNA (Chen et al., 2010), méné casty je tento
jev ve vldknech pri¢né pruhované svaloviny pacientd s mutacemi OPA1 (Spiegel et al., 2016), u nichz

se ovsem Casto nachazi delece v mtDNA (Hudson et al., 2008).



Plvodné se mélo za to, Ze k mitochondrialni fuzi jsou potfeba jak dlouhé, tak kratké formy OPA1,
podobné jako je tomu u kvasinky (DeVay et al., 2009), ovSsem v pfipadé dvojitého knockoutu YME1L a
OMA1 znemoznujiciho normalni vznik s-OPA1 nachazime vysoce propojené retikulum (Anand et al.,
2014). Stejné tak bunky exprimujici pouze nestépitelnou dlouhou formu OPA1 vykazuji funkéni
mitochondrialni fuzi, ovSsem jejich mitochondrie zlstavaji fragmentované (Del Dotto et al., 2017;
Song et al., 2009). Prestoze bunky exprimujici pouze kratkou formu vykazuji urcitou fuzi mitochondrii,
s-OPA1 sama nezajisti jejich normdlni morfologii (Del Dotto et al., 2017), ovSem jeji pfitomnost ji
akceleruje v kombinaci s dlouhou formou (Ban et al., 2017). Funkce jednotlivych isoforem lze
dohadovat z vysledkl pokus(, pfi nichz bylo selektivné snizeno mnoZstvi jednotlivych exond, pficemz
v pripadé exonu 4 doslo ke ztraté membrdnového potencidlu mitochondrii a fragmentaci retikula,
zatimco v pfipadé exonu 4b i 5b doslo k navozeni apoptdzy (Olichon, Elachouri, et al., 2007). Zaroven
bylo zjisténo, Ze N-konec OPA1 spolu s exonem 4b se nejspi$ podili na vazbé nukleoidli obsahujicich
mtDNA (kapitola 1.2.1) k vnitfni mitochondridlni membrané a absence isoforem obsahujicich tento
exon je spojena s depleci mtDNA (Elachouri et al., 2011). Selektivni exprese kterékoliv z isoforem
OPA1 v mysich embryonalnich fibroblastech vede k obnové struktury krist a superkomplexd
dychaciho retézce i ATP-syntdzy a mnozstvi mtDNA, pficemz s-OPA1 bez pritomnosti dlouhé formy
ucinnéji odstrani defekty respirace a spravné funkce superkomplex( nez obracené (Del Dotto et al.,
2017; Lee et al.,, 2017). K plnému obnoveni morfologie mitochondrii je pak zapotrebi exprese
minimalné dvou isoforem umoznujicich vznik s-OPA1 i [-OPA1 v urcitém poméru (Del Dotto et al.,
2017).

V roce 2000 bylo zjiSténo, Ze mutace OPA1 zpUsobuji autosomalné dominantni atrofii optického
nervu (ADOA), progresivni onemocnéni zpUsobujici slepotu (Delettre et al., 2000). ADOA byla
popsdna v roce 1959 (KJER, 1959) a dochazi pfi ni ke ztraté gangliovych bunék sitnice, jejichz axony
tvofi nervus opticus vedouci do mozku, zpUsobujici progresivni ztratu zrakové ostrosti (Delettre et al.,
2000). Jedna se pravdépodobné o nejcastéjsi dédicnou optickou neuropatii v pfiblizné 60 procentech
pfipadl zplsobenou mutaci OPA1 s prevalenci nejméné 1:50000 (Yu-Wai-Man, Griffiths, Burke, et al.,
2010). Zavaznost se pohybuje od subklinického fenotypu az po Uplnou ztratu zraku a vék nastupu se
razni od narozeni aZ po vice nez 60 let (Baris et al., 2003; Nochez et al., 2009). Jsou zndmy i vyjimecéné
pripady spontanniho zotaveni (Cornille et al., 2008). Pozdéji se ukazalo, Ze k ADOA se pfi mutaci
tohoto genu mohou priddvat mnohé dalsi projevy, véetné senzorineuralni hluchoty, ataxie, myopatie,
chronické progresivni externi oftalmoplegie (PEO) a periferni neuropatie (Hudson et al., 2008). Tato
syndromicka forma, ktera se objevuje asi u 20 % pacientll s mutaci OPA1 (Yu-Wai-Man, Griffiths,
Gorman, et al., 2010), se nékdy oznacuje ADOA+. Jako samostatny syndrom se pak da oznacit ¢asnd a
zavazna autosomalné recesivni forma casto odpovidajici klinickymi projevy Behrovu syndromu. Ten

se projevuje atrofii nervi optici s casnym ndastupem, spinocerebelarni degeneraci, ataxii, periferni



neuropatii, gastrointestindlni dysmotilitou a zpomalenym vyvojem (Carelli et al., 2015). Castym
projevem mutaci OPA1 je také akumulace deleci v mtDNA predevsim ve vldknech kosterni svaloviny
(Hudson et al., 2008), vyjimecné i deplece mitochondridlni DNA zjisténa ve svalech (Spiegel et al.,
2016) ¢i leukocytech pacientl (Kim et al., 2005).

V soucasné dobé je znamo priblizné 550 mutaci OPA1, pfi¢emz asi 65 % je patogennich (Ferre et
al., 2015). Z nich vice neZ dvé tfetiny se nachazi v konzervované GTPazové doméné nebo GED. Zhruba
50 % patogennich mutaci pfitom zpUsobuje posun ¢teciho ramce a predéasné ukonceni translace,
v téchto pfipadech je hlavnich patologickym mechanismem haploinsuficience zplsobena Uplnou
ztratou funkce mutované alely (Ferre et al., 2015). U pacientd se syndromickou variantou ADOA+ se
ovSem castéji vyskytuji dominantné negativni substitu¢ni mutace (Yu-Wai-Man, Griffiths, Burke, et
al., 2010), zatimco v pfipadé Behrova syndromu je ¢astd kombinace patogenni varianty zpUsobujici
ADOA s mirnéjsi samostatné neskodnou (hypomorfni) mutaci (Carelli et al., 2015). Toto pravidlo, kdy
nesyndromickd ADOA je zpUsobovana haploinsuficienci zkracenim proteinu jedné alely, ADOA+
s nastupem obvykle v rané dospélosti dominantné negativni zaménovou mutaci a zavaznéjsi Behrlv
syndrom s pocCatkem pred tretim rokem Zivota ma sv{j plvod v bialelické kombinaci patogenni a

hypomorfni mutace, ma ovsem i své vyjimky (Yu-Wai-Man, Griffiths, Gorman, et al., 2010).
1.2 Mitochondrialni genom, replikace

1.2.1 Mitochondrialni genom
Mitochondridlni DNA byla poprvé objevena vroce 1963 v mitochondriich pta¢iho embrya a ve
stejném roce izolovana z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (NASS and NASS, 1963; SCHATZ, 1963).
V pripadé ¢lovéka se jednd o 16659 nt dlouhou cirkuldrni molekulu (Andrews et al., 1999), ktera je
v bunice pritomna ve stovkach az tisicich kopii (Kukat et al., 2011) (Obrazek 2). Nese pouze 37 gend,
z nichZ 13 kéduje proteinové podjednotky komplexu I, 1ll, IV a V systému oxidacni fosforylace (MT-
ATP6, MT-ATP8, MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3, MT- CYB, MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-
ND4L, MT-ND5, MT-ND6), 2 kdéduji mitochondridlni ribosomalni RNA a 22 mitochondridlni tRNA
(Andrews et al., 1999). Krom téchto proteini a RNA mitochondrialni genom mozna kéduje i 3 kratké
peptidy zvané humanin, GAU a MOTS-c (Faure et al., 2011; Lee et al., 2015; Maximov et al., 2002).
Oba fetézce mitochondridlni DNA je v dlsledku rozdilného nukleotidového sloZzeni mozné rozdélit
v gradientu chloridu cesného, ¢imz ziskame lehky (L, light) a tézky (H, heavy) fetézec (Welter et al.,
1988).

Mitochondridlni genom je velmi Usporné uspofddany, neobsahuje introny a velmi malo
nekédujici DNA. Nejvétsim nekddujicim Usekem je nekddujici oblast (NCR, non-codig region) o

rozsahu pfiblizné 1000 bp, obsahujici transkripéni promotory pro oba fetézce, zvané LSP (light strand
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promoter, promotor lehkého fetézce) a HSP (heavy strand promoter, promotor tézkého retézce),
tradi¢ni pocatek replikace tézkého retézce O, a tfi konzervované oblasti zvané CSB1-3 (conserved
sequence block, konzervovany sekvencni blok) (Andrews et al., 1999). V Useku mezi Oy a sekvenci
asociovanou s ukoncenim replikace (TAS, termination associated sequence) se casto objevuje
pfiblizné 650 nt dlouhy treti fetézec DNA, zvany 7S-DNA, ktery vznika zfejmé predéasnym ukoncenim
replikace tézkého retézce. Tato trivldknova oblast se potom nazyva D-loop (displacement loop) (Doda
et al., 1981). Mitochondrialni DNA je usporadana spolu s fadou proteinli do Utvar( velikosti zhruba
100 nm obsahujicich nejéastéji jednu kopii mitochondridlniho genomu, zvanych nukleoidy (Kukat et
al.,, 2011). Hlavnim proteinem sbalovani mtDNA je TFAM (Transcription Factor A, Mitochondrial;
mitochondrialni transkripcni faktor A) (Kukat et al., 2011), ovS8em v nukleoidu nalézame tfadu dalSich
proteind replikace a udrzby mitochondridlniho genomu. Kromé toho nukleoidy obsahuji i proteiny
vnitfni mitochondridlni membrany (Hensen et al., 2014) a zda se, Ze jsou umistény na jeji matrixové
strané, pficemzZ v mistech kontaktu endoplasmatického retikula a mitochondrii, oznacujicich budouci
déleni, se koncentruji nukleoidy, jejichz mtDNA prochazi replikaci (Elachouri et al., 2011; Lewis et al.,

2016) (kapitola 1.1.1.1).
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i —

|
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Lidskd mtDNA

16,569 bp

H fetézec

Obrazek 2:Lidsky mitochondridlni genom. Cirkuldrni dvouvldknova DNA sklddajici se z lehkého (L) a
tézkého (H) retézce. Nahore: hlavni nekddujici oblast (NCR) obsahujici D-smycku, replikacni pocdtek
téZkého retézce, promotor tézkého (HSP) a lehkého (LSP) fetézce a tfi oblasti konzervované sekvence
(CSB1-3). TAS — sekvence asociovand s terminaci replikace. Dole: mapa lidského mitochondridlniho
genomu. Barevné oznaceni genu: komplex | modre, komplex lll riZové, komplex IV zelené, komplex
V Zluté, rRNA geny oranZové, tRNA geny Cerné. Pfevzato a upraveno dle (Uhler and Falkenberg, 2015).

Mitochondrialni DNA u lidi vykazuje maternalni dédicnost (Pyle et al., 2015), prestoZe se zda, Ze
ve vyjimecnych pfipadech mlzZe byt predavana obéma rodi¢i (Luo et al.,, 2018). Mutace
v mitochondridlni DNA mohou zpUsobit mitochondridlni onemocnéni, pokud zastoupeni mutovanych

molekul (zvané heteroplasmie) presahne pfiblizné 60—-70 % (de Laat et al., 2012) (kapitola 1.5).

1.2.2 Modely replikace mitochondrialni DNA

V soucasné dobé existuji tfi hlavni modely vysvétlujici proces replikace mitochondridlni DNA. Prvni
znich se nazyvd strand-displacement model (SDM, model vytésnovani fetézce), nékdy také
asynchronni, navrzeny v roce 1972 na zakladé elektronmikroskopickych pozorovani mtDNA mysich

bunék v kultufe (Robberson et al., 1972). Podle tohoto modelu replikace probiha na obou fetézcich
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kontinualné, zacina pocatkem replikace tézkého retézce (Oy) na pozici 191 a pokracuje jednosmérné
pouze na tomto vilakné pfiblizné 11000 bp, do oblasti mezi geny mitochondridlnich tRNA pro cystein
a asparagin. Zde dojde pribéhem replikace tézkého retézce k odhaleni pocatku replikace lehkého
fetézce (0O,), ktery zaujme ,stem-loop” strukturu a umozni tvorbu primeru a zahajeni replikace
lehkého retézce (Fuste et al., 2010). Primery mitochondridlni DNA jsou zfejmé tvoreny
mitochondridlni RNA-polymerazou POLRMT (Fuste et al., 2010), kterd vykazuje in vitro primazovou
aktivitu (Wanrooij et al., 2008), pficemz zacatek primeru tézkého fetézce mozna odpovidd LSP a
v oblasti Oy (Holmes et al., 2015) (popf. alternativniho pocatku replikace Ori-b (Yasukawa et al.,
2005)) dochazi k prechodu mezi syntézou RNA a DNA (Holmes et al., 2015). Je vSak zarovert mozné,
Ze k tomuto prechodu dochazi jiz drive, v oblasti okolo CSB2 (Nicholls et al., 2014), a zjisténé 5’ konce
nové vzniklého tézkého retézce se do oblasti tradi¢nich podatkd replikace dostavaji az v pribéhu
procesu odstrariovani primer( a ligace, jenZ je popsan nize. Béhem replikace je dle SDM
jednovldknova DNA pokryta proteinem mtSSB (mitochondrial single-stranded DNA-binding protein,
mitochondrialni protein vaZici jednoretézcovou DNA), ktery brani vzniku nechténych sekundarnich
struktur, plsobeni nukledz a také ndhodné primazové aktivité na odhaleném retézci (Miralles Fuste
et al.,, 2014; Wanrooij et al.,, 2008). To podporuje i zjisténi, Ze mtSSB je v bunkach pritomen
v dostate¢ném mnozstvi na kompletni pokryti téZzkého retézce béhem replikace a zavéry experimentl
s vyuzitim imunoprecipitace chromatinu, které ukdzaly, Zze mtSSB vaze pouze tézky retézec a vykazuje
gradient zastoupeni smérem od Oy presné, jak by se dalo ocekavat na zakladé SDM (Miralles Fuste et
al., 2014).

Druhym modelem je RITOLS (ribonucleotide incorporation throughout the lagging strand,
inkorporace ribonukleotidd v celém opozdujicim se fetézci), resp. konkrétni varianta nazyvana nékdy
»,bootlace” model (angl. tkanicka do bot), pfi niZ jsou k odhalenému parentdlni tézkému retézci
hybridizovany zpracované molekuly RNA wvzniklé transkripci. Ty podle vysledkli pokust
s metabolickym znacenim nevznikaji v pribéhu replikace, ale jsou poutzity jiz dfive existujici molekuly
(Reyes et al.,, 2013). Tento model ma pomérné silnou podporu vysledkd ziskanych pomoci
dvourozmérné agarozové gelové elektroforézy (2D-AGE) vysvétlenych a prehledné shrnutych jeho
autory (Yasukawa and Kang, 2018). Ddle bylo ukdzano, Ze je moZné izolovat replikaéni intermediaty
pomoci monoklonalni protilatky specifické pro RNA/DNA hybridni dvoufetézce a pomoci elektronové
mikroskopie byly pozorovany zcela dvouretézcové replikacni intermediaty, které se zménily na
Castecné jednoretézcové po pridani RNazy H, enzymu specificky Stépiciho RNA v hybridni molekule
RNA/DNA (Pohjoismaki et al., 2010). Naopak citlivost vi¢i RNaze H byla snizena, pokud byl pred
izolaci proveden krok kovalentné provazujici nukleové kyseliny. To naznaduje, Ze hybridni
dvouretézcové intermedidty byly pritomny jiz pfed pocatkem extrakce a nevznikly tedy az v jejim

prabéhu nebo po ni hybridizaci mitochondrialnich RNA k jednovldknovym usekim DNA (Reyes et al.,
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2013). Drive pozorované castecné jednoretézcové intermediaty naopak mohou vzniknout pfi izolaci
mtDNA (Pohjoismaki et al., 2010).

V roce 2000 byl navrzen dalsi model replikace, nej¢astéji nazyvany kratce strand-coupled, nékdy
také COSCOFA (conventional strand—coupled Okazaki fragment associated, konvencni strand-coupled
asociovany s Okazakiho fragmenty). Dle tohoto modelu zacina replikace z mnoha pocatka v Siroké
oblasti nazyvané ori zone (Ori-Z) a pokracuje obousmérné na obou fetézcich, kontinudlné na
vedoucim a s vyuZitim Okazakiho fragmentd na opozdujicim se vlakné, podobné jako v jadre (Holt et
al., 2000). Je moiné, Ze tento zpuUsob replikace je vyuZivan pouze v nékterych tkanich nebo za
urcitych podminek, ¢astéji byl napfiklad pozorovan u bunécné linie 143B nebo u 143B i Hela bunék
po odebrani inhibitord mtDNA replikace, coZ vede k rychlému obnoveni mnoZstvi mitochondrialni
DNA (Holt et al., 2000; Yasukawa et al., 2005). V srdecni tkani a v mensim mnozZstvi také v mozku byly
navic pozorovany zcela jiné Ctyfcestné replikacni intermedidty (Pohjoismaki et al., 2009), které se
navic objevuji i u zimnicky (Plasmodium) nebo rostlin (Backert and Borner, 2000; Preiser et al., 1996).
VSechny vyse zminéné moznosti byly pak pozorovany v rGznych tkanich mysi (Herbers et al., 2019), je
tedy pravdépodobné, Ze replikace mtDNA skutecné probihd rozdilnym zpUsobem v zavislosti na

bunécném typu anebo metabolickém stavu bunky.

1.2.3 Proteiny replikace mitochondrialni DNA
Pro replikaci mitochondrialni DNA je potfeba rada rlznych protein. Minimalni replisom pro replikaci
mtDNA podobnych molekul dostatecné délky in vitro tvofi polymeraza gamma, resp. jeji katalyticka
podjednotka POLG (kédovana genem POLG) a pomocna podjednotka POLG2 (POLG2), dale
mitochondridlni helikdza Twinkle (gen TWNK neboli C10orf2, také PEO1) a mtSSB (viz vyse)
(Korhonen et al., 2004). Mnohé dalsi proteiny se vSak zfejmé Gcastni tohoto procesu a jsou potfebné
pro jeho Uspésné dokoncéeni, mj. TOP1MT (DNA topoisomerase |, mitochondrial, DNA topoisomeraza
I, mitochondridlni), POLRMT, RNaza H1, DNA ligaza Ill (kodovana genem LIG3), DNA2 (DNA
replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2, ATP-dependentni helikdza/nukledza DNA
replikace)), MGME1 (mitochondrial genome maintenance exonuclease 1, exonukledza udrzby
mitochondrialniho genomu 1), PrimPol (primase and DNA directed polymerase, primaza a DNA fizend
polymeraza) nebo FEN1 (flap structure-specific endonuclease 1, endonukledza specifickd pro
struktury presaht 1) (Fuste et al., 2010; Kornblum et al., 2013; Yasukawa and Kang, 2018).

Pro Ucely této prace je zasadnim proteinem, resp. proteinovym komplexem polymeraza gamma.
Ta je podle vseho jedinou replikativni DNA polymerazou v mitochondriich (Lestienne, 1987). Prestoze
minimalné u péti dalSich polymeraz (PrimPol, PolB, PolZ, PolH a PolQ) existuji dikazy o jejich funkci
v této organele, zadnda z nich vsak neni esencidlni pro replikaci mtDNA a nem(Ze nahradit POLG

(shrnuto v (Krasich and Copeland, 2017)). Lokalizace POLG do mitochondrii byla poprvé ukazana
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vroce 1977 (Bolden et al., 1977). Pozdéji byla potvrzena mikroskopickymi pozorovanimi s pouzitim
protilatek resp. proteinu znaceného GFP (Davis et al., 1996; Spelbrink et al., 2000). Polymeraza
gamma patfi do rodiny A DNA polymeraz spolu s bakteridlni polymerazou | (Ito and Braithwaite,
1991). Holoenzym polymerdazy gamma se sklada z jedné katalytické podjednotky POLG kddované
genem POLG (15q26.1, 23,491 bp, 23 exonl) a dvou pomocnych podjednotek POLG2 (POLG2,
17923.3, 26,283 bp, 8 exons) a vykazuje 5°-3 polymerazovou, 3°-5‘ exonukledzovou a 5 dRP lyazovou
aktivitu (Szymanski et al.,, 2015). Dvé asymetricky umisténé pomocné podjednotky, proximdlni a
distalni, umoZniuji pevnéjsi vazbu DNA, resp. vyssi katalytickou aktivitu a procesivitu enzymu a
potlacuji exonukledzovou aktivitu (Szymanski et al., 2015). POLG obsahuje od N-konce 3‘-5’
exonukledzovou (aminokyselinové zbytky 26—418), spojovaci (linker, 419-755) a 5°-3‘ polymerazovou
doménu (756-1239). Polymeraza gamma je vysoce presna s frekvenci chybovosti méné nez 1 x 107
(Longley et al., 2001).

Mysi genovy knockout ukazal, Ze jak katalyticka, tak pomocnd podjednotka jsou esencidlni pro
embryogenezi (Hance et al.,, 2005; Humble et al., 2013). Mysi modely s mutacemi v exonukledzové
doméné vykazuji predcasné starnuti a 2500x vyssi frekvenci mutaci v mtDNA (Vermulst et al., 2007).
Podobny efekt byl jiz dfive demonstrovan u kvasinky (Foury and Vanderstraeten, 1992) a
kultivovanych lidskych bunék (Spelbrink et al., 2000).

Mutace v genu POLG jsou nejcastéjsi pri¢inou mitochondridlnich onemocnéni zplsobenych
zménou  jaderného genomu svice neZ 300 objevenymi patogennimi  mutacemi

(http://tools.niehs.nih.gov/polg/). Prvni patogenni mutace POLG, zpUsobujici progresivni externi

oftalmoplegii, byla nalezena v roce 2001 (Van Goethem et al., 2001). Od té doby byly mutace v tomto
genu spojeny mimo jiné s nasledujicimi onemocnénimi: Alpers-Huttenlocherliv syndrom (AHS),
mitochondridlni neurogastrointestindlni encefalopatie (MNGIE), syndrom myoklonické epilepsie,
myopatie a sensorické ataxie (myoclonic epilepsy myopathy sensory ataxia, MEMSA), autosomalné
recesivni progresivni externi oftalmoplegie (arPEQO), autosomalné dominantni progresivni externi
oftalmoplegie (adPEO), spektrum détské myocerebrohepatopatie (childhood
myocerebrohepatopathy spectrum, MCHS) a spektrum ataxie-neuropatie (ataxia-neuropathy
spectrum, ANS), jenZz zahrnuje syndrom mitochondridlni recesivni ataxie (mitochondrial recessive
ataxia syndrome, MIRAS), syndrom senzorické ataxie, neuropatie, dysartrie a oftalmoplegie (sensory
ataxia-neuropathy-dysarthria-ophthalmoplegia, SANDO) a spinocerebeldrni ataxii s epilepsii
(spinocerebellar ataxia with epilepsy, SCAE) (El-Hattab et al., 2017).

Alpers-Huttenlocherdv syndrom (AHS) je autosomalné recesivni mitochondridlni onemocnéni
s prevalenci pfiblizné 1:50000 a dobou nastupu obvykle mezi 2. a 4. rokem. Vyznacuje se progresivni
encefalopatii, nezvladatelnou epilepsii, psychomotorickou regresi, hepatopatii, ataxii a tkanové

specifickou depleci mtDNA. Pacienti se zfidka dozZivaji vice nez 10 let (Euro et al., 2011). NejCasté;ji
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byva zpUsoben pravé mutacemi POLG (Euro et al., 2011), ovSsem podobny fenotyp byl pozorovéan i u
mutaci v genech mitochondridlnich aminoacyl-tRNA-syntetdz katalyzujicich pfipojeni fenylalaninu,
prolinu a asparaginu k pfislusnym tRNA (Elo et al., 2012; Sofou et al., 2015). Zda se, Ze recesivni
mutace zpuUsobujici AHS jsou v ramci POLG sdruZzeny do péti shluk(, coz muize byt uZitecné pro

diagnostiku nové objevenych mutaci (Euro et al., 2011).

1.2.4 Odstranéni primert a ukonceni replikace mitochondrialni DNA

Casto prehlizenou, ale pro Ulely této prace dileZitou, soucasti replikace mtDNA je jeji ukonéeni,
véetné odstranéni primerQ a ligace nové vzniklé linedrni molekuly do kruhové podoby. Zda se, Ze
v mitochondriich existuje velmi dlouhy primer replikace dlouhého ftetézce zalinajici v misté
promotoru lehkého fetézce (kapitola 1.2.2). Neni vSak zcela jasné, kde dochazi k prechodu mezi
syntézou RNA a DNA. Tento primer je pfed ukonéenim replikace a ligaci potreba odstranit. K tomu
slouzi v burice enzymy zvané RNdzy H, které maji schopnost stépit RNA retézec delsi nez 4 nt
v hybridni molekule RNA/DNA (Nowotny et al., 2008). U savci se vyskytuji dvé RNazy H, Cisté jaderna
RN&za H2 a RNaza H1, kterda ma dva mozné pocatky translace, v disledku ¢ehoZz mize nebo nemusi
obsahovat mitochondridlni cilovou sekvenci (Holmes et al., 2015; Nowotny et al., 2008). RNaza H
vSak neni schopna odstranit posledni dva nukleotidy nékdejsiho primeru a nechava tak kratky RNA
presah vyZadujici dalSi enzymatickou aktivitu pro Uplné dokonceni replikace (Nowotny et al., 2008).
V tuto chvili pfichazi na fadu dulleZitd aktivita DNA polymerazy, kterd je schopna vytésnit kratky
presah bez pfitomnosti helikdzy. Pokud tento presah neni odstranén jinym enzymem, dojde po
kratké dobé k odbourdni poslednich nukleotiddi nové syntetizované DNA exonukleazovou aktivitou
polymerdzy a jejimu ndvratu na plvodni misto. Tento proces se nékdy nazyva idling (angl. volnobéh)
(Garg et al., 2004). VSechny tyto aktivity vykazuje i polymeraza gamma (Macao et al., 2015).

Existuje nékolik modell odstranéni primerd v mitochondriich. Prvni predpoklada, Ze vétsina
primeru az na posledni dva nukleotidy je odstranéna RNazou H1. Ve chvili, kdy polymeraza gamma
dorazi k 5’ konci nékdejsiho primeru, vytésni kratky presah, ktery je ihned odstépen nukledzou, jako
napf. FEN1 nebo MGME1. Druhy model nepfedpokladd zapojeni RNazy H1, ale postupné odstranéni
primeru opakovanou tvorbou presahi aktivitou polymerazy gamma a jejich stépenim pomoci FEN1.
MGME1 neni schopnd Stépit RNA presahy pokud se ihned ve sméru 3’ od nich nenachdzi DNA
(Kornblum et al., 2013). Tento model se vSak zda velmi neefektivni a v jeho neprospéch hovofi nejista
funkce FEN1 v mitochondriich (Kazak et al.,, 2013), skutecnost, Ze RNaza H1 je ziejmé
nepostradatelna v replikaci mtDNA (Holmes et al., 2015), a dalsi zjisténi ukazujici na nezbytnou funkci
MGME1 uvedena nize po vysvétleni posledniho modelu.

Ten predpoklada delsi rozvinuti dvouretézce za ucasti helikdzy ze strany primeru aZ do oblasti,

kde jsou obé vlakna tvorena DNA. Na tento dlouhy presah je navdzan mtSSB, coz vSak nejspis
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predstavuje prekazku pro vyuziti FEN1, jejiz aktivita je moZna inhibovana jeho pfitomnosti, podobné
jako ji inhibuje jaderny protein RPA (replication protein A, protein replikace A) (Ayyagari et al., 2003).
V takovém pripadé by mohla byt vyuZita kombinovand aktivita DNA2 a MGME1. DNA2 podporuje
syntézu DNA polymerazou gamma vytvarejici presah, neni vSak schopnd jej nasledné odstépit v celé
jeho délce (Gloor et al., 2012), coz? je aktivita, kterou by mohla zajistovat pravé MGME1. Tento model
podporuje i pozorovani, ze u kultivovanych fibroblastl postradajicich funkéni MGME1 dochazi
k posunu 5 koncll nové syntetizovanych tézkych rfetézc DNA do oblasti CSB2, coZ by mohlo pfiblizné
odpovidat plvodnimu mistu pfechodu mezi RNA primerem a syntézou DNA (Nicholls et al., 2014).
Dals$im voditkem ve prospéch posledniho modelu by mohlo byt zjisténi, Ze v bunkach pacientl
s mutaci MGME1 se nachazi pfiblizné 11 kb dlouhé linearni fragmenty mtDNA, které by mohly vznikat
zpUsobem vysvétlenym na Obrazku 3 (Nicholls et al., 2014). Podobné fragmenty se vyskytuji i u mysi
s mutaci v exonukledzové doméné POLG, maji ale 5 konec posunuty ptiblizné o 600 nt dale, coz je
zfejmé zpUlsobeno tim, Ze DNA polymerdaza bez funkéni exonukledzové domény neprovadi spravnym
zpUsobem vySe popsany idling a vytvari pfilis rychle pfilis dlouhé presahy, které jsou nasledné
degradovany. Pfitomnost linearnich fragmentll zase odkazuje na dlleZitost spravného priabéhu idling

pro Uspésné dokonceni ligace mtDNA (Bailey et al., 2009).
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PferuSeny templat L
Replikace H retézce retézce

Pferuseni

-

Ori L\.‘

dsDNA zlom

Pferuseni

Preruseny H retézec 11kb linearni fragment

Obrazek 3: Model vysvétlujici vznik 11 kb dlouhého linedrniho fragmentu pfi poruchdch odstranéni
primert nebo ligace. Jakmile dosdhne replikujici POLG 5° konce nascentniho tézkého retézce
(prerusovand zelend cdra), vytvori se docasny 5° presah. Pokud neni odstranén nukledzami nebo je
naruSena exonukledzovd aktivita polymerdzy gamma, dojde k naruseni ligace a vzniku zlomu.
V ndsledujicim kole replikace dojde k ukonceni replikace L fetézce jakmile replikacni vidlicka dosdhne
zlomu, ¢imZ vznikne dvoufetézcovy zlom v okoli pocdtku replikace téZzkého rfetézce. Jednovidknovd
Cdst H retézce je odstranéna (vpravo dole) za vzniku linedrniho fragmentu o délce priblizné 11 kb.
Prevzato a upraveno dle (Uhler and Falkenberg, 2015).

MGMEL1 je kédovana stejnojmennym genem (20p11.23, 22,529 bp, 8 exonu). Patfi do podrodiny
RecB nukledz PD-(D/E)XK, obsahuje mitochondridlni cilovou sekvenci a byla ukazana jeji
mitochondrialni lokalizace. MGME1 ucinnéji Stépi ssDNA nez dsDNA, nestépi vsak RNA a to ani
v hybridnich RNA/DNA molekulach. Je ovSéem schopna stépit DNA v molekule obsahujici RNA/DNA
prechod, jako napfiklad pravé replikacni intermediaty na 3’konci primer( (Kornblum et al., 2013).
MGME1 muze stépit jak 5, tak 3’ presahy a zvysSuje exonukledzovou aktivitu polymerdazy gamma
(Nicholls et al., 2014). Mutace MGME1 byly nalezeny u pacient( s velmi rozdilnymi fenotypy. Sest
jedinc( s bialelickymi mutacemi vykazovalo myopatii s PEO a respiracnim selhanim s nastupem ve
véku 10-36 let a s delecemi anebo snizenym mnoZstvim mtDNA v kosterni svaloviné (Kornblum et al.,
2013). Homozygotni delece s posunem cteciho ramce mohou naproti tomu zpUsobit progresivni

cerebelarni ataxii s mikrocefalii, fundus albipunctatus a pocatkem v raném détstvi (Hebbar et al,,
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2017). Fibroblasty pacientll vykazuji spektrum mutaci a zmén mtDNA vcietné deleci, deplece a
akumulace 7S-DNA. Naopak genovy knockdown MGME1 u Hela bunék pomoci siRNA prekvapivé
nezpusobil Zadnou zménu v mnozstvi mtDNA a to ani v kombinaci s FEN1 nebo DNA2 (Kornblum et

al., 2013).

1.3 Mitochondrialni proteosyntéza

Jak bylo uvedeno vjinych kapitolach této prace, vétSina proteini plnicich rozmanité funkce
v mitochondriich je kddovdna jadernymi geny a k jejich biosyntéze dochazi transkripci v jadie a
naslednou translaci v cytosolu. Tfinact centrdlnich hydrofobnich podjednotek komplex(i systému
oxidacni fosforylace (kapitola 1.4) je vsak kédovano geny v mtDNA a v mitochondrii tak probiha
vlastni proteosyntéza. Jednim z jejich specifik je skute€nost, Zze vsechny proteiny, které zajistuji
mitochondridlni transkripci a translaci a s nimi souvisejici déje, pochazi z cytosolu (a jsou kédovany
v jadre), zatimco vSechny tRNA i rRNA vznikaji transkripci mtDNA (a naslednymi modifikacemi)
(Andrews et al., 1999; D’Souza and Minczuk, 2018). DlleZitost tohoto procesu podtrhuje i skutec¢nost,
Ze asi jedna tretina pfipadd mitochondridlnich onemocnéni je zfejmé zplsobena narusenim
mitochondridlni transkripce nebo translace (Boczonadi and Horvath, 2014). Vysvétleni procesu
proteosyntézy v mitochondriich niZe je zjednodusené a uvedeny soubor ztcastnénych proteind neni
kompletni se zaméfenim predevsim na nejdalezitéjsi hrace anebo proteiny, jejichz porucha je
spojena s mitochondridalnim onemocnénim. Vétsi pozornost je pak vénovana mitochondridlnim

aminoacyl-tRNA-syntetdazam, které maji zvySenou dulezitost pro tuto praci.

1.3.1 Mitochondrialni transkripce, modifikace RNA

Proces mitochondrialni transkripce a nasledného zpracovani primarniho transkriptu je do znacné
miry odliSny od jaderného protéjsku. Probihd na kazdém fetézci z jednoho promotoru v nekddujici
oblasti mitochondridlni DNA (kapitola 1.2.1) a je polycistronni. Primarni transkript vznikly prepisem
z promotoru lehkého retézce tvori podklad syntézy osmi tRNA a podjednotky MT-ND6 komplexu I,
zatimco druhy fetézec mtDNA zajistuje vznik vSech ostatnich mitochondrialné kédovanych protein( a
RNA, vcéetné zbyvajicich tRNA a dvou rRNA (Chang and Clayton, 1984). Mitochondrialni RNA-
polymeraza POLRMT vykazuje vyznamnou podobnost s polymerazami bakteriofagli T3 a T7 (Ringel et
al., 2011), na rozdil od nich vsak neni schopna zahdjit transkripci bez dalSich proteinovych faktor(.
Témi jsou predevsim mitochondridlni transkripéni faktor A (TFAM, Transcription Factor A,
Mitochondrial) (Kanki et al., 2004) a mitochondridlni transkripéni faktor B2 (TFB2M) (Posse and
Gustafsson, 2017). Elongaci RNA pak udrZuje mitochondridlni transkripcni elongacni faktor (TEFM,
Transcription Elongation Factor, Mitochondrial), ktery pravdépodobné také zajistuje, aby nedoslo

k jejimu predcasnému ukonceni v oblasti CSB2 (kapitola 1.2.2) (Posse et al., 2015). Terminace
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transkripce se Ucastni mj. protein MTERF1 (Mitochondrial Transcription Termination Factor 1,
mitochondrialni transkrip¢ni terminacni faktor 1) (Yakubovskaya et al., 2010).

Vzhledem k usporadani gend v mtDNA obsahuje vznikly polycistronni transkript prepis genl
proteinovych podjednotek OXPHOS a rRNA oddélenych uUseky kodujicimi mitochondridlni tRNA
(Andrews et al., 1999). Aktivitou RNazy P a RNazy Z na 5, resp. 3‘ konci tRNA kodujicich oblasti tak
dojde k oddéleni vSech kddujicich region, coz byva nazyvano tRNA Punctuation Model (interpunkéni
model tRNA) (Brzezniak et al., 2011; Holzmann et al.,, 2008). Ten vsak nezajistuje veskerou
nukledzovou aktivitu pfi zpracovani mitochondridlni RNA a nékdy je potieba dalsi stépeni, na némz se
zfejmé podili mj. proteiny ze skupiny FASTK (Fas-activated serine/threonine kinase, serin/threonin
kindza aktivovana Fas) (Boehm et al.,, 2017). Po rozstépeni primarniho transkriptu jsou vsechny
vzniklé RNA kromé MT-ND6 polyadenylovany na svém 3’ konci mitochondridlni polyA polymerazou
(mtPAP, Mitochondrial Poly(A) Polymerase). Zatimco u bakterii je polyadenylace signdlem
k degradaci prislusené RNA, u eukaryotnich organism( zajistuje stabilitu jadernych mRNA.
V mitochondriich je pak jeji vliv zavisly na konkrétni mRNA, kterd je takto modifikovana (Tomecki et
al., 2004). Navic v mitochondriich probihaji dalsi modifikace RNA, jako napfiklad pridani nukleotidud
CCA na 3’ konce tRNA (Nagaike et al., 2001) a fada dalSich (D’Souza and Minczuk, 2018).

1.3.2 Aminoacyl-tRNA-syntetazy v mitochondriich

Proces aminoacylace tRNA v mitochondriich zajistuje 19 aminoacyl-tRNA-syntetdz (ARS)
importovanych z cytosolu, z nichz 17 je specifickych pouze pro mitochondrie, zatimco syntetazy
kddované geny GARS a KARS (Gly, Lys) vznikaji vyuZitim alternativniho pocatku translace, resp.
alternativnim sestfihem pre-mRNA cytosolickych enzymU (Bonnefond et al., 2005; Tolkunova et al.,
2000). Mitochondrie neobsahuji specifickou ARS pro pfipojeni glutaminu na pfislusnou tRNA, k tomu
dochazi prvotni aminoacylaci kyselinou glutamovou a naslednou transaminaci na glutamin
(Echevarria et al., 2014). Patogenni mutace byly nalezeny v genech vsech mitochondridlnich ARS a ve
vétsSiné pripadu se vyznacuji postizenim centralni nervové soustavy (Sissler et al., 2017).

DARS2 je gen mitochondridlni aminoacyl-tRNA-syntetdzy, jejimiZ substraty jsou aspartdt a
pFislugna tRNA™P, Jedna se o syntetazu z tfidy 2 aktivni ve formé dimeru (Bonnefond et al., 2005). Jeji
mutace zpUsobuji vyhradné leukoencefalopatii s postizenim mozkového kmene, michy a zvysenym
laktatem (LBSL, leukoencephalopathy with brainstem and spinal cord involvement and lactate
elevation). Pricina tohoto onemocnéni byla plivodné identifikovana v roce 2007 u jeho lehéi formy
vyznacujici se progresivni ataxii, spasticitou a poruchou funkce michy. Specifické jsou nalezy
nukledrni magnetické rezonance v bilé hmoté v okoli mozkovych komor a v oblastech nékterych drah
v mozkovém kmeni a miSe (Scheper et al., 2007). K ptivodnim nalezim se za posledni roky pridaly mj.

i pfipady s pocatkem v raném détstvi, rychlou progresi a brzkym Umrtim (Steenweg et al., 2012).
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Vsichni znami pacienti jsou sloZeni heterozygoti pro dvé patogenni mutace nebo v malém mnozZstvi
pfipadl homozygoti. Vice nez 90 % z nich pak nese sestfihovou mutaci v intronu 2 zpUsobuijici

absenci exonu 3 v mRNA v kombinaci s dal$i mutaci (van Berge et al., 2014; Scheper et al., 2007).

1.3.3 Mitochondrialni translace
Mitochondrialni ribozom obsahuje pfiblizné 80 polypeptidovych podjednotek, o 36 vice neZ jeho
bakteriadlni protéjsek, avsak pouze 2 rRNA (16S, 12S) (Greber et al., 2015). Zda se, Ze 55 RNA mUzZe byt

Va (Rorbach et al.,

v mitochondridlnim ribozomu nahrazena tRNA, u Clovéka tuto funkci pIni tRNA
2016), u jinych organismd tuto funkci zastava napf. tRNAP™ (Greber et al., 2015). Mitochondridlni
mMRNA ¢lovéka neobsahuji 5° netranslatovanou oblast, kterd se v cytosolu podili na regulaci poc¢atku
translace, byly vsak identifikovany specifické proteinové translaéni aktivatory pro nékteré mRNA
(Weraarpachai et al., 2009). Mitochondrie obsahuji pouze jednu tRNAM®" vyuzivanou pro iniciaci
translace i v jejim prabéhu. Iniciaéni tRNAY®" je viak po své aminoacylaci modifikovana formylaci
methioninového zbytku (Spencer and Spremulli, 2005). Byly nalezeny specifické proteinové faktory
iniciace mitochondrialni translace jako mtIF2 a mtIF3 (Mitochondrial Translational Initiation Factor
2/3, mitochondrialni faktor iniciace translace 2, resp. 3,) (Gaur et al., 2008), elongace (Hammarsund
et al,, 2001) i jejiho ukonceni (Lind et al., 2013). mRNA genli MT-CO1 a MT-ND6 neobsahuji na 5°
konci stop kodon UAA ani UAG, misto toho se zde nachdzi kodony AGA resp. AGG, odpovidajici
v univerzdlnim genetickém kodu aminokyseliné argininu, které vsak nejsou k jejimu zarazeni vyuzity
v zadném mitochondridlnim genu. Spekuluje se, Ze k terminaci vtomto pfipadé dochdazi posunem

Cteciho rdmce na konci translace o jeden nukleotid (Temperley et al., 2010).

1.4 Oxidacni fosforylace

Lidské buriky denné vyprodukuji asi 50 kg ATP, z nichZ asi 80 % vznikd v mitochondrii pfi procesu tzv.
oxidacni fosforylace (Kuhlbrandt, 2015). Ten vyuzivd mechanismu zvaného chemiosmadza (Mitchell,
1961) a v mitochondriich ma dvé hlavni slozky (Obrazek 4). Prvni z nich se nazyva dychaci neboli
elektron-transportni retézec (ETC, electron transport chain) a skldda se ze 4 hlavnich proteinovych
komplext (komplex | neboli NADH-ubichinonreduktdza, komplex Il neboli sukcindtdehydrogenaza,
komplex Il neboli ubichinol-cyt c-reduktaza a komplex IV neboli cytochrom-c-oxidaza). V ném jsou
elektrony ziskané predevsim v Krebsové cyklu v podobé redukovanych koenzym( NADH a FADH,
predavany mezi redoxnimi centry komplexd se vzrlstajicim redox potencialem od pfiblizné -340 mV
pro flavin mononukleotid (FMN) komplexu | po 340 mV binuklearniho centra hemu as/CuB komplexu
IV. Nakonec jsou pouzity k redukci molekulového kysliku s redoxnim potenciadlem pfiblizné 820 mV na
dvé molekuly vody (Papa et al., 2012). Pfenos elektrond mezi komplexy zajistuji dva mobilni

prenasece, hydrofobni ubichinon, pohybuijici se ve vnitfni mitochondridlni membrané a predavajici
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elektrony na komplex lll, a cytochrom ¢, maly protein s navazanou hemovou skupinou pohybuijici se
v mezimembranovém prostoru a zajistujici pfenos mezi komplexem IIl a IV (CRANE et al.,, 1957).
Uvolnéna energie je pfi prlichodu elektron( vyuZzivana komplexy |, lll a IV pro transport protont pres
vnitfni mitochondridlni membranu ve sméru z matrix do mezimembranového prostoru. Vznikly
gradient, za fyziologickych podminek odpovidajici asi 0,6—0,8 rozdilu pH a potencidlu 180 mV na
vnitfni membrané (Kuhlbrandt, 2015), je nasledné vyuzit komplexem V neboli F,Fo-ATP-syntazou ke
katalyze vzniku ATP (Sambongi et al., 1999). Vzhledem k tomu, Ze elektrony koenzymu FADH,, ktery
je soucasti komplexu Il, jsou predavany na ubichinon o redoxnim potenciadlu pfiblizné 0 mV bez
soucasného prenosu protonl pres membranu, maji pfi svém celkovém prichodu respirac¢nim
fetézcem mensi vytézek ve formé protonového gradientu. Zde je potreba zdUraznit, Ze nomenklatura
komplex( a vibec pojeti ETC jakoZto retézce muze byt zavadéjici. O funkéni Fetézec se jedna az pravé
od ubichinonu ke komplexu 1V, zatimco ubichinon je redukovdn (na ubichinol) jak komplexem I, tak
komplexem Il, zaroven vSak také méné casto zminovanymi enzymy (ETF:ubichinon-oxidoreduktaza,
glycerol-3-P-dehydrogenaza, dihydroororatdehydrogenaza, cholindehydrogenaza,
prolindehydrogendza, sulfid:chinon-reduktaza) (Enriquez and Lenaz, 2014). Komplexy systému

oxidacni fosforylace se nachazi v oblasti krist vnitfni mitochondrialni membrany (Vogel et al., 2006).

Mezimembranovy H* H*
prostor
Vnitfni : >—Q—
mitochondridlni
membrana e pe—— S L
Mitochondridlni
matrix FADHE FAD+
+2H
NADH | NAD+H* H 0 ADPL ATP
2H* ‘.’20

Komplexy OXPHOS Komplex | Komplex |l Komplex IlI Komplex IV Komplex V

Obrdzek 4: Schéma komplexii systému oxidacni fosforylace na vnitfni mitochondridlni membrdné:
Systém oxidacni fosforylace tvori pét hlavnich komplexd. Komplexy | — IV prijimaji elektrony
z Krebsova cyklu a dalsich drah ve formé redukovanych koenzymu. Preddvaji je mezi sebou pomoci
mobilnich prenasect koenzymu Q (Q) a cytochromu ¢ ve sméru stoupajiciho redox potencidlu aZ na
molekulovy kyslik za vzniku dvou molekul vody. Komplexy I, lll a IV zdroveri vytvdri gradient protont
na vnitfni mitochondridlni membrdné, ktery vyuZiva komplex V ke katalyze vzniku ATP. V obrdzku jsou
zanedbdny stechiometrie protoni a elektrond, bliZe viz text. Pfevzato a upraveno dle (Alston et al.,
2017).

Vyse popsany mechanismus predstavuje tzv. sprazenou respiraci, pfi niz by byla veskera energie
protonového gradientu vyuZita na tvorbu ATP. Za fyziologickych podminek vsak ptiblizné 15-50 %

respirace pripada na zpétny prechod protonl prfes membranu bez soucasné produkce ATP, jev zvany
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protonovy leak (angl. prisak). Ten je mozné kvantifikovat mérenim respirace po pfidani oligomycinu,
inhibitoru ATP-syntazy (Rolfe et al., 1999). Komplexu |, ktery je velmi dlleZity pro tuto praci, se
vénuje 1.4.1, zde se kratce zminim o ostatnich komplexech a s nimi asociovanych onemocnénich.

Komplex Il neboli sukcindtdehydrogendza je z pohledu biochemickych drah v mitochondrii
soucasti jak Krebsova cyklu, tak dychaciho retézce. Obsahuje Ctyfi proteinové podjednotky A, B, C a
D, vSechny kddované jadernymi geny. Podjednotka B obsahuje 3 Zelezo-sirnd centra zatimco
podjednotka A kovalentné vazany flavinadenindinukleotid. Dva elektrony oxidace sukcindtu jsou
preneseny na FAD a nasledné pfes Fe-S centra na ubichinon (Sun et al., 2005). PfestoZe mutace genu
kodujiciho podjednotku A byla vibec prvni identifikovanou patogenni mutaci komplexu ETC
(Bourgeron et al., 1995), poruchy funkce komplexu Il jsou malo Casté. Pfedstavuji ptiblizné 2-8 %
mitochondridlnich onemocnéni, pficemz nejcastéji postihuji centralni nervovou soustavu a srdce
(Jain-Ghai et al., 2013). Klinicky zajimava je asociace heterozygotnich mutaci s nékterymi druhy
rakoviny (Timmers et al., 2009).

Komplex Il katalyzuje oxidaci ubichinolu a postupnou redukci dvou molekul cytochromu c za
soucasného prenosu Ctyf protond do mezimembranového prostoru v procesu zvaném Q cyklus
(Mitchell, 1976). Sklada se zjedenacti rGznych podjednotek, z nichz jedna je kédovana mtDNA
(cytochrom b), o celkové hmotnosti priblizné 240 kDa. Obsahuje Ctyfi prostetické skupiny Gcastnici se
redox reakci (jedno Zelezo-sirné centrum, cyt by ;ses), Cyt by sen), CYt €1), @ v mitochondridlni membrané
se nachazi v podobé homodimeru (Iwata et al., 1998). Mutace mitochondridlniho genu MT-CYB jsou
spojeny predevsim s intoleranci cviceni, ale také kardiomyopatii nebo encefalomyopatii (Lott et al.,
2013), zatimco zpomaleny vyvoj, encefalopatie, laktatova acidéza, porucha jater a ledvin a svalova
slabost jsou asociovany s mutacemi ve ctyfech dalSich jadernych genech kddujicich podjednotky
komplexu Il (Mordaunt et al., 2015).

Komplex IV neboli cytochrom-c-oxidaza katalyzuje redukci molekuly O, na dvé molekuly vody za
prispéni elektron(l jednotlivé pfijatych od ¢tyf molekul redukovaného cytochromu c a ¢tyr vodikovych
proton z mezimembranového prostoru. Soucasné provadi transport ¢tyf protond pres membranu
na jednu redukovanou molekulu kysliku (Papa et al., 1991). Sklada se ze 14 podjednotek, z nichz tfi
jsou kdédovany mtDNA (Balsa et al.,, 2012). Mutace podjednotek komplexu IV zpUsobuji
mitochondridlni onemocnéni, Castéji jsou vSak zasaZzeny proteiny biogeneze komplexu IV, napf. vice
nez 80 mutaci v genu SURF1 zpUsobuje zdvazny Leighlv syndrom (Wedatilake et al., 2013).

Komplex V neboli ATP-syntdza se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, matrixové F; a membranové Fo,
vzdjemné spojenych centralnim a perifernim stonkem. Katalyzuje vznik ATP z anorganického fosfatu a
ADP za spotfeby membranového protonového gradientu, pficemz stechiometrie reakce je mimo jiné
zavisla na poctu vicendsobné se vyskytujici podjednotky ¢ v Fo, ktery se napfti¢ organismy lisi, u

clovéka jich je osm (Watt et al., 2010). Katalyticka funkce je zajisténa tokem protond ve sméru
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gradientu pres Fo doménu zpUsobujicim rotaci prstence ¢ podjednotek prenasenou podjednotkou y
do F1 domény, kde zplsobuje konformacni zménu 3 podjednotky zajistujici katalyzu (Sambongi et al.,
1999). Defekt mitochondridlni ATP-syntazy je nejcastéji zplsoben mutaci genu TMEM?70, kddujicim
transmembranovy protein potfebny k biogenezi komplexu. Ta muiZe zpUsobit kardiomyopatii,

laktatovou aciddézu, encefalopatii nebo Sedy zakal (Spiegel et al., 2011).

1.4.1 Mitochondrialni komplex I a poruchy jeho funkce

Mitochondrialni komplex | neboli NADH-ubichinonreduktdza katalyzuje oxidaci NADH za soucasné
redukce ubichinonu na ubichinol a translokace ¢tyf proton( pres vnitfni mitochondridlni membranu
(Fiedorczuk et al., 2016). Jeho celkovy tvar je vysoce konzervovany a pfipomind pismeno L
s hydrofilnim ramenem v prostoru matrix a hydrofobnim membranovym ramenem. Bakteridlni
komplex | obsahuje pouze 14 rGznych podjednotek, sedm v kazdém z obou ramen, a ma hmotnost
priblizné 550 kDa (Efremov et al., 2010). Tyto podjednotky tvofi v komplexu savcl tzv. core (angl.
jadro), pricemz sedm hydrofobnich podjednotek core nachazejicich se v membranovém rameni je
kédovano mtDNA a jejich ndzvy zacinaji ND, zatimco vSechny jaderné kddované podjednotky maji
nazev zacinajici NDUF. Oproti bakteridlnimu komplexu je mitochondrialni komplex | savc( tvoren
celkem 44 rlznymi podjednotkami, pricemz podjednotka NDUFAB1 je zastoupena dvakrat, pfi
hmotnosti priblizné 980 kDa (Fiedorczuk et al., 2016). VétSina téchto pridavnych podjednotek je
potieba pro spravné slozeni a stabilitu komplexu (Stroud et al., 2016).

Primarnim akceptorem elektronli z NADH je flavinmononukleotid v podjednotce NDUFV1.
Nasledné jsou elektrony predavany mezi sedmi Zelezo-sirnymi centry vazanymi centralnimi
podjednotkami matrixového ramene az k centru N2, odkud jsou predavany na ubichinon (Fiedorczuk
et al., 2016). V komplexu | se nachdzi i osmé Zelezo-sirné centrum, jeho funkce vsak neni jista (Birrell
et al.,, 2013). V membranovém rameni byly identifikovany 4 motivy podobné antiportérim, které
pravdépodobné transportuji po jednom protonu pfi katalytickém cyklu. T¥i z nich jsou tvofeny
podjednotkami ND2, ND4 a ND5 (Efremov and Sazanov, 2011) a jeden podjednotkami ND1, ND6 a
NDA4L (Baradaran et al., 2013). Mechanismus fungovani komplexu | a propojeni toku elektroni mezi
redoxnimi centry s transportem protonU pres vnitfni mitochondridlni membranu je velmi dilezité a
nedofesené téma, rozbor nékolika navrZenych modell vsSak neodpovidd rozsahu této prace
(Fiedorczuk and Sazanov, 2018).

Poruchy funkce mitochondridlniho komplexu | tvofi asi 30 % pfipadld mitochondridlnich
onemocnéni déti, z nich asi 70-80 % je zplsobeno mutacemi genl jaderné kédovanych podjednotek.
Mutace byly nalezeny ve vSech mitochondridlnich genech kddujicich hydrofobni podjednotky
membranové domény a minimalné ve 20 genech jaderné kédovanych podjednotek (Fiedorczuk and

Sazanov, 2018). Prestoze klinické projevy pacientt se lisi, obecna progndza pri defektu komplexu | je
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Spatna. 50 % pacientl umird v prvnich dvou letech Zivota a 75 % se nedoZiva 10 let (Fiedorczuk and
Sazanov, 2018). Mezi nejcastéjsi syndromy zplsobené mutacemi podjednotek komplexu | patfi
Leberova hereditarni optickd neuropatie (LHON, kapitola 1.5), syndrom mitochondrialni
encefalomyopatie, laktatové acidézy a epizod podobnych mozkové prihodé (MELAS, mitochondrial
encephalomyopathy and lactic acidosis and stroke-like episodes syndrome) a LeighQv syndrom.

Leightv syndrom, také nazyvany subakutni nekrotizujici encefalomyelopatie, je nejcastéjsi
mitochondridlni onemocnéni u déti. Nejcastéji se objevuje mezi 3 mésici a dvéma roky véku a mlze
byt zplsoben mutacemi ve vice neZ 75 genech. Projevuje se neuromotorickou regresi s nasledkem
smrti selhanim dychani a typickym obrazem pfi vySetfeni mozku pomoci magnetické rezonance (Lake
et al., 2016).

Bez zajimavosti neni prostorové rozdéleni mutaci zplsobujicich jednotlivd onemocnéni v rdmci
mitochodridlniho komplexu I, kdy vétSina mutaci zpUsobujicich Leighlv syndrom se nachazi v genech
podjednotek matrixového ramene, zatimco mutace zpUsobujici LHON se objevuji pfedevsim v genech
membranovych podjednotek (Fiedorczuk and Sazanov, 2018).

Jednou z podjednotek ucastnicich se prenosu elektrond z NADH na ubichinon je NDUFS8. Tato
podjednotka ve své centralni Casti vaZe Zelezo-sirnd centra N5 a N6a a mutace zp(lisobujici zmény
aminokyselinovych zbytk( v jejich blizkosti pravdépodobné zpUsobi naruseni toku elektrond. N-konec
NDUFS8 umistény periferné daleko od zbytku podjednotky obsahuje dva amfipatické helixy
s neznamou funkci, zména jejich aminokyselinového sloZeni ale zplsobuje progresivni externi
oftalmoplegii nebo Leightv syndrom (Marina et al., 2013). Pravdépodobné se tedy podili na skladani
nebo stabilité komplexu (Fiedorczuk et al., 2016). NDUFS8 je soucasné jaderné kdédovanou

podjednotkou komplexu I, s niz byl LeighlGv syndrom spojen vibec poprvé (Loeffen et al., 1998).

1.4.2 Superkomplexy vnitini mitochondrialni membrany

Vyse popsana situace komplexd dychaciho fetézce by odpovidala tzv. fluidnimu modelu neboli
modelu ndhodnych srazek (Hackenbrock et al., 1986). Podle ného se komplexy ETC volné pohybuiji
v membrdné krist a elektrony jsou mezi nimi pfenaseny pomoci ubichinolu, resp. cytochromu c.
Tento dlouhou dobu pfijimany model nahradil dfivéjsi model pevny, u néhoZ se predpokladalo, Ze
komplexy respiracniho fetézce spolu s ATP-syntazou jsou spolu spojeny do jedné pevné struktury pro
zajisténi maximalni katalytické efektivity po sobé jdoucich reakci (Chance et al., 1963). V roce 2000 se
zddlo, Ze mozna dojde k obnoveni starsiho modelu, kdyZ byla poprvé pozorovana asociace komplexu
I, lll a IV pomoci modré nativni polyakrylamidové gelové elektroforézy pfi pouziti protein( ziskanych
z bunék kvasinky S. cerevisiae a srdce tura domaciho (Schagger and Pfeiffer, 2000). Pozdéji byla
podobna pozorovani opakovana u jinych druh z rGznych skupin organismu (Acin-Perez et al., 2008;

Krause et al., 2004) a jinymi metodami (Acin-Perez et al., 2008; Davies et al., 2018). Nejcastéji
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pozorovany superkomplex v bunikdch savcl se stechiometrii I;11I,1V; byl pojmenovan respirasom a
byly ziskany prvni strukturni Udaje pomoci kryoelektronové mikroskopie (Davies et al., 2018).
Prestoze pomoci elektronové mikroskopie a spoleénou izolaci bylo zjisténo, Ze soucdsti
superkomplext je i ubichinon a cytochrom c¢ (Acin-Perez et al., 2008; Davies et al., 2018), coz by
odpovidalo plvodnimu pevnému modelu, kinetickd méreni pravé pro ubichinon ukazala, Ze se
v membrané vyskytuje v nékolika populacich, které vsak nejsou prisné oddéleny a pouze ¢ast je
vazand na superkomplexy (Blaza et al., 2014). Vytvoren tak byl model plasticity, podle néhoz je ¢ast
komplex( dychaciho retézce soucasti superkomplex(, zatimco ¢ast se pohybuje volné v membrané a
obé skupiny jsou v dynamické rovnovaze.

Funkce superkomplex( nenf jista. Jednou z teorii je vyssi efektivita katalytického mechanismu
navazujicich komplexd, ¢emuZ by nasvédcovala i pfitomnost vazanych prenasecl. Zaroven bylo
zjisténo, Ze v nepfitomnosti komplext Il a IV se vyznamné sniZuje stabilita a mnozstvi komplexu |,
vzajemna stabilizace je tedy dal$i z moZnosti (Schagger et al., 2004). Pomér superkomplexd vUci
volnym komplextim je navic zfejmé presné regulovan a méni se podle dostupnosti Zivin (Lapuente-
Brun et al., 2013) nebo diferenciacniho stavu buriky (Beutner et al., 2014).

Také komplexy ATP-syntazy asociuji do vétsich celk(. Jedna se predevsim o dimery spojené pod
urcitym dhlem, ¢imz zfejmé zakfivuji membranu. Soucasné s tim se dimery samovolné usporadavaji
do fad na hranach krist, jejichZ vzniku pravdépodobné napomahaji (Davies et al., 2012). O tom svédci
i narusend struktura krist pfi provedeni genového knockoutu podjednotek zodpovédnych za
vzajemnou vazbu monomerU (Davies et al., 2012) a skutecnost, Ze prokaryotni organismy obvykle

nedisponuji ani témito podjednotkami, ani strukturami dopovidajicimi kristam.

1.5 Mitochondrialni onemocnéni

Mitochondridlni onemocnéni tvofi heterogenni skupinu dédiénych poruch energetického
metabolismu mitochondrii, nej¢astéji postihujicich tkdné, organy a organové systémy s vysokou
energetickou narocnosti. Mezi ty patfi napfiklad nervova tkan, tedy jak centralni, tak periferni
nervovy systém, pficné pruhovana svalovina, srdecni svalovina, endokrinni systém, jatra nebo ledviny
(Alston et al., 2017; Gorman et al., 2016). Casto se vyskytuji jako multisystémova onemocnéni
zasahujici mnoho rlznych organ(, vyjimecné mohou vsak mit i izolované projevy, napt. Leberova
hereditarni opticka neuropatie (LHON), postihujici gangliové burky sitnice a zpUsobujici vyznamné
zhorsené vidéni aZ ztratu zraku predevsim v centru zorného pole (Jay, 1990), nebo izolovana
myopatie ¢i chronicka progresivni externi oftalmoplegie (CPEO) (Taylor et al., 2004). Vék nastupu
vykazuje zvlastni rozdéleni se dvéma vrcholy, jednim do tfi let véku a druhym SirSim od konce

dospivani do ¢étvrté dekady Zivota (Gorman et al.,, 2016), mitochondridlni onemocnéni ale mize
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propuknout i pozdéji, predevsim v pripadé CPEO, ale také napftiklad progresivni externi oftalmoplegie
zpUsobené mutaci OPA1 (kapitola 1.1.1.2) (Nochez et al., 2009).

Specifikem mitochondridlnich onemocnéni je rozmanitost moznych forem dédi¢nosti. Vyskytuje
se dédi¢nost autosomalné dominantni, autosomalné recesivni, X vdzand, ale pfridava se i dédi¢nost
maternalni zplsobena maternalni dédi¢nosti mitochondrialniho genomu (Pyle et al., 2015) (kapitola
1.2.1). Sni souvisi jev zvany heteroplasmie, znamenajici pfitomnost vice neZ jedné varianty
mitochondridlni DNA vdané burnce. Aby doslo kprojevu onemocnéni zplsobeného mutaci
mitochondridlni DNA, musi heteroplasmie, tedy zastoupeni mutované formy, prekrocit urcitou
hranici. Ta se lisi podle konkrétni mutace a dalSich podminek ovliviiujicich mitochondridlni energetiku
v daném bunécném typu, véetné jaderného genotypu nebo napt. pohlavi (Frazier et al., 2019), Casto
vsak byva okolo 60-70 % (de Laat et al., 2012). Stejnd mutace mUze na zakladé rizné heteroplasmie
navic zplsobovat rlznd onemocnéni, jako je tomu u zamény m.8993T>G. Ta zpUsobuje pfi
heteroplasmii pfiblizné 70-90 % neurogenni svalovou slabost, ataxii a retinitis pigmentosa (NARP,
Neurogenic muscle weakness, ataxia and retinitis pigmentosa), zatimco pfi vice nez 90 % mutovanych
pacienti asymptomaticti (White et al., 1999). Situace je ovsem jesté sloZitéjsi. Stejné jako mutace
jaderného genomu se mohou i mutace mtDNA objevovat sporadicky, tj. vznikat de novo v pribéhu
embryonalniho vyvoje nebo v zarodecnych tkanich matky bez detekovatelného vyskytu v jejich
tkanich bézné dostupnych pro vysetfeni. AvSak zatimco bodové mutace mtDNA byvaji v pfiblizné
75 % pripadl zdédéné, velké delece vznikaji v naprosté vétsiné de novo a pravdépodobnost prenosu
na potomka je méné nez 10 % (Sallevelt et al., 2017). SloZitd dédicnost je pouze jednou z komplikaci
pfi diagnostice mitochondrialnich onemocnéni.

Doposud bylo identifikovdno pfiblizné 300 jadernych gend, jejichz mutace zpUsobuji
mitochondridlni onemocnéni (viz (Frazier et al., 2019) pro kompletni seznam vsech identifikovanych
jadernych i mitochondridlnich gen(i do roku 2017), tento pocet se vsak kazdym rokem zvysuje. Od
roku 2012 do roku 2017 bylo pramérné identifikovdno 22 takovych gen(i rocné. Proteiny a RNA, které
tyto geny kdéduji, mohou spadat do mnoha rliznych skupin podle toho, jakym zplsobem ovliviuji
spravnou funkci mitochondrii. Mimo jiné se jednd pfimo o podjednotky komplex respiracniho
fetézce a ATP-syntazy, jejich asemblacni faktory a mobilni pfenasece ETC, stejné jako proteiny
zajistujici jejich biogenezi. Dale proteiny Gdrzby, replikace a exprese mitochondridlniho genomu,
proteiny dynamiky mitochondrii, mitochondridlni homestazy a kontroly kvality, véetné proteind
s funkci v apoptdze a mitofagii, a dalsi (Frazier et al., 2019; Gorman et al., 2016).

Prevalence détskych mitochondridlnich onemocnéni cini pfiblizné 5-15 pfipadd na sto tisic
narozenych (Skladal et al., 2003). Prevalence u dospélych byla neddvno vyhodnocena u pacientl

zregionu severovychodni Anglie jako 9,6, respektive 2,9 na 100000 zvlast pro onemocnéni
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zpUsobena mutacemi v mitochondridlni a jaderné DNA (Gorman et al., 2015). Tento nepomér, kdy je
pfiblizné 75 % mitochondridlnich onemocnéni dospélych zplsobeno mutacemi v mtDNA, je u
détskych pacientl obracen a mutace mitochondridlniho genomu zde zpUsobuji pouze 20-25 %
pfipadd, zatimco vétSina pacientll vykazuje bialelické autosomalné recesivni mutace (Skladal et al.,

2003) (tak, jak je tomu i u vSech pacientl v této préci aZz na jednoho).

1.5.1 Diagnostika mitochondrialnich onemocnéni

Urceni molekuldrni pfi¢iny mitochondridlnich onemocnéni je i pres pokroky v posledni dobé stale
naro¢nym Ukolem. To ilustruje i Uspésnost 30-60 % v urceni kauzdlnich mutaci v poslednich letech
(Taylor et al., 2014; Wortmann et al., 2015). Diagnostika na zakladé klinickych projevu je sloZita kvali
malé korelaci mezi genotypem a fenotypem pacientd, kdy naptiklad LeighGv syndrom, nejcastéjsi
mitochondridlni onemocnéni v détstvi, mlzZe byt zplsoben mutaci vice nez 75 rliznych gen(l (Lake et
al., 2016) (kapitola 1.4.1). Naopak nejcastéji mutovanym jadernym genem této skupiny nemoci je
zfejmé POLG, jehoZz mutace vsak zplsobuji minimalné 7 rlznych syndromi (El-Hattab et al., 2017)
(kapitola 1.2.3). Po vysloveni podezieni na mitochondridlni onemocnéni obvykle nasleduje jednak
fada dalSich specializovanych vysetfeni mj. oftalmologickych (Ronnback et al., 2013), neurologickych
(véetné magnetické resonance, EEG a EMG a mnoha dalSich (Bonfante et al., 2016)) a jinych a
zaroven fada laboratornich stanoveni metabolitd predevsim v krvi, moéi a mozkomiSniho moku
(Shaham et al., 2010; Wortmann et al., 2013). | po provedeni této série diagnostickych test( byla az
donedavna pred pfistoupenim k molekularné genetickym metodam obvykle indikovana biochemicka
méreni a dalsi pozorovani na tkanich ziskanych biopsii, pficemz nejcastéji se jednalo o tkan svalovou.
Zahrnovala histologicka a histochemicka vysetteni, kdy napfiklad modifikované Gomoriho barveni
umoznuje detekci takzvanych ragged red fibers (RRF, drsna cervena vlakna), predstavujicich jeden
z charakteristickych histopatologickych ndlez(i mitochondridlnich onemocnéni vznikajici v disledku
proliferace mitochondrii pod sarkolemou svalovych vldken jako kompenzaéniho mechanismu
bioenergetického defektu (Moraes et al., 1992). Casto pouZivanou histochemickou metodou je
sledovani funkce komplexu IV cytochrom-c-oxidazy (COX), obsahujiciho podjednotky kédované
mtDNA, v kombinaci s komplexem Il sukcinatdehydrogenazou (SDH) s podjednotkami kédovanymi
vyhradné jadernou DNA. Kombinace obou reakci na jednom preparatu umoZznuje ¢asto identifikaci
vldken s mitochondridlni dysfunkci zplsobenou defekty mtDNA viditelnych pro jejich snizenou
aktivitu COX v kombinaci s normalni aktivitou SDH (Sciacco et al., 1994). Dalsi vyuziti materialu
svalové biopsie zahrnuje predevsim stanoveni aktivit komplex( oxidacni fosforylace in vitro
spektrofotometrickymi metodami (Kirby et al., 2007), pfipadné mnozstvi jednotlivych komplex( a

superkomplext nebo jejich asemblacnich intermediatd.
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Konec¢na molekularni diagndza je stanovena sekvenacnimi metodami, které dnes vétSinou
prichazeji na fadu dfive nez je indikovana biopsie svalu. V soucasné dobé umoznuje vyssi dostupnost
metod nové generace Castéjsi pouZiti sekvenace celého exomu (Wortmann et al., 2015) (WES, whole
exome sequencing) popripadé genomu (WGS, whole genome sequencing)(Hartmannova et al., 2016)
na ukor sekvenace omezeného poctu kandidatnich genl (Alston et al., 2016). To sebou vsak nese
prekdzku v podobé validace zjisténych mutaci jako pfi¢iny daného onemocnéni. Kombinaci
sekvenacnich a vySe uvedenych laboratornich metod je pak WES s naslednym srovnanim virtualniho
panelu kandidatnich genl s moZnym rozsifenim pti nenalezeni pravdépodobné kauzalni mutace
(Wortmann et al., 2015).

Vzhledem k narocnosti svalové biopsie predevsim pro détské pacienty a dostupnosti WES a WGS
je snaha vyvinout metody validace kauzalnich mutaci vyuzivajici sndze dostupné bunécné typy, jako
jsou koini fibroblasty a izolované lymfocyty, které se k diagnostice nékterych mitochondrialnich
onemocnéni vyuZzivaji jiz dels$i dobu (Robinson, 1996). Pfedevsim pfi porovnavani vysledkd ziskanych
pouzitim téchto bunék s vysledky z jiné tkané, napf. svaloviny, je potfeba opatrnosti, nebot mutace
nékterych gend nemusi mit stejny efekt na aktivity enzymu respiracniho fetézce v rlznych tkanich

(Tetreault et al., 2015).

1.5.2 Méreni spotreby Kkysliku

Jak je popsano v kapitole 1.4, v procesu oxidacni fosforylace je kyslik redukovan na komplexu IV na
vodu za vyuZiti elektronl prochazejicich elektron-transportnim retézcem a protonl v matrix. Méreni
Ubytku kysliku v uzavieném systému obsahujicim izolované mitochondrie nebo celé buriky tak mlze
byt pouzito k posouzeni funkéniho stavu OXPHOS a mitochondrii (Brand and Nicholls, 2011). Méfeni
spotieby kysliku izolovanymi mitochondriemi je dlouhodobé nejpouZivanéjsi postup, nabizejici fadu
benefitd oproti pouZiti intaktnich bunék, oviem je tfeba pocitat i s fadou nevyhod. Vyhodami
izolovanych mitochondrii pro respirometrické méfeni je v prvni fadé relativni jednoduchost systému
a kontrolované podminky. To je zplisobeno predevsim tim, Ze nedochazi k jejich ovliviiovani stavem
cytosolu, a moznosti pfimého pridavani substratl a dalSich chemikalii do média, které je v kontaktu
s mitochondriemi, resp. systémem oxidacni fosforylace diky propustnosti vnéjsi mitochondrialni
membrany. Metody izolace a méreni jsou velmi dobfe a dlouhodobé zavedeny (Wettmarshausen and
Perocchi, 2017). Hlavnimi nevyhodami je pak obtiznd interpretace vysledkd vzhledem k zcela
nefyziologickym podminkdm a absenci kontextu zbytku burky. Pfi izolaci mitochondrii dochazi
k rozbiti sloZzitého mitochondridlniho retikula (kapitola 1.1), z ¢ehoZ mUze pramenit poskozeni funkce
mitochondrii (Brand and Nicholls, 2011). Intaktni bunky nenabizi zdaleka takovou kontrolu nad
podminkami mitochondridlni respirace. Védecky pracovnik kontroluje pouze extracelularni

podminky, protoze fada substratli a chemikalii pouzivanych pro studium funkce mitochondrii (jako
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napfiklad ADP nebo cytochrom c¢) se muize do bunky dostavat rdznou rychlosti v zavislosti na mnoha
podminkach, nebo pfes membranu neprechazi vibec. Neni tak mozné dosahnout stale stejnych
saturujicich koncentraci pouzivanych pfi vyzkumu izolovanych mitochondrii. Intaktni bunky nabizi
vyrazné vétsi fyziologickou relevanci, ale interpretace vysledkl mizZe byt opét slozita, tentokrat kvali
vysoké komplexité systému (Ost et al., 2018).

Zajimavym kompromisem je méreni respirace permeabilizovanych bunék ¢&i svalovych vldken
(Kuznetsov et al.,, 2008). Pouzitim chemikalii specificky interagujicich s cholesterolem, ktery se
v membrdnach mitochondrii nachazi pouze ve velmi malém mnoZstvi, ovsem v plasmatické
membrané bunék je ho radové vice (Comte et al., 1976), dojde k naruseni difuzni bariéry plasmalemy
a promichani cytosolu a respiracniho média, v némz se burky nachazi. Je tak mozné kontrolovat fadu
podminek podobné jako pfi analyze respirace izolovanych mitochondrii, je vSak zaroven lépe
zachovdna struktura mitochondrianiho retikula, stejné jako interakce s cytoskeletem (De Vos et al.,
2005), jadrem (Dzeja et al., 2002) nebo endoplasmatickym retikulem (Friedman et al., 2011). DaleZité
filipin, a-tomatin, a-solanin nebo B-escin), aby nedoslo k naruseni integrity vnéjsi mitochondrialni
membrany (Kuznetsov et al., 2008). Pfidanim cytochromu c bez nasledného vyznamného zvyseni
rychlosti respirace je provedena kontrola jeji celistvosti.

Jednim z nejpouzivanéjsich nastroji méreni rychlosti respirace bunék a izolovanych mitochondrii
je Clarkova kyslikova elektroda (Obrazek 5). Ta se sklada z platinové katody a argentchloridové anody
v 3M roztoku chloridu draselného. Ten je od méfici komory pfistroje oddélen teflonovou membranou
umoziujici prichod kysliku. Na katodé dochazi k redukci kysliku za spotfeby vodikového protonu a
vzniku vody. Vysledny elektricky proud je zavisly na mnozZstvi kysliku v roztoku KCI resp. respira¢nim
mediu v méfici komore, diky cemuz je mozné mérit zménu koncentrace rozpusténého O, (Nicholls,
2013).

Soucasnd podoba nejcastéji pouZivaného pfistroje Oxygraph-O2k byla navriena vroce 2001.
UmozZiuje méfeni ve dvou promichdvanych komoridch o objemu 2 nebo novéji i 0,5 ml za stalé
teploty s pfesnosti + 0.05 °C a soucasného pridavani respiracnich substratl a dalSich chemikalii jako
inhibitor( komplexU respiracéniho fetézce nebo rozprahovacl. Soucasna podoba pfistroje umoznuje
zaroven mérit produkci reaktivnich forem kysliku, membranovy potencial mitochondrii, koncentraci

Ca’* nebo produkci ATP (Doerrier et al., 2018).
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Obrazek 5: Schéma Clarkovy kyslikové elektrody. Skiadd se z argentchloridové anody a platinové
katody v roztoku KCl oddéleném od prostoru respirujicich bunék teflonovou membrdnou propustnou
pro kyslik. Na katodé dochdzi k redukci kysliku, pricemzZ vysledny elektricky proud je zdvisly na jeho
mnoZstvi v roztoku KCl resp. respiracnim mediu v méfici komore, diky cemuZ je mozZné mérit zménu
koncentrace rozpusténého O,. Pfevzato a upraveno dle (Nicholls, 2013).

1.5.2.1 Komplex I- a komplex II-dependentni substraty

Pridavani substratd, inhibitord a rozprahovacl ndm umoznuje sledovat respiraci za mnoha rdznych
funkénich stavli mitochondrii, z nichZz nékteré jsou vysvétleny v jinych kapitolach. Na tomto misté je
potieba priblizit pfedevsim dva z nich, a totiz respiraci zavislou na substratech poskytujicich elektrony
pro komplex I, resp. komplex Il dychaciho fetézce. Jak bylo vysvétleno v kapitole 1.4, dychaci fetézec
vyuziva elektrony redukovanych koenzym vznikajicich predevsim v citratovém cyklu. Tyto elektrony
se dostavaji do dychaciho fetézce na dvou mistech, z NADH prostfednictvim komplexu | a z FADH,
diky komplexu Il (Obrazek 4). Pfi méreni spotieby kysliku miZeme izolovat respiraci zavislou pravé na
toku elektronl zacinajicim na jednom ztéchto komplexd pomoci pridavku spravné kombinace
substratl a inhibitor(.

Po pfidani maldtu a pyruvatu dochazi k transportu téchto substratl do mitochondrii rliznymi
zpUsoby (Obrazek 6). Pyruvat je transportovdan pomoci pyruvatového prenasece vyménou za
hydroxylovy ion do matrix mitochondrie a zde je vyuZit pyruvdtdehydrogenazovym komplexem
k tvorbé acetylkoenzymu A (Bricker et al., 2012). Malat je do matrix transportovan vymeénou za
fosfat, citrat nebo 2-oxoglutarat (Monne et al., 2013). Acetylova skupina acetyl-CoA je predana na
oxalacetat za vzniku citratu, ten mlze byt transportovdn mimo mitochondrii vyménou za malat (viz
vySe), nebo dale oxidovan pres isocitrat na 2-oxoglutarat. Ten je bud opét exportovan 2-

oxoglutaratovym prenasecem antiportem za malat, nebo zpracovavan na sukcinyl-CoA a sukcinat.
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DuleZité je, Ze ve dvou z vySe popsanych reakci vznikd redukovany koenzym NADH jako substrat
komplexu I. Pfidavek maldtu mezitim jednak poskytne oxalacetat pro citratsyntazovou reakci (za
vzniku dalsi molekuly NADH) a zaroven zpétnym tokem na fumarat inhibuje
sukcinatdehydrogenazovou reakci nadbytkem jejiho produktu. Timto mechanismem je diky nadbytku
substratd mozny prabéh reakci Krebsova cyklu produkujicich NADH bez toho, aby dochazelo k jeho
uzavieni pfi dehydrogenaci sukcinatu a vzniku FADH, jako koenzymu komplexu Il (Gnaiger, 2007).

Pokud spolu s malatem a pyruvatem pridame glutamat, opét dojde k nékolika déjiim smérujicim
k respiraci zavislé na elektronech z komplexu I. Glutamat je transportovdn bud vyménou za aspartat
nebo, v nékterych bunécnych typech, antiportem s hydroxylovym iontem (Amoedo et al., 2016).
V mitochondriich umoziuje zaprvé spotfebu oxalacetdtu a tim vznik NADH v malatdehydrogenazové
reakci, pficemz vznikd aspartdt a 2-oxoglutaradt (liang et al., 2016). Aspratdt se dostdva
z mitochondrie vyménou za glutamat a 2-oxoglutarat ma podobny osud jako v minulém odstavci.
Zadruhé muzZe byt glutamat v mitochondrii zpracovan také glutamatdehydrogenazou za vzniku 2-
oxoglutaratu, NH," a NADH (Mastorodemos et al., 2005). Témito zpUsoby pfispivd glutamat
k produkci NADH (Gnaiger, 2007).
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Obrazek 6: Zjednodusené schéma stavu citratového cyklu po pfiddni pyruvdtu, maldtu a glutamadtu k
izolovanym mitochondriim nebo permeabilizovanym burikdm. Celkové dochadzi k tvorbé NADH, jehoZ
prostfednictvim se dostdvaji elektrony do dychaciho retézce pres komplex | za soucasné inhibice
komplexu Il. Ve schématu jsou pro zjednoduSeni pominuty nékteré meziprodukty Krebsova cyklu,
ndboj molekul krom HCOs; a také pripadny symport protoni s nékterymi substrdty. Cerné Sipky
vyjadruji chemické reakce, zatimco modré Sipky zndzorriuji transport chemikdlii pfes mitochondridlni
membrdnu. Detailni vysvétleni viz text.

Pfitomnost sukcindtu jako pfimého substratu sukcinatdehydrogendzy ma jasny vliv na to,
prostfednictvim kterého z komplex( se budou dostavat potfebné elektrony do respiracniho fetézce.
Pouhd pritomnost sukcinatu (a ADP) bez jinych substratd ma jisté dalsi dasledky (Obrazek 7).
Pribéhem nasledujicich dvou reakci Krebsova cyklu dochazi k hromadéni oxalacetdtu, ktery je
ucinnym inhibitorem sukcinatdehydrogenazy. Pokud je spolu se sukcindtem do komory oxygrafu
pfidan rotenon jako specificky inhibitor NADH-ubichinonreduktdzy, nedochazi ke spotfebé NADH
vznikajiciho pfi malatdehydrogendazové reakci, ¢imz je tato reakce zastavena. Malat je transportovan
z mitochondrie vyménou za fosfat (Fiermonte et al.,, 1998). Timto zplsobem je udrZen priabéh
sukcinatdehydrogenazové reakce a tedy i respirace zavislé na mitochondrialnim komplexu Il (Gnaiger,

2007).
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Obrazek 7: ZjednoduSené schéma stavu citrdtového cyklu po pfiddni sukcindtu a rotenonu k
izolovanym mitochondriim nebo permeabilizovanym burikdm. Celkové dochdzi k preddvani elektroni
do dychaciho fetézce prostrednictvim komplexu Il. Ve schématu jsou pro zjednoduseni pominuty
nékteré meziprodukty Krebsova cyklu, ndboj molekul krom HCO; a také pfipadny symport protont s
nékterymi substrdty. Cerné Sipky vyjadFuji chemické reakce, zatimco modré $ipky zndzorriuji transport
chemikdlii pfes mitochondridlni membrdnu. Detailni vysvétleni viz text.

1.5.2.2 Volba kultivacniho media

Lidské burky v kultufe péstované v béiném DMEM mediu s koncentraci glukdzy 4,5 g/l vyuzivaji
k produkci energie a zajisténi metabolismu predevsim glykolytickou drahu za soucasné produkce
odpadniho pyruvatu a laktatu do media (Robinson et al., 1992). Pfi nahrazeni glukézy v mediu
stejnou koncentraci galaktézy je omezena glykolytickd produkce ATP v dlsledku omezeného
metabolického toku od galaktézy ke glukdze-6-P a naopak dochazi ke zvySeni aktivity oxidaéni
fosforylace, mnozstvi komplexd a superkomplexti respiraéniho fetézce, elongaci mitochondrii a
zvyseni mnozstvi krist vnitfni mitochondrialni membrany (Cogliati et al., 2013; Patten et al., 2014;
Robinson et al.,, 1992; Rossignol et al.,, 2004). Tohoto jevu se predevsim v minulosti vyuZivalo
k diagnostice mitochondridlnich onemocnéni s defektem funkce systému oxidacni fosforylace. Buriky
pacientd maji zhorSenou mozZnost produkce ATP za podminek neumozZiujicich jeho tvorbu

glykolytickou cestou, v duasledku ¢ehoZ dochazelo béhem nékolika dni u fibroblastl ke sniZzeni

rychlosti rlstu a odumreni (Robinson et al., 1992). Tento jednoduchy test bohuzel neidentifikuje
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mirné ale fyziologicky vyznamné defekty mitochondridlniho metabolismu, dodnes se vsak tato
technika vyuZiva naptiklad pfi identifikaci novych gend potfebnych pro spravnou funkci
mitochondriadlni oxidacni fosforylace a tedy rlist v mediu s galaktézou (Arroyo et al., 2016) a pri

vyzkumu dopad(l mutaci mnoha riznych protein( zplsobujicich mitochondridlni onemocnéni.
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2 Cile prace
Cilem diplomové préace je funkéni charakterizace dopadu vybranych vzacnych genetickych pficin
poruch OXPHOS (2x porucha mtDNA replikace, 2x dynamika mitochondrialni sité, 1x strukturdini
podjednotky komplexd OXPHOS, 1x mitochondridlni translace, 1x transkripéni faktor, 1x
mitochondridlni protedza) v koZnich kultivovanych fibroblastech pomoci vysoce citlivé polarografie
béhem kultivace za rliznych podminek. Porovnani ziskanych dat s vékové odpovidajicimi kontrolami a
navrzeni mozného postupu potvrzeni patogenity danych mutaci.
Dilci cile jsou:
1. Zjistit, jak se projevuji rGzné kategorie mutaci zpUsobujicich mitochondridlni
onemocnéni na funkci OXPHOS v koZnich kultivovanych fibroblastech a to pfi kultivaci
v mediu obsahujicim glukdézu nebo galaktdzu.
2. Zhodnotit vhodnost pouzitych metod pro validaci potencidlné patogennich mutaci
zjisténych sekvenovanim.
3. Zjistit, jak se tyto mutace projevuji na struktufe mitochondridlniho retikula fibroblast(

kultivovanych v mediu obsahujicim glukézu nebo galaktdzu.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bunécné linie
Vsechny kozni kultivované fibroblasty pouZité pro zaloZeni bunécnych kultur a ndsledna méreni byly
ziskany biopsii na zakladé informovaného souhlasu. Celkem bylo timto zplsobem pouzito pét linii

kontrolnich fibroblastt a kultury fibroblasti od osmi rliznych pacientl (Tabulka 1 a Tabulka 2)

3.1.1.1 Kontrolni linie fibroblastii

Jako kontrolni vzorek bylo pouZito pét linii fibroblastl uvedenych v Tabulce 2. Linie K1 a K2 byly
zakoupeny (American Type Culture Collection, USA) jako fibroblasty zdravého novorozence v roce
2008, resp. 2014. Linie K3 a K4 pochazi od détskych pacienti, u nichz nebylo potvrzeno
mitochondridlni onemocnéni. Bunky linie K5 byly dobrovolné poskytnuty zdravou dospélou zZenou.

Tabulka 1: Prehled kontrolnich linii fibroblastii

Nazev linie Vék v dobé odbéru fibroblasti | Pivod

K1 <1 (novorozenec) komercni

K2 <1 (novorozenec) komercni

K3 3 neg. pacient

K4 1 neg. pacient

K5 28 zdrava Zena, dobrovolnik

neg. pacient — pacient, u néhoz nebylo prokdzdno mitochondridlni onemocnéni

3.1.1.2 Linie fibroblastii pacientii s mitochondridlni poruchou
Do prace bylo zahrnuto osm linii koZnich kultivovanych fibroblastl pacientl s mitochondrialnimi
poruchami zplsobenymi mutacemi v sedmi rGznych jadernych genech. Pacienti 1 a 2 jsou sourozenci

nesouci stejné mutace (Tabulka 2)
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Tabulka 2: Prehled pacientii s mitochondridlni poruchou zahrnutych do diplomové prdce.

Pacient | Vék v dobé odbéru | Geneticka diagndza Klinické projevy

fibroblastt

P1 <1lr OPA1 c.[1062_1064delAGA];[1768C>T], PMR, LS, porucha sluchu a zraku, kardiomyopatie hypotonie, LA,
p.[Glu354del];[Arg590Trp] mikrocefalie, epilepsie, t+ 12,5 m
P2 7m OPA1 c.[1062_1064delAGA];[1768C>T], PMR, hypotonie, LA, kortikalni atrofie, kardiomyopatie, + 10 m

p.[Glu354del];[Arg590Trp]

P3 2r DARS2 c.[228-10C>A];[1894C>T], LBSL, epilepsie, mozeckova symptomatologie, neuropatie, postupny
p.[Arg76Serfs*5];[Arg632*] regres vyvoje
P4 2r NDUFS8 c.[160C>T];[457T>C], tézka PMR, LS, encefalomyopatie, hepatopatie, LA

p.[Arg54Trpl;[Cys153Arg]

P5 1r NR2F1 AD de novo, c.[317G>A];[=], p.Cys106Tyr | WS, atrofie n. optici, porucha sluchu, PMR, hypotonie, nystagmus,
anemie
P6 6t HTRA2 c.[895_896insG];[895_896insG], myoklonus, hypotonie, hypoplasie n. optici, porucha sluchu,
p.Ala299Glyfs*4 mikrocefalie, hyperferritinémie, 3-methylglutakonové acidurie, t 2,5 m
P7 <1lr MGMET1 c.[794C>T];[971G>A], PMR, WS, porencefalie, atrofie CNS, PVL, LA, hyperamonemie, t 4 r

p.[Thr265lle];[Arg324GIn]

P8 1r POLG c.[1399G>A];[1766C>T], Alpers-HuttenlocherQv syndrom, atrofie mozku, hypotonie, dyskineze,
p.[Ala467Thr];[Pro589Leu] myoklonus, hepatopatie, LA, T 22 m

r-roky, m-mésice, t-tydny, t-pacient zemrel, PMR-psychomotorickd retardace, LS-Leigh(v syndrom, LA-laktdtovad acidéza, WS-Westiv syndrom, CNS-centrdini
nervovy systém, PVL-periventrikuldrni leukomalacie, LBSL-leukoencefalopatie s postiZzenim mozkového kmene, michy a zvysenym laktdtem
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3.1.2 Pouzité chemikalie

ADP

Antimycin A
Askorbat sodny
Azid sodny
Chlorid draselny

Chlorid hofecnaty hexahydrat

Chlorid sodny
Cytochrom ¢
Deoxycholat sodny
Digitonin

DMSO

EDTA

Ethanol (96%)
FCCP

Fosforecnan draselny
Galaktdza

Glukdza

Glutamat sodny
Hydroxid draselny
Hydroxid sodny
L-Glutamin

Malat
MitoTracker® Red
Oligomycin

PMSF

Rotenon

Sukcinat sodny
TMPD

Tris-HCl

Triton X-100
Uhli¢itan sodny

Vinan sodnodraselny
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Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Dr. Kulich Pharma (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Merck (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma (USA)

Penta (CR)

Dr. Kulich Pharma (CR), Penta (CR)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Sigma-Aldrich (USA), Penta (CR)

LACHEMA (CR)



3.1.2.1 Pouzité komercné doddavané roztoky

Antibioticky a antimykoticky roztok (ATB) Biosera (Francie)
DMEM bez glukdzy a L-Glutaminu PAN-Biotech (Némecko)
DMEM se stabilnim L-Glutaminem PAN-Biotech (Némecko)

Biochrom (Némecko)
Coring (USA)
Life Technologies (USA)

FBS GE Healthcare Life Sciences (USA)
FBS dialyzované PAA Laboratories (Rakousko)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo Penta (CR)

PBS Lonza (USA)

PIC Sigma-Aldrich (USA)

Trypsin + EDTA (T + E) Sigma-Aldrich (USA)

3.1.2.2 Pouzité v laboratori pripravené roztoky

KCl medium 80mM KCI, 20mM Tris-HCI, 3mM MgCl,.6H,0, 1mM EDTA, 5mM K;PO,

RIPA 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 0,1% (w/v)
SDS, 1% (w/v) deoxycholat sodny

Roztok Lowry A 0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) Na,CO,
Roztok Lowry B 0,5% (w/v) CuSO,
Roztok Lowry C 1% (w/v) vinan sodnodraselny
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3.1.3 PoutzZité pristroje
Analytické vahy HA-120M
Autoklav MAC-235EX

Autoklav MLS-3020U

Centrifuga Rotanta 460R
Centrifuga Universal 320R
Centrifuga Universal 32R

CMOS kamera ORCA-Flash4.0 LT+
Laminarni box Air Clean

Mikropipety

Mikroskop Eclipse Ti2
Oxygraph 02k

pH metr 913 pH Meter
Spektrofotometr UV-2401PC
Termostat CO, incubator
Termostat Heratherm IMC 18
Termostat TCH 100

Vortex 2x°

Vortex-Genie 2
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Helago (Japonsko)

Sanyo (Japonsko)

Sanyo (Japonsko)

Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hamamatsu (Japonsko)
AirClean Systems (Némecko)
Eppendorf (Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace fibroblasta

3.2.1.1 Kultivace fibroblastii v mediu s glukézou

Fibroblasty pacientd i kontrolni linie byly standardné kultivovany v lahvich o plose dna 75 cm? pfi
teploté 37 °C a v atmosféie obsahujici 5 % CO, (CO, incubator, Sanyo) v mediu DMEM obsahujicim
glukodzu, stabilni L-Glutamin, 10% (v/v) FBS a 1% (v/v) ATB do konfluence 90-100 %, kdy byly
pasazovany. Po odebrdni media bylo dno lahve oplachnuto 3—-5 ml PBS a pfidano 1,5 mI T + E a lahev
byla ponechana pfi 37 °C a atmosfére 5% CO, po dobu 10 minut (CO, incubator, Sanyo). Po kontrole
uvolnéni bunék z kultivacni plochy (mikroskop Eclipse Ti2, Nikon) bylo k burikam pfiddano 20 ml media
DMEM obsahujiciho glukdzu, stabilni L-Glutamin, 10% (v/v) FBS a 1% (v/v) ATB, dno lahve oplachnuto
a obsah resuspendovan. Pfiblizné 11,5 ml suspenze bunék v mediu bylo pfeneseno do nové ldhve a

rozprostieno po kultivacni plose.

3.2.1.2 Kultivace fibroblastii v mediu s galaktézou

Pro ucely objasnéni efektu kultivace bunék bez pfitomnosti glukdzy v mediu obsahujicim galaktézu
byly bunky péstovany dle postupu vyse na pozadovany pocet lahvi. Pfi konfluenci 60-70 % bylo
odebrano medium a kultiva¢ni plocha 3x opldchnuta 3—5 ml PBS. Nasledné bylo ptiddano 10 ml media
DMEM s 1% (v/v) ATB bez obsahu glukdzy, FBS a L-Glutaminu. Takto byly buniky ponechany po dobu
6 hodin pti 37 °C v 5% CO2 (CO, incubator, Sanyo). Poté bylo medium odebrdno a kultivacni plocha
oplachnuta 3-5 ml PBS. Nasledné bylo pfiddno 12 ml media DMEM bez obsahu glukézy s 10 %
dialyzovaného FBS, 1% ATB, 25mM (4,5 g/l) galaktézou a 2mM L-glutaminem (0,58 g/1). Buriky byly
kultivovany dalsich 5 dnd pti 37 °C a 5% CO2 (CO, incubator, Sanyo), poté bylo provedeno

respirometrické méreni nebo priprava na barveni a mikroskopické pozorovani (3.2.4)

3.2.2 Skladovani, rozmrazovani, sklizeni a zamrazovani fibroblasti

Fibroblasty byly uchovavdny v tekutém N, pfi -196 °C. Pfed zamrazenim bylo nejprve odebrano
medium a kultivacni plocha byla oplachnuta 3-5 ml PBS, poté pfidano 1,5 ml T + E a lahev byla
ponechana pfi 37 °C a atmosféfe 5% CO, po dobu 10 minut (CO, incubator, Sanyo). Po kontrole
uvolnéni bunék z kultivacni plochy (mikroskop Eclipse Ti2, Nikon) bylo k burikdm pfidano 12 ml
DMEM s 10% (v/v) FBS a 1% (v/v) ATB, dno lahve oplachnuto a obsah resuspendovan a prenesen do
15ml centrifugacni zkumavky. Centrifugace probihala pfi 300 g a 23 °C po dobu 5 minut (centrifuga
Universal 32R, Hettich Zentrifugen). Po odstranéni supernatantu byl sediment resuspendovan

v 1,8 ml media DMEM s 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) ATB a 7,5% (v/v) DMSO a prendan do kryozkumavky.
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Kryozkumavky byly po dobu 24 hodin uchovavany pfi —-80 °C v nddobé CoolCell® a poté preneseny do
-196 °C.

Pro dalsi kultivaci byl obsah kryozkumavky nejprve rozmrazen pfi 37 °C (termostat Heratherm
IMC 18, Thermo Fisher Scientific) a poté prenesen do kultivaéni ldhve s plochou dna 75 cm?’
obsahujici 10 ml media DMEM s 10% (v/v) FBS a 1% (v/v) ATB. Takto byly buriky uchovavany pfi 37 °C
a atmosfére 5% CO, (CO, incubator, Sanyo) kejpozdéji do druhého dne, kdy bylo medium odebrano a

nahrazeno 12 ml stejného media (pro odstranéni DMSQ). Buriky byly ddle kultivovany dle 3.2.1

3.2.3 Respirometrie

3.2.3.1 Sklizeni fibroblastii pro ticely respirometrie

Pro respirometrické méreni byly pouZity buriky ze 4-5 lahvi s kultivaéni plochou 75 cm? na komoru
pfistroje Oxygraph O2k. Bunky byly sklizeny pfi konfluenci 70-80 % po provedeni fotografické
dokumentace stavu (mikroskop Eclipse Ti2, Nikon; CMOS kamera ORCA-Flash4.0 LT+, Hamamatsu).
Medium bylo odebrdno a kultivaéni plocha opldchnuta 3—5 ml PBS. Poté bylo pfiddno 1,5 mI T+ E a
lahve byly ponechany pfi 37 °C po dobu 10 minut (CO, incubator, Sanyo). Nasledné bylo do
kultivac¢nich lahvi vraceno medium, bunky byly resuspendovany a suspenze prenesena do 50ml
centrifugacni zkumavky. Centrifugace probihala pfi 300 g a 22 °C po dobu 5 minut (centrifuga Rotanta
460R, Hettich Zentrifugen). Po odstranéni supernatantu byl sediment resuspendovan v malém
objemu chlazeného PBS a ndsledné bylo pfidano dalSich 20 ml chlazeného PBS. Suspenze byla
centrifugovana pfi 300 g a 4 °C po dobu 5 minut. Poté byl opét odebradn supernatant, sediment
resupendovan v chlazeném PBS a suspenze prenesena do 15ml centrifugacni zkumavky. Po dalsi
centrifugaci pfi 300 g a 4 °C po dobu 5 minut byl odstranén supernatant a sediment resuspendovan
v 50 ul chlazeného PBS. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 20 ul pro ucely méreni koncentrace

protein( (3.2.4)

3.2.3.2 Respirometrické méreni

Pro ucely respirometrického méreni s vysokym rozliSenim byl pouzit ptistroj Oroboros Oxygraph 2k.
Komory pfistroje byly pred mérenim promyty 3x destilovanou vodou a nasledné po dobu 30 minut
96% etanolem. VSechna mérfeni probihala vkomordch o objemu 2 ml. Po dalsim promyti
destilovanou vodou bylo do kazdé komory pfiddno 2,1 ml respiratniho media KCl a komory byly
ponechany po dobu sklizeni bunék za stalého michani pfi 37 °C. Nasledné bylo z komory odebrano
mnoZstvi media odpovidajici objemu pridavané suspenze bunék (pfiblizné 40-50 ul, podle vytézku pfi
sklizeni, 3.2.2.1) a po uzavieni komor a ustaleni spotreby kysliku byly pfidavany substraty a inhibitory

a jiné chemikalie dle Tabulky 3.
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Tabulka 3: Poradi a koncentrace chemikadlii priddvanych v pribéhu respirometrickych méreni.

Pfidavana Pfidavané Koncentrace zasobniho Vysledna koncentrace
chemikalie mnoZstvi roztoku v komofre
1. | Digitonin 0,52 ul 8,1mM 2,025-8,1uM
2. | Pyruvat 20 pl 1M 10mM
3. | Malat 6 ul 1M 3mM
4. | Glutamat 20 ul 1M 10mM
5. | ADP + Mg* 4l 500mM + 300mM 1+0,6mM
6. | Sukcinat 20 pl 1M 10mM
7. | Cytochrom ¢ 5ul 1mM 2,5uM
8. | Rotenon 1 pl 0,5mM 0,25uM
9. | Oligomycin 0,2-0,4 pl 2,5mM 0,25-0,5uM
10. | Fccp 0,2-0,4 pl 1mMm 0,1-0,2uM
11. | Antimycin A 1ul 1mM 0,5uM
12. | Askorbat sodny 25 ul 200mM 2,5mM
13. | TMPD 45 ul 40mM 0,9mM
14. | Azid sodny 5l 4M 10mM

3.2.3.3 Vyhodnoceni
Vysledna respirace po pfidani jednotlivych chemikalii byla vztazena na mnoZstvi proteinu v komore
uréené Lowryho metodou stejné jako (Markovda, 2015), a vysledky byly zpracovany v programu
DatLab 5 a DatlLab 7 (Oroboros). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci obecného
linedrniho modelu se smisenymi efekty v programu Statistica 13 (TIBCO). Jako pevny efekt byla
pouZita skupina kontrola/pacient, jako nahodny efekt potom identifikator kazdé ze tfi nebo ctyr
kontrolnich linii fibroblast(, dle typu méreni. Vysledné p hodnoty byly upraveny Bonferroniho korekci
dle poctu sledovanych parametr(. Grafy byly vytvoreny v programu MS Excel (Microsoft).

Pro lepsi posouzeni jednotlivych aspektl respirace kontrol a pacientl bylo vidy srovndvano Sest
parametrd vzniklych odecitanim a délenim hodnot spotieby kysliku (Tabulka 4)

Parametr OXPHOS odpovida respiraci po pfidani sukcinatu dle poradi vySe a odecteni respirace
po pridani antimycinu A.

Parametr Cl odpovida respiraci prevazné zavislé na funkci komplexu | (viz kapitola 1.5.2.1) po
pridani ADP a odecteni respirace po pfidani antimycinu A.

Parametr CIl odpovidd respiraci po pridani sukcindtu a odecteni respirace po pridani

antimycinu A.
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Parametr CIV odpovida respiraci po pridani TMPD a odecteni rychlosti ubytku kysliku po pfidani
azidu sodného.

Vzhledem ke zvolenému poradi pridavani substratd a inhibitord umoznujicimu oddélené
sledovani sprazené respirace zavislé na komplexu | a Il neni mozné ziskat bézné uddvanou leak
respiraci po pfidani oligomycinu (viz kapitola 1.4). Sledovany parametr leak odpovida respiraci po
pridani oligomycinu, ktera je vsak v dusledku drivéjsiho pridavku rotenonu zavisla prevaziné na funkci
komplexu I, a odecteni respirace po pridani antimycinu A

Obdobné neni mozné ziskat ¢asto udavanou hodnotu rezervni respiracni kapacity, parametr
FCCP odpovida respiraci po pfidani FCCP a odecteni respirace po pfidani antimycinu A.

Konecnych Sest parametrl uvadénych ve vysledcich této prace a pfislusnych grafech odpovida

OXPHOS a podilim vyse uvedenych parametri Cl, Cll, CIV, leak a FCCP touto hodnotou.

Tabulka 4: Sledované parametry respirace

Parametr Vysvétleni
OXPHOS Suc

cl P+M+G - AmA
Cll Suc - AmA
CIv Asc + TMPD - AmA
leak Omy - AmA
FCCP FCCP - AmA
CI/OXPHOS

ClI/OXPHOS

CIV/OXPHOS

leak/OXPHOS

FCCP/OXPHOS

Suc, P+M+G, AmA, Suc, Asc + TMPD, Omy, FCCP — rychlost
spotreby kysliku po pfiddni sukcindtu, glutamdtu, antimycinu A,
sukcindt, TMPD, oligomycinu, FCCP (viz Tabulka 3)

3.2.4 Barveni a fotografovani mitochondrialniho retikula

Pro ucely zhodnoceni morfologie mitochondridlniho retikula u bunék kultivovanych v mediu DMEM
s obsahem glukdzy i galaktozy (kapitoly 3.2.1.1, 3.2.1.2) bylo provedeno barveni fluorescencni
sondou MitoTracker® Red (Thermo Fisher Scientific). Do jamek 24 jamkové desticky, na sklicka, bylo
pfidano priblizné 10 kapek media DMEM s glukdzou nebo galaktézou. Po trypsinizaci (stejné jako
3.2.1.1) bylo k bunkdm pfidano 5 ml pfislusného media a z vysledné suspenze bylo v rdzném

mnozZstvi 10-50 pl pfemisténo do tfi jamek s mediem. Po dvou aZ péti dnech bylo nejprve odebrano
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medium z jamek zvolenych pro barveni (dle mnoZstvi bunék na sklicku) a dno jamky se sklickem bylo
dvakrat opatrné oplachnuto PBS. Nasledné bylo pfidano 250 ul 10nM fluorescenéni sondy predem
nafedéné prislusnym mediem DMEM s glukdzou nebo galaktézou. Takto byly burky inkubovany 15
minut ve tmé pfi teploté 37 °C a 5 % CO, (CO, incubator, Sanyo). Nasledné byl odstranéno medium
s fluorescencni barvou a dno jamky se sklickem bylo opatrné oplachnuto PBS. Buriky byly pozorovany
fluorescenénim mikroskopem (Eclipse Ti2, Nikon) po excitaci svétlem vinové délky 543 nm a
fotografovany CMOS kamerou ORCA-Flash4.0 LT+ (Hamamatsu). K vyvolani fotografii ve formatu .tif

byl pouZit software NIS-Elements (Nikon).
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4 Vysledky

4.1 Posouzeni funkce mitochondrii pomoci méreni respirace na

urovni koZnich kultivovanych fibroblastti.
Respirace fibroblastl kontrol i pacientll byla méfena po trypsinizaci pomoci pfistroje Oxygraph 02k
(Oroboros) v KCl respiracnim mediu (viz kapitola 3.2.3). K burikdm byly pfidavany metabolické
substraty, inhibitory a dalsi latky v poradi digitonin, pyruvat, malat, glutamat, ADP, sukcinat,
cytochrom c, rotenon, oligomycin, FCCP, antimycin A, askorbat, TMPD a azid sodny (Tabulka 3). Pro
lepsi posouzeni jednotlivych aspektl respirace kontrol a pacientll bylo vidy srovnavano Sest

parametrd vzniklych odecitanim a délenim hodnot spotieby kysliku (kapitola 3.2.3.3, Tabulka 3 a 4)

4.1.1 Vliv véku a kultiva¢nich podminek na respiraci kontrolnich linii

Na zakladé predchozich zjisténi v nasi laboratofi ohledné vlivu doby kultivace na respiraci fibroblast(
kontrolnich bunék s maximalni hodnotou P16, resp. P+10 v pfipadé nezndmé pasaze v dobé
pGvodniho zamraZeni bunék. Jako prvni jsem srovnaval respiraci fibroblastl dospélych a détskych
kontrol, abych ovéfil vliv véku na respiraci tohoto bunécného typu a také opravnénost pouziti vékové
odpovidajicich kontrol pro porovnani s liniemi pacient(. Jak je vidét na Grafu 1, vyznamné odlisna
byla relativni respirace zavisla na komplexu Il pfi kultivaci v mediu obsahujicim glukdézu. Na zakladé
téchto vysledkd byly naddle pro srovnani pouzity pouze détské kontroly lépe odpovidajici véku

pacientd, v textu i grafech.
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Graf 1: Srovnadni respirace koZnich kultivovanych fibroblastii détskych a dospélych kontrolnich linii.
A: Uplnd spraZend respirace v mediu s glukézou. B: poméry respiracnich stavi v mediu s glukézou. C:
Uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich stavii v mediu s galaktézou. Je
vidét sniZend relativni respirace zavisld na komplexu Il fibroblast( dospélych kontrol oproti détskym
v mediu s glukdzou. Vysledky jsou medidn z 14 méreni pro détské a 3 méreni pro dospélé kontroly
v mediu s glukdzou resp. 11 méreni pro détské a 3 mérfeni pro dospélé kontroly v mediu s galaktdzou.
Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. **p<0,01. Popis respiracnich stavi viz text.

Dale jsem proved| srovnani respirace détskych kontrol za rlGznych stav( po kultivaci v mediu
s glukdézou nebo galaktézou, abych zjistil, jestli podminky kultivace ovliviuji funkci mitochondrii
kontrolnich linii fibroblastl (Graf 2). Byla zjiSténa zvysend relativni spotieba kysliku po pridani
askorbatu a TMPD, zavisla na funkci komplexu IV. Oproti ocekdvanému zvyseni (Patten et al., 2014)
nebyla zjisténa statisticky vyznamna zména celkové sprazené respirace (OXPHOS) u bunék

péstovanych v mediu s obsahem galaktozy.
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Graf 2: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblasti détskych kontrolnich linii péstovanych
za pfitomnosti glukozy resp. galaktozy. A: Uplnd spraZend respirace. B: poméry respiracnich stavi
vmediu s glukézou. Je vidét zvySend relativni respirace zdvisld na komplexu IV fibroblasti
kultivovanych v mediu s glukdzou oproti kultivaci v mediu s galaktdzou. Vysledky jsou medidn z 14
méreni pro glukézové medium a 11 méreni pro medium galaktézové. Chybové usecky odpovidaji
prvnimu resp. tfetimu kvartilu. *p<0,05. Popis respiracnich stavii viz text.

4.1.2 Respirace koznich kultivovanych fibroblastii pacientii s mitochondrialnimi
poruchami.

Pomaoci vysoce citlivé polarografie byla sledovana respirace permeabilizovanych fibroblastd pacientd

s diagnostikovanymi mitochondrialnimi onemocnénimi a porovndna s respiraci fibroblastd vékové

odpovidajicich kontrol. Srovnavano bylo Sest parametr( blize vysvétlenych v kapitole 3.2.3.3.

Vyznamné snizend byla celkova sprazenad respirace prostrednictvim spolecné aktivity komplexu |
a Il u pacientli P2 (mutace v genu OPA1), P4 (NDUFS8), P5 (NR2F1) a P8 (POLG) (Grafy 4, 6, 7 a 10).
Podobny trend je sledovan u vSech ostatnich pacientd, stejné jako u vSech méreni fibroblastl
kultivovanych v mediu obsahujicim galaktézu namisto glukdzy, nikde vSak nedosahuje statistické
vyznamnosti (Grafy 3—10).

U pacienta P2 (OPA1) nebyla zjisténa vyznamna zména Zzadného zrelativnich parametr(
respirace (Graf 4), coz ukazuje na nespecificky nebo kombinovany defekt energetického metabolismu
mitochondrii. Pfipadné by se mohlo jednat o celkové snizené mnoZstvi normalné fungujicich
mitochondrii, vzhledem k pouZité metodé vyhodnoceni pomoci méreni mnozstvi proteinli ve vzorku
(kapitola 3.2.3.3).

U pacienta P4 (NDUFS8) s mutaci genu jedné zcentralnich podjednotek komplexu | byla

v souladu s ofekavanim zjiSténa snizend respirace po pridani pyruvatu, malatu, glutamdatu a ADP
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relativné vici celkové spraZzené respiraci (Graf 6). Tento efekt zdanlivé vymizel pfi srovnani respirace
bunék pacienta a kontrolnich bunék péstovanych v mediu s galaktézou (viz kapitola 3.2.1).

Méreni respirace fibroblastl pacienta P5 (NR2F1) kultivovanych v mediu s obsahem glukdzy
ukdazalo kromé dfive uvedené snizené celkové respirace pomoci komplexu | i Il také vyrazné zvySenou
relativni rychlost spotreby kysliku po prfidani askorbatu a TMPD (Graf 7). Podobny trend je vidét i u
bunék péstovanych v mediu s galaktézou, nedosahuje vsak statistické vyznamnosti.

Fibroblasty pacienta P8 (POLG) vykazovaly kromé vyse uvedeného prekvapivé snizenou relativni
respiraci prostfednictvim komplexu Il spolu se zvySenou relativni rychlosti spotieby kysliku po ptidani
askorbdtu a TMPD poskytujicich elektrony pro aktivitu komplexu IV (Graf 10). Tento efekt byl opét

pozorovan pouze u bunék péstovanych v mediu s obsahem glukdzy.
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Graf 3: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P1 s mutaci v genu OPA1. A: upind spraZend respirace v mediu s glukdzou. B: poméry respiracnich
stavi v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
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stav( v mediu s galaktézou. Zddny z rozdili mezi pacientem a kontrolou zde nedosahuje statistické

vyznamnosti. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich fibroblast( a 3 méreni bunék pacienta

v mediu s glukézou resp. 11 méreni kontrolnich a 3 méreni bunék pacienta v mediu s galaktdzou.
Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. Popis respiracnich stavi viz text.

51



140 2,5

[

N

o
N

(2 .

o

40 S S S S S
Ke RS RS S

Spotieba O, (pmol/(s*mg))

5 1,5
100 2
@]
o
80
0 m Kontroly
60 I (T m P2 (OPA1)

W Q Q Q
20 0\~\~ \\\O‘\‘ \O~\~ \0+ Q\o~\~
C \e, s\(,c,
0 y oy .
A OXPHOS B Poméry respiracnich stav( glukéza
120 4
3,5
= 100 3
*E >:]-) 2'5
< 80 £ 2
E o 1,5
£ 60 1 m Kontroly
] °> Nl B
S . = o HE  sr20ea
s S S SY S
:3 \2\0 Q\O Q\O Q\O \2\0
Q Q W W Q
& 20 \O+ \o~\~ \O~\~ \O~\~ \O+
N @ &
0 Y o .
C OXPHOS Poméry respiracnich stav( galaktoza

Graf 4: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P2 s mutaci v genu OPA1. A: upind spraZend respirace v mediu s glukdzou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stavii v mediu s galaktdézou. Je vidét vyznamny rozdil spraZené respirace pacienta oproti kontrole u
bunék kultivovanych v mediu s glukézou. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich fibroblasti a
3 méreni bunék pacienta v mediu s glukézou resp. 11 méreni kontrolnich a 3 méfeni bunék pacienta
v mediu s galaktozou. Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. *p<0,05. Popis
respiracnich stavi viz text.
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Graf 5: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P3 s mutaci v genu DARS2. A: Uplnd spraZend respirace v mediu s glukézou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stav( v mediu s galaktézou. Zddny z rozdili mezi pacientem a kontrolou zde nedosahuje statistické
vyznamnosti. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich fibroblast(i a 3 méfeni bunék pacienta
v mediu s glukézou resp. 11 mérfeni kontrolnich a 3 méreni bunék pacienta v mediu s galaktdzou.
Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. Popis respiracnich stavi viz text.
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Graf 6: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P4 s mutaci v genu NDUFS8. A: Uplnd spraZend respirace v mediu s glukézou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stavii v mediu s galaktézou. Vidime sniZeni celkové spraZené respirace pacienta oproti kontrole spolu
se sniZenou relativni respiraci prostfednictvim komplexu | po kultivaci v mediu s glukdzou. Vysledky
jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich fibroblast( a 5 méreni bunék pacienta v mediu s glukézou resp.
11 méreni kontrolnich a 3 méreni bunék pacienta v mediu s galaktézou, s vyjimkou CIV/OXPHOS (2
méreni). Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. *p<0,05 **p<0,01. Popis
respiracnich stavi viz text.
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Graf 7: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P5 s mutaci v genu NR2F1. A: Upind spraZend respirace v mediu s glukdzou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stavil v mediu s galaktézou. U pacienta je sniZend celkovd spraZend respirace a zdroven zvysena
relativni respirace po pfiddni askorbdtu a TMPD. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich
fibroblastl a 3 méreni bunék pacienta v mediu s glukézou resp. 11 méreni kontrolnich a 3 méreni
bunék pacienta v mediu s galaktozou, s vyjimkou leak/OXPOHS (1 méreni). Chybové tsecky odpovidaji
prvnimu resp. tfetimu kvartilu. **p<0,01 ***p<0,001. Popis respiracnich stavi viz text.
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Graf 8: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblasti détskych kontrolnich linii a pacienta
P6 s mutaci v genu HTRA2. A: upind spraZend respirace v mediu s glukézou. B: poméry respiracnich
stavl v mediu s glukézou. Zddny z rozdili mezi pacientem a kontrolou zde nedosahuje statistické
vyznamnosti. V disledku malého mnoZstvi materidlu a pomalého rustu bunék nebyla u tohoto
pacienta provedena méreni po kultivaci v mediu s galaktozou. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni
kontrolnich fibroblast(i a 3 méreni bunék pacienta. Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tietimu
kvartilu. Popis respiracnich stavii viz text.
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Graf 9: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblast( détskych kontrolnich linii a pacienta
P7 s mutaci v genu MGME1. A: Uplnd spraZend respirace v mediu s glukdzou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stav( v mediu s galaktézou. Zddny z rozdili mezi pacientem a kontrolou zde nedosahuje statistické
vyznamnosti. Vysledky jsou medidn ze 14 méreni kontrolnich fibroblasti a 2 méfeni bunék pacienta
v mediu s glukézou resp. 11 mérfeni kontrolnich a 3 méreni bunék pacienta v mediu s galaktdzou.
Chybové usecky odpovidaji prvnimu resp. tretimu kvartilu. **p<0,01. Popis respiracnich stavi viz text.
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Graf 10: Srovndni respirace koZnich kultivovanych fibroblasti détskych kontrolnich linii a pacienta
P8 s mutaci v genu POLG. A: Uplnd spfaZend respirace v mediu s glukdzou. B: poméry respiracnich
stavii v mediu s glukdzou. C: uplnd spraZend respirace v mediu s galaktézou. D: poméry respiracnich
stavi v mediu s galaktézou. Po kultivaci v mediu s glukézou je sniZzena celkovd spraZend respirace
bunék pacienta oproti kontrole spolu se sniZenou relativni respiraci prostrednictvim komplexu II.
Vysledky jsou medidn ze 14 meéreni kontrolnich fibroblasti a 3 méreni bunék pacienta v mediu
s glukézou resp. 11 méreni kontrolnich a 3 méreni bunék pacienta v mediu s galaktézou. Chybové
usecky odpovidaji prvnimu resp. tfetimu kvartilu. **p<0,01 ***p<0,001. Popis respiracnich stavi viz

text.
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4.2 Posouzeni morfologie mitochondrialniho retikula fibroblasta pri

kultivaci za riznych podminek

Pro ucely zhodnoceni morfologie mitochondridlniho retikula u bunék kultivovanych v mediu DMEM
s obsahem glukdzy i galaktézy (kapitola 3.2.1.1, 3.2.1.2) bylo provedeno barveni fluorescencni
sondou MitoTracker® Red (Thermo Fisher Scientific). Ta je transportovana do matrix na zakladé
membranového potencidlu a umoznuje tak sledovat morfologii mitochondrialniho retikula i u Zivych
bunék (Chazotte, 2011). Bunky byly poté pozorovany fluorescenénim mikroskopem (Eclipse Ti2,
Nikon) po excitaci svétlem vinové délky 543 nm. Vzhledem k tomu, Ze u nékterych mitochondrialnich
onemocnéni je mozné pozorovat zmény morfologie mitochondrii pfi plsobeni metabolického stresu
(Agier et al., 2012), byl postup barveni a nasledné mikroskopie aplikovan i na fibroblasty kultivované
v mediu s 25mM galaktézou.

Po kultivaci v mediu s obsahem glukdzy byly barveny a fotografovany kontrolni fibroblasty 1-4 a
bufiky pacientd P2 (mutace genu OPA1), P3 (DARS2), P4 (NDUFS8), P5 (NR2F1), P6 (HTRA2) a P8
(POLG) (Obrazek 8). Za téchto podminek vykazoval oproti kontrolam K1, K2 a K4 prevainé
fragmentované retikulum pouze pacient P6 (HTRA2), pficemz i mezi burikami pacient( P4 (NDUFS8) a
P5 (NR2F1) se casto vyskytovaly ty sfragmentovanym retikulem. Kontrolni linie fibroblastd K3
vykazovala nezanedbatelné zastoupeni bunék s velkymi kulatymi mitochondriemi. Tato morfologie
nebyla pozorovana u Zadné jiné kontrolni linie a byla velmi ojedinéla i u vSech pacient(.

Po kultivaci v mediu s obsahem galaktézy byly barveny a fotografovany kontroly K1, K2 a K4 a
fibroblasty pacientl P1 (mutace genu OPA1), P2 (OPA1), P3 (DARS2), P4 (NDUFS8), P5 (NR2F1), P7
(MGME1) a P8 (POLG) (Obrazek 9). Bunky kontroly K4 vykazovaly castéji elongované a vysoce
propojené mitochondrie, zatimco mitochondridlni retikulum linii K1 a K2 bylo normdlni a srovnatelné
se stavem po kultivaci v mediu s glukdzou. VétSina bunék pacienta P5 (NR2F1) vykazovala vyrazné
propojené a elongované retikulum, zatimco u pacientd P3 (DARS2) a P4 (NDUFS8) se Castéji nez u
kontrol vyskytovaly buriky s fragmentovanym retikulem a u pacienta P1 (OPA1) byly zastoupeny jak
bufky s mirné elongovanymi, tak morfologicky normdlnimi mitochondriemi. MenSsi ¢ast bunék
pacienta P2 (OPA1) obsahovala velké zakulacené mitochondrie do urcité miry podobné tém u K3 po

kultivaci na mediu s glukdzou.
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Obrdzek 8: Mitochondridini retikulum znacené pomoci MitoTracker® Red po kultivaci v mediu
s glukézou. Cdst bunék kontrolni linie K3 vykazuje morfologii s velkymi kulatymi mitochondriemi.
Retikulum bunék pacienta P6 a ¢dstecné také pacientli P4 a P5 je fragmentované oproti kontrolam
K1, K2 a K4. Reprezentativni fotografie vybrdny vZdy z vice neZ dvaceti fotografii. Méfitko 50 um.



Obrdzek 9: Mitochondridini retikulum znacené pomoci MitoTracker® Red po kultivaci v mediu
s galaktézou. Vétsi ¢dst bunék kontrolni linie K4 obsahuje elongované a propojené mitochondrie ve
srovndni s vysledky pfi pouZiti media s glukdézou. Retikulum bunék pacienta P5 je vétsinou vyrazné
elongované, u pacienta P1 je pak mirné elongované pouze u nékterych bunék. U P3 a P4 se cCastéji
vyskytuji fragmentované mitochondrie, zatimco u P2 ¢dst bunék obsahuje mitochondrie zvétsené a
zakulacené. Reprezentativni fotografie vybrdny vZdy z vice neZ dvaceti fotografii. Méfitko 50 um.



5 Diskuse

Mitochondridlni onemocnéni jsou charakteristicki mimo jiné svymi heterogennimi projevy na
fungovani rdznych tkani a prestoZe nejvyznamnéji obvykle zasahuji organové systémy s vysokymi
energetickymi naroky, jako jsou nervovy systém, srdce, svaly, endokrinni zlazy nebo jatra (Alston et
al., 2017), vyuziti koznich kultivovanych fibroblastl( pro jejich studium stejné tak jako pro potreby
diagnostiky patfi k dlouho zavedenym metodickym postuplm (Agier et al., 2012; Nochez et al., 2009;
Robinson, 1996). Fibroblasty maji pro tyto ucely predevsim vyhodu snazsiho ziskavani a kultivace
oproti vétsiné c¢asto pouzivanych tkani, jako napfiklad kosterni svaloviné. Ve srovnani s modernimi
metodami méreni produkce ATP (Layec et al., 2009) nebo spotreby kysliku (Hamaoka et al., 1996) ve
svaloviné in vivo maji pak nékteré metody analyzy funkce na koZnich fibroblastech vyhodu menSsich
pozadavk( na technickou expertizu i vybaveni. Cilem této prace bylo zhodnotit dopady nékolika
vybranych mutaci zplsobujicich mitochondridlni onemocnéni s nastupem v détském véku na funkci a
morfologii mitochondrii v koZnich kultivovanych fibroblastech. Dédle posoudit moZnosti pouZitych
metod ve validaci potencidlnich kauzalnich mutaci nalezenych molekularné biologickymi metodami u

pacient( s predpokladanym mitochondridlnim onemocnénim.

5.1 Vliv véku na respiraci

Zmény ve funkci mitochondrii v pribéhu starnuti a zaroven jejich vliv na tento proces jsou v biologii
intenzivné studovanym tématem. Dle takzvané mitochondridlni teorie starnuti dochazi v prabéhu
Zivota k akumulaci poskozeni zplsobenych reaktivnimi formami kysliku (ROS), které v mitochondriich
vznikaji predevsim cinnosti komplexd | a 1l dychaciho fetézce (Frazier et al., 2019; Gorman et al.,
2016). Ty mohou narusovat lipidové slozky membran, proteiny i nukleové kyseliny, mezi nimi také
MtDNA, ktera se nachazi v blizkosti mista jejich vzniku. ZvySeny vyskyt mutaci mtDNA v zavislosti na
pribyvajicim véku byl zjistén v mnoha lidskych tkdnich jako kosterni svalovina, mozek ¢i srdce,
prestoze podil ROS na jejich vzniku je nejisty (Kennedy et al., 2013). Zmény ve funkci mitochondrii
v zavislosti na stafi jedince v dobé odbéru byly ukazany i u lidskych kultivovanych fibroblastl, mezi
nimi i sniZeni jak sprazené tak rozprazené respirace u bunék osob starsich Ctyficeti let (Greco et al.,
2003).

Za Ucelem zhodnoceni vyznamu poutZiti vékové odpovidajicich kontrolnich bunék pro analyzu
nami zvolenou metodou byla porovnana respirace fibroblast( zdravych jedinct détského a dospélého
véku kultivovanych v mediu s obsahem glukdzy nebo galaktdzy. U fibroblasti dospélych byla zjiSténa
vyznamné sniZzena respirace zavisla na sukcinatu jako substratu komplexu Il v porovnani détskymi
kontrolami. Na zakladé téchto vysledkl byly pro dalsi méreni pouzity kontrolni kmeny pochazejici od

déti vékové srovnatelnych s pacienty.
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5.2 Respirace fibroblastii pacienti s mitochondrialnimi poruchami
Oxidacni fosforylace za normalnich okolnosti produkuje naprostou vétsinu ATP v organismu (Krasich
and Copeland, 2017) a je tak centralnim a Zivotné dulezitym metabolickym déjem mitochondrii. Jeji
spravny pribéh muZe vsak byt narusen mutacemi gend, jejichz produkty puUsobi na fungovani
mitochondrii na radé rliznych Grovni.

Jadernym transkripénim faktorem ovliviiujicim svou aktivitou mj. spravnou funkci mitochondrii
je zfejmé protein NR2F1. Ten patfi mezi takzvané orphan (angl. sirotek) jaderné receptory, nebot
prestoZe obsahuje dvé vysoce konzervované domény, DNA a ligand vazajici doménu (Qiu et al.,
1995), pravé jeho fyziologicky ligand zlstavd neznamy. DNA vdézajici doména obsahuje dva
konzervované motivy zinkového prstu a NR2F1 je schopen v podobé dimeru vazat tzv. pfimé repetice
GGTCA oddélené proménlivym poctem jednoho az péti nukleotidl. Kromé toho muze tvofit dimery i
s dalsimi proteiny ze superrodiny jadernych receptorl jako napfiklad s receptorem retinové kyseliny
(RAR), receptorem thyroidnich hormont (TR) nebo receptorem vitaminu D (Montemayor et al.,
2010). NR2F1 muze fungovat jako aktivator nebo inhibitor transkripce, v zavislosti na bunécném
kontextu, mimo jiné vazbou dalsich transkripénich faktor( (Hall et al., 1995) ¢i korepresorl jako
napfiklad histondeacetyldz (Smirnov et al., 2000). Bylo ovsem zjisténo, Ze vétsSina jeho cilovych mist
v genomu vykazuje acetylaci lysinu 9 histonu 4 spolu srozvolnénou strukturou chromatinu
(Montemayor et al.,, 2010). NR2F1, resp. jeho homolog u mysi, je dlleZitym regulatorem vyvoje
centrdlni nervové soustavy a byl ukazan jeho vliv na migraci neuron(, vyvoj axonu a jejich elongaci,
kontrolu nad diferenciaci nervovych progenitorovych bunék a urcovani specifické identity
jednotlivych oblasti mozkové kiry s riznou funkci (Parisot et al., 2017). DullezZitou funkci ma ziejmé
ve vyvoji oka (Tang et al., 2010), a béhem embryogeneze je exprimovan i v gonadach, khzi, plicich,
ledvinach, zaludku, slinivce, prostaté nebo slinnych Zlazach (Pereira et al., 1995).

Mutace v genu NR2F1 zpUsobuji Bosch-Boonstra-Schaaf atrofii optického nervu, vyznacujici se
dale vyvojovym zpoZdénim, mentdlnim postizenim, hypotonii, oromotorickymi poruchami sani,
zvykani nebo polykani a dalsimi méné cCastymi projevy. Ve vétsiné pripadl maji pacienti jednu
dominantni bodovou mutaci v DNA vazajici doméné, stejné jako pacient P5 v této prdci, prestoze
predevsim u lehcich forem byly objeveny mutace v ligand vazajici doméné nebo delece celého genu
(Chen et al., 2016). To by mohlo byt vysvétleno dominantné negativnim efektem mutované formy pfi
tvorbé dimeru, navic v dusledku tvorby heterodimerl s dalSimi jadernymi receptory by mohlo
dochazet k ovlivnéni fady jinych transkripcnich aktivit. V roce 2018 byla poprvé ohlasena porucha
funkce mitochondrii u pacienta s mutaci v DNA vazajici doméné NR2F1 (Martin-Hernandez et al.,
2018). Autofi ukazali silné narusenou schopnost mutovaného proteinu indukovat transkripci a

predevsim snizenou aktivitu mitochondrialniho komplexu IV ve svalové tkani. To je na prvni pohled
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ve vyrazném rozporu s vysledky mnou provedenych méreni. Fibroblasty pacienta P5 vykazovaly
vyznamné snizenou celkovou sprazenou respiraci a ndpadné zvySenou relativni potiebu kysliku po
pridani askorbatu a TMPD.

Vroce 2010 bylo identifikovano 182 potencialnich cilovych genli NR2F1 (Montemayor et al.,
2010), mezi nimi i geny dllezité pro funkci mitochondrii, naptiklad TIMM23, maijici zasadni funkci
v transportu jaderné kédovanych proteini do mitochondrii (Bauer et al., 1999), a dalsi jako SLCA25A1
(transport citrdtu do mitochondrii), ECHS1 (B-oxidace a metabolismus aminokyselin) nebo MRPL45
(podjednotka mitochondridlniho ribozomu) (Greber et al.,, 2015; Montemayor et al., 2010). Na
zdkladé jeho pravdépodobné funkce v regulaci exprese genl dileZitych pro fadu procesl
v mitochondriich je mozné spekulovat, Ze mutace NR2F1 ve fibroblastech by mohly zpUsobit celkové
sniZzenou respiraci v disledku naruseni procesti metabolicky pfedchazejicich oxidacni fosforylaci nebo
dalezZitych pro jeji spravny pribéh a celkovou funkci mitochondrii. Toto naruseni by se potom
z rGznych dlvod( nemuselo projevit na relativni respiraci komplexu IV, mimo jiné proto, Ze mu jsou
v dobé méreni dodavany elektrony z TMPD nezdvisle na vétSiné ostatnich déji v mitochondrii.
Vyrazné zvyseni parametru CIV/OXPOHS pak mUze byt zdanlivé pravé kvali celkové snizené sprazené
respiraci (OXPHOS). Pokud porovname absolutni hodnoty respirace pacienta P5 a kontrol po pridani
askorbatu a TMPD a odecteni respirace po pridani NaNs, zjistime, Ze primérna rychlost spotreby
kysliku se lisi velmi malo (225,6 pro kontroly a 231,4 pmol/(s*mg) pro pacienta, viz Pfilohy). MozZnosti
je i mirnd kompenzacni nadregulace komplexu IV. Rozdil oproti zjiSténi ve svalové tkdni je moziné
vysvétlit rozmanitou funkci NR2F1 v zdvislosti na tkani a bunécném typu, mj. pravé diky interakcim
s dalSimi jadernymi receptory. SloZity vztah mezi konkrétni mutaci NR2F1, aktivitami a mnoZstvim
komplexd dychaciho fetézce v raznych tkanich a vyslednou respiraci podtrhuji i dalsi analyzy
provedené pracovniky Laboratofe pro studium mitochondridlnich poruch. Ty ukazaly normalni
aktivitu komplexu IV dychaciho fetézce ve svalové tkani, avsak vyznamné zvysenou aktivitu komplexu
Il a enzymu citratsyntazy. Ve fibroblastech byla zjisténa normalni aktivita komplext I, Il a IV ale
vyrazné snizené mnoistvi cytochrom-c-oxidazy. Vliv mutaci NR2F1 na metabolismus mitochondrii
v rliznych tkanich tak vyZzaduje dalsi ovéreni.

OPA1l je protein znamy predevSim svou funkci ve fuzi vnitfni mitochondridlni membrany
(kapitola 1.1.1.2) (Song et al., 2009), hraje vsak roli vfadé dalSich procesi v mitochondriich. Je
dalezity vregulaci morfologie krist (Cogliati et al., 2013), udrzby mitochondridlniho genomu
(Elachouri et al., 2011) a byl ukazan i jeho pravdépodobny ptimy kontakt s komplexy dychaciho
fetézce a vliv na jejich spravné skladani a funkci (Agier et al., 2012; Cogliati et al., 2013). Jedna se také
o jeden z nejstudovanéjsich gend, jehoZz mutace zpUsobuji mitochondrialni onemocnéni, s priblizné
400 zndmymi patogennimi variantami (Ferre et al., 2015). Pacienti P1 a P2 jsou oba slozenymi

heterozygoty pro mutace v GTPazové doméné a stiredni doméné proteinu a odpovidaji tézké
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recesivni formé onemocnéni zplsobené mutaci OPA1 podobné Behrovu syndromu (Carelli et al.,
2015). Byla provedena celd fada studii zabyvajicich se funkci systému oxidacni fosforylace ve
fibroblastech pacientl s mutacemi vtomto genu. Agier et al. zkoumali fibroblasty ¢tyf pacientd,
z nichZz vsak tfi vykazovali izolovanou formu optické atrofie a jeden tézsi syndromickou dospélou
formu s autosomalné dominantnim plvodem (Agier et al.,, 2012). Spektrofotometrickd méreni
ukazala snizenou aktivitu komplexu IV ve svalové tkani, avSak pouze u pacientl s izolovanou atrofii
optického nervu. Polarografickda analyza neprokadzala zmeény ve funkci oxida¢ni fosforylace
permeabilizovanych fibroblastl na zakladé respirace po pridani pyruvatu a glutamatu ani sukcinatu
(Agier et al., 2012). Zaroven vrozporu s mym pozorovanim zaznamenali u fibroblastd pacient(
elongovanou morfologii mitochondrii a ndslednou fragmentaci po kultivaci v mediu s galaktézou.
Minimalné dvé publikace ukazuji na moZné naruseni sprazeni dychaciho fetézce a produkce ATP.
Cornille et al. zaznamenali sniZenou respiraci po pridani FCCP spolu se zvySenou spotiebou kysliku pfi
inhibici ATP-syntazy pomoci oligomycinu u pacienta s izolovanou atrofii optického nervu zplisobenou
mutaci vtransmembranové doméné OPA1l (Cornille et al., 2008). Fibroblasty pacienta mély
vyznamné elongované mitochondrialni retikulum oproti kontrolnim bufkdam. Podobné Chevrollier et
al. zjistili zvySenou respiraci po pridani oligomycinu u fibroblastd rady pacientll sizolovanou i
syndromickou autosomalné dominantni optickou atrofii spolu s normdlni aktivitou komplexu I,
snizenou aktivitou komplexu IV a zvySenou aktivitou ATP-syntazy (Chevrollier et al., 2008).
U fibroblastd nékolika pacientll s mutacemi zpUsobujicimi predcasné ukonceni translace OPA1l
proteinu byla zjisténa sniZzend produkce ATP po pfidani pyruvatu a maldtu s nevyznamnym snizenim
pfi pouziti kombinace rotenonu a sukcinatu. Morfologie mitochondridlniho retikula byla u téchto
bunék srovnatelnd s kontrolami pfti kultivaci v mediu s obsahem glukdzy, pti pouziti galaktézy vsak
dochazelo k fragmentaci a vzniku velkych balénovitych mitochondrii (Zanna et al., 2008).

Zda se tedy, Ze projevy mutaci OPA1 na funkci i morfologii mitochondrii fibroblastd mohou byt
rozmanité, coZ je v souladu s existenci spektra odlisSnych fenotyp( pacient(i stejné jako s podilem
proteinu OPA1 na vice rliznych procesech v mitochondriich. Mechanismy zodpovédné za vznik
autosomalné recesivni formy onemocnéni s poCatkem v détském véku se v3ak zdaji byt obecné méné
prozkoumané. V mych mérenich vykazovaly fibroblasty pacient P1 i P2 sniZzenou celkovou sptrazenou
respiraci, rozdil oproti kontroldm vsak dosahoval vyznamnosti pouze u bunék P2. Respirace po
pridani oligomycinu byla spiSe nizsi, stale vSak srovnatelna s kontrolnimi kmeny. Tyto vysledky spolu
s absenci jednoznacné fragmentace mitochondridlniho retikula po kultivaci na mediu s obsahem
galaktozy by mohly naznacovat jiny mechanismus plsobeni recesivnich mutaci. Napfiklad naruseni
morfologie krist by mohlo souviset s rozpadem superkomplexd dychaciho fetézce a kombinovanym
defektem oxidacni fosforylace (Cogliati et al., 2013). U pacienta P1 bylo pracovniky Laboratofe pro

studium mitochondrialnich poruch zjisténo snizené mnozstvi komplexd lll, IV a V ve svalové tkani,
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ovsem aktivity komplexti byly kromé kombinované aktivity komplexu II a Il v normé.
Spektrofotometricky stanovené aktivity komplex(i ve fibroblastech byly normalni s pouze mirné
snizenym mnozstvim komplexu IV. MnoZstvi mitochondridalni DNA ve svalové tkani bylo mirné
snizené ovsem v ramci béZzného rozptylu zdravych kontrol do jednoho roku véku.

HTRA2 je serinovd proteaza mezimembranvého prostoru mitochondrii, kde se zfejmé podili na
procesu kontroly kvality mitochondridlnich proteinli a zabranuje hromadéni nespravné slozenych
bilkovin (Goo et al., 2014). Zaroven vsak dochdzi za urcitych podminek k jeji translokaci do cytosolu,
kde se podili na spusténi apoptozy nékolika moznymi zplQsoby. Hlavnim z nich je patrné degradace
antiapoptotickych proteinl jako naptiklad XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis, X vazany inhibitor
apoptozy) vedouci k aktivaci kaspazové drahy (Seong et al., 2004), mGze vsak pUlsobit i zplsobem
nezavislym na kaspazach (McCormick et al., 2008). Kromé toho se ucastni i drah kontroly kvality
mitochondrii a mitofagie, mj. regulaci mitochondridlni morfologie prostfednictvim interakce
s proteinem OPA1 (Kieper et al., 2010). HTRA2 ve své plné podobé obsahuje od N-konce proteinu
mitochondrialni cilovou sekvenci (MTS), transmembranovou doménu, motiv vazajici IAP proteiny,
proteazovou doménu a PDZ doménu. Pravdépodobné vsak podléha Stépeni vlastni aktivitou na pozici
alaninu 133, tedy za transmembranovou doménou, ¢imz se zni stdvd solubilni protein
mezimembranového prostoru (Seong et al., 2004). Fibroblasty mysich embryi postradajici funkéni
HTRA2 vykazuji vyssi citlivost vacéi apoptdze spolu se snizenym mitochondridlnim membranovym
potencidlem a mnoZstvim ATP, coZ ukazuje na moznou dlleZitou funkci v energetickém metabolismu
mitochondrii (Jones et al., 2003).

HTRA2, resp. poruchy jeho funkce ziejmé hraji dilezitou roli v nékolika neurodegenerativnich
onemocnénich, jako je Parkinsonova, Alzheimerova nebo Huntingtonova choroba (Su et al., 2019).
V neddvné dobé byly odhaleny prvni ptipady recesivniho onemocnéni v raném détstvi zplisobeného
Uplnou ztratou této proteazy v dlisledku mutaci obou alel (Mandel et al., 2016; Olahova et al., 2017),
stejné jako je tomu pravdépodobné u pacienta P6. Ta vede k zdvainé neurodegeneraci a umrti
v prvnich mésicich véku. Spole¢nym znakem je mj. 3-methylglutakonové acidurie, kterd se vyskytuje
u mnohych mitochondrialnich onemocnéni (Wortmann et al., 2013). Ve vSech testovanych pfipadech
byly zjistény normalni aktivity komplex( dychaciho fetézce ve svalové tkani a pouze minimalni zmény
v mnoizstvi podjednotek i zcela sestavenych komplexd jak ve fibroblastech, tak svalovych vlaknech
(Mandel et al., 2016; Olahova et al., 2017). Stejné tak respirace fibroblastl byla nezménéna oproti
kontrolnim burikdm (Mandel et al., 2016). Pfestoze Olahova et al. ukazala zménu v rovnovaze mezi
kratkymi a dlouhymi formami proteinu OPA1 (v souladu s jeho dfive pozorovanou interakci s HTRA2),
mitochondrialni retikulum vsech studovanych fibroblastl mélo normalni morfologii (Mandel et al.,
2016; Olahova et al., 2017). V obou pfipadech byla posuzovana také citlivost fibroblastl pacientd vici

podnétim vyvoldvajicim apoptdzu s pozitivnim vysledkem oproti kontrolnim bunkam.
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V souladu s vySe uvedenymi poznatky nevykazovaly fibroblasty pacienta P6 vyznamnou zménu
respirace. Je tedy pravdépodobné, ze hlavni uUlohu v patogenezi onemocnéni ma funkce HTRA2
v apoptodze, vici niZ jsou zvlasté citlivé pravé burky vyvijejici se nervové soustavy (Kole et al., 2013).
Dale je moiné, ze pripadna porucha mitochondridlniho energetického metabolismu pfi mutaci HTRA2
se projevi pouze na fungovani energeticky naro¢nych tkdni, jako je praveé tkan nervova.

POLG patti ke genim, jejichz mutace zplsobujici mitochondridlni onemocnéni maji vibec
nejrozmanitéjsi ucinky (kapitola 1.2.3). To plati i pfesto, Ze vétSina pacientl sdili podobny charakter
mutaci zpUsobujicich poruchu funkce polymerazy gamma. Nejéastéji se jedna o sloZzené heterozygoty
s jednou mutaci v polymerdazové doméné a druhou ve spojovaci doméné, kterd je v kontaktu
s pomocnymi podjednotkami POLG2. Vibec nejobvyklejsi mutaci polymerazové domény je substituce
p. Alad67Thr, kterou nalézdme i u pacienta P8 (Tang et al.,, 2011). Alanin 467 se nachazi
v hydrofobnim jadre palcové domény polymerazy a hydroxylova skupina threoninu v tomto misté
pravdépodobné narusuje pravé tuto vlastnost (Euro et al., 2011). To je vsouladu se zjisténim, Ze
protein s touto zdmeénou si zachovava pouze 4 % své polymerazové aktivity a ma narusenou interakci
s pomocnymi podjednotkami (Chan et al.,, 2005). Zajimavé je, Ze v homozygotni podobé m3a tato
mutace, i pres zjevné omezeni funkce proteinu, mirnéjsSi projevy nez pravé ve vysSe popsané
kombinaci. To je moznda zplsobeno dalsim oslabenim spoluprace s POLG2 (Tzoulis et al., 2006). |
druhd mutace pacienta P8 p. Pro589Leu nachdazejici se pravé ve spojovaci doméné, je znama
z literatury, ovsem pouze v kombinaci se zdaménou p. Pro587Leu na stejné alele a p. Trp748Ser na
druhém chromosomu (Ashley et al., 2008). Mutace POLG mohou ale nemusi byt spojeny s nalezy
deleci v mtDNA nebo snizeni jejiho celkového mnoiZstvi jak ve svalu, tak fibroblastech pacientl a
totéz plati pro zménéné aktivity komplex( oxidacni fosforylace (Ashley et al., 2008; Blok et al., 2009).
U pacienta P8 nebyla provedena zadna analyza mtDNA v tkdnich a vySetfeni koZnich fibroblast(
pracovniky Laboratofe pro studium mitochondridlnich poruch neukdzalo zmény mnozstvi ani aktivity
komplexd OXPHOS.

Snizena relativni respirace po pridani sukcinatu jakoZzto substratu komplexu Il mUZe pusobit
velmi prekvapivé vzhledem k tomu, Ze sukcinatdehydrogenaza jako jediny z komplex(i neobsahuje
zadnou podjednotku kéddovanou mitochondrialni DNA. Néco podobného vsak neni v literatufe zcela
neznamé. Blok et al. zjistili specificky snizenou aktivitu komplexu Il v jatrech pacienta s homozygotni
mutaci p. Alad67Thr, autofi tomuto jevu ovSem nevénovali vétsSi pozornost (Blok et al., 2009).
V pripadé vysledkl respirometrického méreni uvadénych v této praci je mozné spekulovat nad vlivem
zbyvajicich komplext dychaciho fetézce a predevsim plsobeni superkomplexl. Carossa et al. méfili
kombinovanou aktivitu komplexd | + Il a Il + 1l ziskanych z hybridnich bunék nesoucich 18 bp deleci
v mtDNA spojenou s defektem funkce komplexu Ill a mitochondridlnim onemocnénim (Carossa et al.,

2014). Zjistili, Ze prestoze izolovana aktivita komplexu Il byla zvysend, v dlsledku poruchy funkce
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nasledujiciho komplexu Ill doslo ke sniZzeni kombinovanych aktivit, které bylo ovSem vyraznéjsi pro
komplexy Il + Ill. To je mozné vysvétlit pravé existenci superkomplexl, kdy v ptipadé nedostatku
komplexu Il by byla jeho velkd ¢ast vdzana s komplexem |, vyuzivajic ¢astecné oddélené populace
ubichinonu, coz by neumoznilo tak vyznamny tok elektronl ze sukcinatdehydrogenazy (Enriquez,
2016). K podobnému zavéru dosli i Lapuente-Brun et al., kdyZ sledovali respiraci a aktivity komplex(
dychaciho fetézce u mysich fibroblastd se snizenou expresi podjednotek komplexu Il (Lapuente-Brun
et al., 2013). Zjistili, Ze za téchto podminek je zfejmé vSechen komplex Il sekvestrovan komplexem |,
nasledkem ¢ehoz bylo jeho volné mnozstvi pod detekénim limitem pouzité elektroforetické metody.
Dale byla snizena respirace permeabilizovanych fibroblastli po pfidani sukcindtu v kombinaci
s rotenonem i kombinovand aktivita komplext Il + Ill. Timto predpokladem je moziné vysvétlit
snizenou relativni respiraci po pfidani substratu komplexu Il na zakladé narusené funkce dalsiho
komplexu drahy, ktery obsahuje podjednotky kédované v mitochondrialni DNA.

Zjisténi, Ze mutace MGME1 zpUsobuji mitochondridlni onemocnéni, patfi k relativné nedavnym
(Kornblum et al.,, 2013) a doposud je znamo velmi malo o jejich plsobeni na mitochondridlni
energeticky metabolismus v burikach pacientl. Kornblum et al. zjistili snizeni enzymovych aktivit
komplext | a IV dychaciho fetézce ve svalové tkani (Kornblum et al., 2013), oviem pouze u nékterych
pacientl. U pacienta P7 byla pracovniky Laboratore pro studium mitochondrialnich poruch zjisténa
snizena aktivita komplexu | a Ill a kombinovana aktivita komplext | + Il v koZnich fibroblastech,
zatimco ve svalové tkani byla sniZzend aktivita komplex( II, IV a kombinovana aktivita | + Il i Il + IlI.
Elektroforetickd analyza ukdazala snizené mnozstvi komplext I, Ill, IV a V v mitochondriich svalové
tkané. Polarografické méreni respirace svalovych vlaken bylo z divodu malého mnoZstvi materialu
provedeno pouze po pfidani substratd komplexu IV a ukazalo vyrazné sniZzenou rychlost spotieby
kysliku proti kontrolnimu materidlu. Mezi dalsi zjisténi u ostatnich pacientd s mutaci vtomto genu
patfi mnohacetné delece mtDNA ve svalové tkani, krevnich bunikach a moci (Kornblum et al., 2013),
stejné jako celkové snizeny obsah mtDNA v pfi¢né pruhované svaloviné (Kornblum et al., 2013; Taylor
et al., 2014). Vysetteni provedena v nasi laboratofi neprokazala ptritomnost deleci mitochondrialni
DNA ve svalu ani fibroblastech pacienta. Stanoveni mnozstvi mtDNA nebylo provedeno z divodu
malého mnoiZstvi potfebného materidlu. Spektrum klinické zdvainosti onemocnéni u zndmych
pacientl s mutaci v genu MGMEL1 je Siroké, od pozdniho nastupu ve véku 35 let (Kornblum et al.,
2013), pres détské pripady (Hebbar et al., 2017) aZ po pfipady umrti do tfi let od narozeni (Taylor et
al., 2014). Zasazena byva hlavné tkan nervovd a svalova.

Respirometrickd méfeni provedend pro tuto praci neprokdzala vyznamné zmény
v mitochondridlnim metabolismu koZnich kultivovanych fibroblastl, prestoZe je moziné rozlisit

podobné trendy jako v pfipadé bunék pacienta s mutaci vdalSim genu replikace a udrzby
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mitochondridlniho genomu, POLG, coz by mohlo naznacovat spolecny mechanismus patogeneze.
Vyznam a pficiny téchto vysledkd by bylo dobré ovérit opakovanym mérenim a dalSimi metodami.

DARS2 byl prvnim genem mitochondridlni aminoacyl-tRNA-syntetdzy, v némz byla nalezena
mutace zpUsobujici mitochondridlni onemocnéni (Scheper et al., 2007). Mutace zpUsobuji vyhradné
leukoencefalopatii s postizenim mozkového kmene, michy a zvySenym laktdtem (LBSL, kapitola
1.3.2), pficemz ostatni tkané ani kultivované buriky pacientl dle dosavadnich poznatk( nevykazuji
defekty oxidacni fosforylace (Konovalova and Tyynismaa, 2013). Mutace aminoacyl-tRNA-syntetdaz
zfejmé zpUsobuji zpomaleni procesu translace, které vede k akumulaci nespravné sbalenych protein
a spusténi odpovédi na nesbalené proteiny (UPR, unfolded protein response) (Wang and Kaufman,
2016). Pravé neurony CNS patii mezi bunécné typy vysoce citlivé vic¢i tomuto druhu stresu (Sheng,
2014). Vétsina pacientl s LBSL nese mutaci v druhém intronu genu DARS2 zpUsobujici nespravné
vystfizeni exonu 3 s nasledkem posunu ¢teciho rdmce a predcasného ukonceni translace, v kombinaci
s jinou mutaci v druhé alele (van Berge et al., 2014), stejné jako je tomu u pacienta P3 v této prdci.
Predpoklada se, Ze sestfihova mutace castecné umoznuje vznik funkéniho proteinu (,leaky” mutace),
zatimco mutace druhé alely plné zabraruje jeji funkci (van Berge et al., 2014). To je také v souladu
s genotypem pacienta P3 s druhou mutaci zpUsobujici pfed¢asny vznik STOP kodonu. Bylo zjisténo, Ze
efektivita sprdvného zarazeni exonu 3 u tohoto typu mutaci je nizsi pravé v nervovych bunkach oproti
jinym bunéénym typlm (van Berge et al., 2012). V souladu s vyse uvedenymi informacemi nebyla
zjiSténa vyznamna zména respirace fibroblastld pacienta P3. Biochemické analyzy provedené
pracovniky Laboratofe pro studium mitochondridlnich poruch ukazaly pouze velmi mirné sniZzenou
kombinovanou aktivitu komplext | + Il a normalni mnozstvi vSiech komplex( systému oxidacni
fosforylace ve fibroblastech.

NDUFSS je jednou z centralnich podjednotek hydrofilniho ramene komplexu | dychaciho retézce
obsahujici dvé Zelezo-sirnd centra podilejici se na transportu elektroni z NADH na ubichinon
(Fiedorczuk et al., 2016). Pacient P4 je sloZzeny heterozygot pro mutace p. Arg54Trp a p. Cys153Arg.
Cystein na pozici 153 se pfimo Ucastni vazby jednoho z atom{ Zeleza druhého Zelezo-sirného centra a
jeho zaména za arginin pravdépodobné vede ke ztraté této struktury a tim také funkce této
podjednotky (Fiedorczuk et al., 2016). N-konec NDUFS8 obsahuje dva amfipatické helixy, které jsou
v kontaktu s podjednotkami NDUFA13, NDUFA3 a NDUFA7 (Fiedorczuk et al., 2016) a spekuluje se o
jejich funkci ve stabilizaci celého komplexu nebo predpokladaného vzdjemného pohybu obou jeho
ramen (Fiedorczuk and Sazanov, 2018). Na dlleZitost této periferni ¢asti proteinu ukazuji i vysledky
biochemickych méreni provedenych na tkanich pacientli s homozygotnimi mutacemi zpUsobujicimi
zaménu nékterého z aminokyselinovych zbytkd, které se zde nachazi. Marina et al. zjistili 29% aktivitu
komplexu | ve svalové tkani pacienta s homozygotni mutaci p. Arg54Trp ve srovnani s kontrolnim

vzorkem (Marina et al., 2013). Podobné i homozygotni zdména p. Glu63GIn nachazejici se v této
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oblasti zplisobila snizeny pomér aktivit komplexu | a citratsyntazy na 8 a 54 % ve svalové tkani resp.
fibroblastech pacienta (Haack et al., 2012). V téZe studii byl zahrnut i pacient s podobnou kombinaci
mutaci jako pacient P4. Jednalo se o zdménu p. Arg77Trp vjednom z perifernich helixd a p.
Alal59Asp pobliz druhého Zelezo-sirného centra. Pomér aktivity komplexu | a citratsyntdzy byl
v tomto pfipadé na drovni 52 % ve fibroblastech a 38 % ve svaloviné. Moznym dusledkem mutaci
genl podjednotek NADH-ubichinonreduktazy véetné NDUFS8 je naruseni skladani celého komplexu.
Verkaart et al. zjistili 15% mnoZstvi spravné slozeného komplexu | a 20 % aktivity ve fibroblastech
pacienta s mutaci NDUFS8 ve srovnani s kontrolnimi burikami (Verkaart et al.,, 2007), zatimco
fibroblasty dalSiho pacienta vykazovaly téméf nedetekovatelné zastoupeni Uplného komplexu
(Ugalde et al., 2004). Cést téchto poznatk( je v kontrastu s vysledky biochemickych vyetieni u
pacienta P4 provedenych pracovniky Laboratofe pro studium mitochondridlnich poruch. Vysetreni
svalové tkané ukdzalo snizenou aktivitu komplexu | ale také snizenou kombinovanou aktivitu
komplext | + 1l a Il + Ill, zatimco v kultivovanych fibroblastech byly zjistény aktivity srovnatelné
s kontrolnimi burikami pro komplex I, Il i IV. Bylo provedeno také polarografické méreni respirace
svalovych vldken, které v souladu s mutacemi u pacienta ukdzalo na vyrazné sniZzenou respiraci po
pridani pyruvatu a malatu.

Pfi méfeni spotrfeby kysliku permeabilizovanymi fibroblasty pacienta kultivovanymi v mediu
s obsahem glukdzy byla zjisténa snizena Uplnd sprazena respirace stejné jako relativni respirace po
pfidani kombinace pyruvatu, maldtu, glutamatu a ADP. To je v souladu s ocekdvanim na zakladé
molekuldrné genetické diagndzy, ovSsem v rozporu s nékterymi dalSimi vysledky nasi laboratofre.
Mechanismus plisobeni mutaci genu podjednotky NDUFS8 komplexu | v jednotlivych tkanich tak ke
svému plnému objasnéni vyzaduje dalsi studium. Jednou z moZnosti je, Ze na viné jsou opét interakce
jednotlivych komplexd v rdmci superkomplexu. Bylo zjiSténo, Ze ke sprdvnému sestaveni a fungovani
komplexu | je potfeba pfitomnost komplext Il a IV stejné jako cytochromu c (Schagger et al., 2004;
Vempati et al., 2009). Pokud je mi znadmo, Zadny podobny efekt plsobici opacnym smérem vsak

nebyl doposud pozorovan.

5.2.1 Vysledky polarografickych méreni u bunék péstovanych v mediu s obsahem
galaktozy

Lidské kozni kultivované fibroblasty péstované v mediu s vysokym obsahem glukdzy ziskavaji vétsinu

ATP pro své fungovani prostrednictvim glykolyzy. Pfi kultivaci v mediu, kde je glukdza nahrazena

galaktézou, je bunka nucena vétSinu ATP syntetizovat pomoci oxidacni fosforylace. Toho bylo

predevsim drive vyuzivano k diagnostice mitochondridlnich onemocnéni, kdy bunky pacientd se

zavaznym defektem OXPHOS nebyly schopny rilstu vtakovém mediu a postupné odumiraly
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(Robinson, 1996). Dodnes je vsak tato metoda pouZivdna napf. pro urcovani dosud neznamych
mitochondridlnich proteinl potfebnych pro tuto drahu produkce ATP (Arroyo et al., 2016).

Z téchto davod( bylo jako jedno z médii ke kultivaci bunék pro ucely respirometrie pouzito
medium neobsahujici glukdzu ovsem s pfidanou galaktézou v koncentraci 25 mmol/Il. Pfedpokladal
jsem, Ze dojde k nadregulaci proteind oxidacni fosforylace u kontrolnich bunék, zatimco buriky,
jejichz mitochondridlni energeticky metabolismus je narusen, nebudou schopny podobného
prizplsobeni, ¢imZ dojde ke zvyraznéni rozdil( respirace mezi obéma skupinami fibroblastl. Proto
bylo velmi prekvapivé, Ze za téchto podminek nebyl potvrzen Zadny z vysledkl méfeni respirace ani
nebyl zjistén Zadny dalsi vyznamny rozdil mezi burikami pacient( a kontrolnimi kmeny. To miZe mit
nékolik divodl. Doba kultivace bunék v mediu s obsahem galaktdzy v délce péti dnd byla zvolena na
zadkladé predchozich experimentl v nasi laboratofi, pfi nichZ byl zjisténo, Ze k nékterym zménam
v bunécném metabolismu, regulaci genové exprese a proliferaci bunék dochazi az po takto dlouhé
dobé (Kedrova, 2014). Nékteré publikace vsak ukazuji, Ze k nejvétsiho zvyraznéni rozdild mezi
burikami pacientl a zdravych jedincl je dosazeno v kratSim ¢asovém horizontu. Napf. u fibroblastd
pacientl s mutaci v genu OPA1 byl pozorovan vyznamny rozdil v produkci ATP oproti kontrolnim
buikdm pouze pfi kultivaci v mediu s galaktézou po dobu 24 hodin, nikoliv vS8ak po 48 nebo 72
hodinach (Zanna et al., 2008).

Hlavnim ddvodem tohoto necekaného vysledku se vsak zda byt vysoka variabilita vysledk
meéreni kontrolnich linii po kultivaci v mediu s obsahem galaktdzy. To potvrzuje mj. i skuteénost, ze
pramér pomér smérodatnych odchylek vsech Sesti sledovanych parametri u kontrolnich bunék
péstovanych s galaktézou/glukézou je 1,51. Je mozné, Ze na viné je rozdilny plvod kontrolnich bunék
K1 a K2 oproti fibroblastiim K3 a K4 (kapitola 3.1.1.1). Zatimco kmeny K1 a K2 byly zakoupeny jako
komercné prodavané a s vysokou pravdépodobnosti pochazi od skutec¢né zdravého novorozence, K3
a K4 (z nichz pouze K4 byly pouzity pfi sledovani vlivu galaktézy v mediu) jsou burnky détskych
pacientl, u nichZ vzniklo podezieni na mitochondridalni onemocnéni, které se neprokazalo. Neni
vylouceno, Ze energeticky metabolismus téchto bunék byl odlisny oproti fibroblastim zcela zdravych
jedincll, coZz se projevilo na pozorované variabilité. Napfiklad Uplnd sprazena respirace (parametr
OXPHOS) byla oproti kontroldam vyznamné sniZzena u ¢tyr pacientl po predchozi kultivaci v mediu
s glukdzou, Zadny vyznamny rozdil se vSak nepodafilo ukadzat po pouzZiti media s galaktézou.
Primérna hodnota tohoto parametru bunék K1 a K2 je 103 pmol/(s*mg), zatimco pro kmen K4 ¢ini
74,3 pmol/(s*mg).

Pro pristi experimenty je tedy velmi duleZita spravnad volba kontrolnich bunék, pficemz je
potieba zajistit, aby fibroblasty nebo jiny kontrolni materidl pochazely od skute¢né zdravych jedinc(,

zaroven je vSak vyhodné, pokud dostatecné zachycuji béznou variabilitu zdravé populace.
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5.3 Morfologie mitochondrialniho retikula fibroblastii pacienti s

mitochondrialnimi poruchami

Zménénd morfologie retikula, casto v podobé jeho fragmentace, byla pozorovana u fady
mitochondridlnich onemocnéni zplsobenych jak mutaci genu kédujiciho néktery z proteind dynamiky
mitochondrii (Chevrollier et al., 2008; Zanna et al., 2008), tak i jinymi mutacemi zpUsobujicimi defekt
funkce systému oxidacni fosforylace (Duvezin-Caubet et al., 2006). Jednou z moznych pficin je
neschopnost udrzeni normdliniho membranového potencidlu, zplsobujici aktivaci protedzy OMAL a
nasledné kompletni stépeni proteinu OPA1 na jeho kratkou formu (Baker et al., 2014; Ehses et al.,
2009) (viz kapitola 1.1.1.2). V nékterych pripadech bylo pozorovano, ze efekt mutace na morfologii
mitochondridlniho retikula ve srovnani s kontrolnimi burfikami je zvyraznén kultivaci v mediu
obsahujicim galaktézu (Zanna et al., 2008). Naopak u bunék bez poruchy mitochondridlni funkce
dochazi ke vzniku vyrazné elongovanych mitochondrii (Rossignol et al., 2004), ani to vSak nemusi byt
pravidlem a v nékterych experimentech byla pozorovana nezménénd morfologie (Zanna et al., 2008)
nebo fragmentace mitochondriadlniho retikula pfi kultivaci v mediu s galaktézou i u bunék pouzitych
jako kontrolni (Agier et al., 2012).

Guillery et al. testovali vliv defektl systému oxidaéni fosforylace na morfologii mitochondrii
fibroblastl pomoci selektivnich inhibitor( (Guillery et al., 2008). Zjistili, Ze inhibice kterékoliv
z komplex( |-V zplsobi ¢astecnou fragmentaci retikula, ovsem nejzavazinéjsi ucinek mélo naruseni
membranového potencidlu pomoci CCCP, v souladu s vysvétlenim vySe. Soucasné pozorovali, Ze
fibroblasty vétSiny pacientll sizolovanymi defekty komplexd OXPHOS vykazovaly za béinych
podminek normalni propojené retikulum, pokud vsak byla inhibovdna glykolyza nahrazenim glukdzy
v mediu deoxyglukdézou, doSlo u nékterych znich kfragmentaci mitochondrii v zavislosti na
zavaznosti defektu stanovené pomoci polarografického méreni spotfeby kysliku. Podobné bylo
zjisténo, Ze v pfipadé mutaci genu NDUFS8 podjednotky komplexu | je mira fragmentace
mitochondridlniho retikula zavisld na zavaznosti defektu zjisténého mérenim aktivity NADH-
ubichinonreduktazy (Distelmaier et al., 2009). Pacient P4 (mutace genu NDUFS8) je jednim ze Ctyt
pacientd, u jejichz fibroblastl byla zjisténa vyznamna zména celkové respirace. Zaroven tyto buriky
jako jediné vykazovaly fragmentovanou morfologii mitochondrii za obou kultivacnich podminek.

Fibroblasty pacienta P6 (mutace vgenu HTRA2) mély retikulum fragmentované oproti
kontrolnim burikam pfi kultivaci v mediu s obsahem glukdzy. Dfivéjsi pozorovani podobny vliv mutaci
neukazala, oviem byla zjiSténa zména v poméru kratkych a dlouhych forem proteinu OPA1 (Olahova
et al., 2017), ktery se podili na regulaci morfologie a dynamiky mitochondrii (kapitola 1.1.1.2). Je

mozné, Ze dosud nezaznamenana homozygotni mutace pacienta P6 zpUsobujici pfed¢asné ukonceni
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translace ma jesté vyznamnéjsi vliv na rovnovahu proteini dynamiky mitochondrii, tato hypotéza
ovsem nebyla doposud testovana.

Bunky pacienta P3 s mutaci v genu DARS2 vykazovaly fragmentované mitochondrialni retikulum
pouze v pripadé jejich drivéjsi kultivace v mediu s obsahem galaktdzy. To je v kontrastu se zdanlivé
méné vyznamnymi zménami energetického metabolismus stanovenymi pomoci respirometrie.
Moziné vysvétleni zfejmé tkvi v odliSné Ucasti funkéniho metabolismu syntézy ATP a schopnosti
udrzeni membranového potencialu na vysledné struktufe mitochondrii v burice, jak je nastinéno také
v poslednim odstavci této podkapitoly. Jinou nejspis vSak méné pravdépodobnou moznosti je zatim
neobjevena funkce této mitochondrialni aminoacyl-tRNA-syntetdzy na morfologii mitochondrialniho
retikula, kterd by vyznamné neovliviiovala energeticky metabolismus ve fibroblastech, oviem byla
narusena zde studovanymi mutacemi i vtomto bunécném typu. Bylo zjisSténo, Ze cytosolické
aminoacyl-tRNA-syntetazy mohou kromé své zakladni funkce v proteosyntéze zastavat také jiné
funkce v burice (Guo et al., 2010). Podobné je zndmo, Ze napf. nékteré mitochondridlni proteiny se
Ucastni dalSich déja v jadre (Monaghan and Whitmarsh, 2015), a v nedavné dobé bylo objeveno, Ze
vétsSina aminoacyl-tRNA-syntetaz véetné nékterych mitochondridlnich je syntetizovdna ve vice
sestfihovych variantdch, z nichz nékteré nejsou katalyticky aktivni, je tedy opét mozné, ze plni jiné
funkce nezavislé na proteosyntéze (Lo et al., 2014).

Necekanou kombinaci byl vyskyt fragmentovanych mitochondrii bunék pacienta P5 (mutace
v genu NR2F1) péstovanych v mediu s obsahem glukézy s naslednou elongaci a vznikem vysoce
propojeného retikula pfi pouZiti media s obsahem galaktdzy. Proteiny dynamiky mitochondrii jsou
regulovany mnoha rGznymi drahami. Nejen pfi svém vzniku nebo napfiklad proteolytickym stépenim,
jako je tomu u proteinu OPA1 (kapitola 1.1.1.2 (Ehses et al., 2009)), ale také mnoha dalSimi
posttranslacnimi modifikacemi, mj. fosforylaci, SUMOylaci, acetylaci, ubikvitinylaci nebo ptipojenim
N-acetylglukosaminu prostrednictvim atomu kysliku (Knott et al., 2008; Makino et al., 2011; Samant
et al., 2014). Je mozné, ze NR2F1 ovliviiuje nékterou z téchto drah a naruseni jeho funkce ma rozdilné
a necekané duasledky pfti rdznych podminkach kultivace. V rdmci omezeného mnozstvi publikaci
popisujicich vliv NR2F1 na funkci mitochondrii se vSak nepodafilo dohledat experimentalni vysledky,
které by tuto domnénku podporovaly. Bylo by dobré mikroskopickd pozorovani zopakovat a v
pripadé podobnych vysledkl prozkoumat funkci tohoto proteinu v regulaci morfologie mitochondrii
v lépe kontrolovanych podminkach, napfiklad za pouZiti transgennich bunéénych modeld.

O tom, do jaké miry je zvolend metoda hodnoceni morfologie mitochondridlniho retikula
informativni pfi aplikaci na dany bunécny typ za téchto podminek, nejspi§ vypovidaji vysledky
pozorovani fibroblastl pacientll P1 a P2. PrestoZe se jedna o bratry nesouci stejnou kombinaci
mutaci v genu OPA1, morfologie mitochondridlniho retikula v bunkach kultivovanych v mediu

s obsahem galaktozy byla pomérné odlisna. To by mohlo byt zplsobeno vysokou citlivosti vici
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individualnimu genetickému pozadi bunék, ale spisSe viici podminkam a velmi konkrétnimu provedeni
pripravy. Na zdkladé toho soudim, Ze pro budouci aplikaci by bylo uzitecné zaradit nezavislé
opakovani téchto pozorovani pro ovéreni spravnosti prvotnich vysledkd.

Vyznamna ¢ast kontrolnich bunék K3 vykazovala pomérné neobvyklou strukturu mitochondrii pfi
predchozi kultivaci v mediu s glukdzou (Obrazek 8). Velké, zakulacené az balénovité mitochondrie
nejsou neznamé u bunék pacientl s mitochondridlnim onemocnénim (Zanna et al., 2008). Fibroblasty
K3 maiji svlij plvod u pacienta, ktery byl v Laboratofi pro studium mitochondridlnich poruch testovan
pro podezieni na mitochondridlni onemocnéni, které se vSak neprokazalo. | tak je ovSiem mozné, Ze
morfologii mitochondrii ovlivnila neobjevend zména metabolismu oproti béZzné populaci. Bylo by jisté
zajimavé sledovat vliv kultivace v druhé varianté media na strukturu mitochondrii téchto bunék,
z dlvodu malého mnoZstvi materialu vSak nebyly fibroblasty K3 do této druhé ¢asti mikroskopickych
pozorovani zahrnuty.

PFi srovnavani vysledkd mikroskopickych pozorovani podobného druhu s vysledky ostatnich
metod zamérenych na mitochondridini energeticky metabolismus je treba pamatovat, Ze
propojenost mitochondridlniho retikula je zavislda spiSe pravé na schopnosti buriky udrzet
membranovy potencial, nez na funkéni produkci ATP (Guillery et al., 2008). Z tohoto dlivody by
mohlo byt v kombinaci se zde prezentovanymi vysledky uzite¢né pfimé zjisténi mitochondridlniho

membranového potencialu u zkoumanych fibroblastd.

PrestozZe vSechny pacienty, jejichz koZni fibroblasty byly soucasti diplomového projektu, postihlo
pomérné zdvazné onemocnénim s nastupem vraném détstvi, u ¢ty bunécnych linii z osmi se
nepodafilo ukazat vyznamnou zménu v respiraci pomoci zvolené metody. To vypovidd o pomérné
nizké senzitivité pro pouZiti k diagnostickym ucelim, ktera se ponékud zvysi na 75 % v pfipadé
kombinace s vysledky mikroskopickych pozorovani. Otazkou vsak zlstavd diagnosticka specificita,
kterou neni mozné na zakladé prezentovanych vysledki stanovit.

Interpretace vysledk( téchto metod a jejich pouziti v klinické praxi mlze byt sloZité z mnoha
raznych ddvodd. Vysetfeni pacientl s mutacemi nékterych genli mohou poskytovat nekonzistentni
vysledky podle typu studované tkané (Tetreault et al., 2015). To také ztéZuje moZnost validace
mutaci v genech s predpoklddanou funkci vtémze bunééném procesu ¢&i metabolické draze
nalezenych molekularné genetickymi metodami. Mnohé proteiny mohou navic mit vice rdznych
funkci, coz mlze plsobit na vysledky vysetieni necekanym zplsobem (Monaghan and Whitmarsh,
2015).

V kontrastu stim nékteré z prezentovanych vysledk( ukazuji na moiné doposud neznamé,
zajimavé a potencialné dilezité mechanismy plsobeni studovanych mutaci a tim nabizi dalsi sméry

pro pripadné pokracovani vyzkumu.
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6 Shrnuti

V diplomové praci byl zhodnocen vliv patogennich mutaci v nékolika rdznych genech na
mitochondrialni energeticky metabolismus koZnich kultivovanych fibroblastli pomoci vysoce citlivé

polarografie. Ddle byly sledovany zmény struktury mitochondrii u téchto bunék.

1. Opakované byla zmérena respirace 4 kontrolnich linii fibroblast(i ziskanych od déti a jednoho
kmene fibroblastl od zdravého dospélého jedince. Srovnanim byly zjiStény zmény v respiraci

bunék osob riizného véku.

2. Pomoci vysoce citlivé polarografie byl charakterizovdn vliv mutaci na systém oxidacni

fosforylace fibroblastl osmi pacientll s mitochondriadlnim onemocnénim

e U fibroblastl jednoho z pacientll s mutaci v genu OPA1 byla zjisténa snizenad celkova
sprazend respirace ukazujici na kombinovany defekt OXPHOS.

e U bunék pacienta s mutaci genu podjednotky NDUFS8 komplexu | byla potvrzena
ocCekdvana snizend relativni respirace po pridani substratl poskytujicich elektrony
prostfednictvim NADH-ubichinonreduktazy.

e Fibroblasty pacienta s mutaci vgenu NR2F1 vykazovaly sniZzenou respiraci za vSech
respiracnich stavi kromé stavu po pridani askorbatu a TMPD.

e U bunék pacienta s mutaci vgenu POLG kddujicim katalytickou podjednotku
mitochondrialni replikativni DNApolymerazy byla zjisténa snizend celkovd sprazend

respirace a relativni respirace po pridani substratu komplexu Il dychaciho retézce.

3. U fibroblastl pacientd s mutacemi v genech DARS2, NDUFS8, NR2F1 a HTRA2 byly zjistény
zmény struktury mitochondrii pomoci fluorescenéni mikroskopie ve srovnani s kontrolnimi

bunkami.

4. Byl studovan vliv rdznych kultivaénich podminek na funkci a strukturu mitochondrii
fibroblastll pacientl. Nepodafilo se ukdzat vyraznéjsi rozdil respirace bunék pacientd oproti
kontrolnim bunkam pfi pouziti media s obsahem galaktdzy ve srovnani s mediem s glukdzou.

Pro podobny druh analyz bude tfeba najit jiné kultivacni podminky.

Zavérem lze fici, Ze méfeni spotieby kysliku koznimi fibroblasty pacientd za Ucelem ovéreni
potencialnich kauzalnich mutaci Ize zfejmé aplikovat pouze v nékterych pripadech. Sviij vyznam mze
mit predevsim pri nemozZnosti snadného ziskani vzorkd jinych tkani. Dale se mizZe uplatnit predevsim

pfi studiu Ucinku konkrétnich mutaci nékterych gen(.
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