Abstrakt

FFo-ATPsyntadza je klicovym enzymem bunétného energetického metabolismu. Jeji
ptipadny deficit mize byt zptisoben mutacemi ve dvou strukturnich genech MT-ATP6 a MT-
ATP8 v mitochondridlni DNA ¢i v jadernych genech ATPAF2 a TMEM70 kodujici faktory
pro biogenezi enzymu a strukturnim genu ATPSE. Deficit FiFo-ATPsyntazy vede k rozvoji
velmi zavazného fenotypu postihujici orgdny s vysokymi energetickymi naroky s nastupem
v novorozeneckém vé&ku a nepfiznivou prognoézou. Mutace v uvedenych genech navic
nezpusobuji pouze kvalitativni (mutace ve strukturnich podjednotkach enzymu) ¢i
kvantitativni (mutace v genech pro faktory biogeneze enzymu) defekty, ale také jejich
kombinace. Pii studiu molekuldrni podstaty mitochondrialnich onemocnéni vcetné deficitu
FFo-ATPsyntazy se vyuziva Siroka Skala biochemickych 1 molekularné-genetickych metod
pro stanoveni spravné diagndzy, ktera je nezbytna pro v€asné zahajeni symptomatické 1éby a
genetické poradenstvi v postizenych rodinach.

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat deficit F{Fo-ATPsyntazy v izolovanych
mitochondriich z linii kultivovanych bunék stanovenim oligomycin-sensitivni ATP-
hydrolytické aktivity FiFo-ATPsyntazy, enzymovych aktivit komplexii dychaciho fetézce a
sledovanim zmén v mnozstvi jednotlivych vybranych podjednotek a celého komplexu FFo-
ATPsyntazy v porovnani s kontrolami. Po optimalizaci metody stanoveni oligomycin-
sensitivni ATP-hydrolytické aktivity FFo-ATPsyntazy byly charakterizovany 3 bunécné linie
HEK?293 se stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM70 a 16 bunéénych linii koznich fibroblasti
od pacientli spodezfenim na deficit FiFo-ATPsyntazy. V izolovanych mitochondriich
z bunék HEK293 se stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM70 byl nalezen pokles oligomycin-
senzitivni ATP-hydrolytické aktivity na 25-86% kontrolnich hodnot. SniZend ATP-
hydrolytické aktivita byla nalezena také v izolovanych mitochondriich z 10 bunéénych linii
koznich fibroblasti. U 4 linii fibroblasti s mutaci 317-2A>G v genu TMEM70 vyrazné
snizena aktivita FiFo-ATPsyntazy (43% kontroly) korelovala i se snizenym mnoZzstvim
podjednotek (o, B, d, OSCP) a holoenzymu F;Fo-ATPsyntazy. Navic enzymové aktivity
komplexii dychaciho fetézce dosahovaly >100% kontrolnich hodnot a néartst byl potvrzen i na
proteinové urovni. 6 bunécnych linii fibroblastli od pacientl s podezienim na deficit F,Fo-
ATPsyntazy vykazovalo nizkou oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytickou aktivitu (43-76%
kontroly), ale mmnoZzstvi vybranych podjednotek a holoenzymu F;Fo-ATPsyntazy bylo
srovnatelné s kontrolou. V genech MT-ATP6 a MT-ATP8 nebyla nalezena patogenni mutace.

Zavérem lze fici, ze optimalizovand metoda pro spektrofotometrické stanoveni

oligomycin-sensitivni ~ ATP-hydrolytické  aktivity = F;Fo-ATPsyntazy v izolovanych



mitochondriich z kultivovanych bunék byla uspésné¢ pouzita jak v bunécnych modelech
deficitu FFo-ATPsyntazy, tak i v liniich koznich fibroblastli od pacienti s podezienim na
deficit tohoto enzymu a rozSifuje tak spektrum metod vhodnych pro diagnostiku

mitochondridlnich onemocnéni.



