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ANOTACE

Bakalaiskd prace se zabyva lidskou mitochondridlni DNA. Nejprve jsou obecné
charakterizovany mitochondrie a lidskd mitochondrialni DNA. Pozdé&ji se prace zamétuje
na vyuziti mitochondriadlni DNA ke studiu evoluce lidstva a ve forenzni analyze. Dalsi Cast tvoii
mutace mitochondridlni DNA a jimi podminéna onemocnéni. Soucasti prace je i diagnostika
a terapie mitochondrialnich onemocnéni vcetné genetického poradenstvi a reprodukcnich

moznosti.
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TITLE

Human Mitochondrial DNA and its Applications in the Diagnostic and Forensic Analysis

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with human mitochondrial DNA. First, mitochondria and human
mitochondrial DNA are generally characterized. Later the work focuses on the use
of mitochondrial DNA to study human evolution and in forensic analysis. The next part consists
of mutations of mitochondrial DNA and diseases, which are caused by these mutations. The
work also describes diagnostics and therapy of mitochondrial diseases, including genetic

counseling and reproductive options.

KEYWORDS

Mitochondria, mitochondrial DNA, study of human evolution, forensic analysis, mutations
of mitochondrial DNA, mitochondrial diseases, diagnostics of mitochondrial diseases, therapy

of mitochondrial diseases
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TERMINOLOGIE

Alogenni transplantace: transplantace, pii kter¢ je transplantovéana tkan od darce, tedy jedince
stejného druhu s jinou genetickou vybavou oproti piijemci

Amniocentéza: metoda odbéru plodové vody za uCelem prenatdlni diagnostiky; dojde
k nabodnuti amniového obalu zarodku pies bfisni sténu matky; kontrola zakroku je umoznéna
pomoci ultrazvuku; plodova voda obsahuje buiiky plodu, které nasledné poslouzi napf.
k biochemickému ¢i cytogenetickému vySetieni

Amplifikace DNA: zmnozeni sekvence DNA
Apoptoza: zanik bunky; programovana bunécna smrt
Ataxie: porucha hybnosti, jejiz pfi¢inou je onemocnéni nervového systému

Autofagie: proces, pii kterém dochazi k rozkladu vnitrobunéénych struktur nebo celych
organel pomoci lysozému

Autofagozém: vacek, obsahujici pohlceny materidl, ktery ma byt rozlozen béhem procesu
autofagie

Biogeneze: vznik organizmu z organizmti jemu podobnych (zde vznik mitochondrii z jiz
existujicich mitochondrif)

Biomarker: indikator stavu nebo udalosti v biologickém systému (vzorku); poskytuje miru
ucinku, expozice nebo citlivosti; jednd se o méfitelnou chemickou, biochemickou,
fyziologickou, behavioralni ¢i jinou zménu v organizmu

Biparentalni mitochondridlni dédicnost: zdédéni mitochondridlni genetické informace
od obou rodict

Bradykineze: celkové zpomaleni pohybti
Delece: chromozomova mutace; chybéni ¢asti chromozomu véetné na ni uloZenych gent
Deplece mtDNA: tibytek mtDNA

Diferenciace bunék: proces vyzravani a rozliSovani, béhem né¢hoz jednotlivé buiky ziskéavaji
specializované vlastnosti a funkce

Dysartrie: porucha feci (vyslovnosti), jejiz pfi¢inou je onemocnéni nervového systému

Dystonie: abnormalni svalové stahy, které zptisobuji abnormalni polohu takto postizenych ¢asti
téla

Embryogeneze: vyvoj zarodku embrya od stadia embryoblastu po skon¢eni organogeneze
Encefalopatie: nezanétlivé onemocnéni mozku

Endosymbiéza: druh symbiodzy, pfi které jeden organizmus Zije uvnitf organizmu druhého



Exom: cast genomu skladajici se pouze z exonll a podilejici se na kddovani polypeptidovych
produktt

Exprese genu: proces, kdy se geneticka informace, obsazena v genu, projevi jako fenotyp
Fagocytoza: proces, kdy buiika pohlcuje pevné ¢astice z okolniho prostredi

Fenotyp: soubor pozorovatelnych znaki jedince, ktery je vysledkem jeho genotypu a ptisobeni
prostiedi

Fylogeneticky strom: grafické znazornéni evolu¢nich vztahii skupiny organizmi
Geneticky drift: stala nebo ndhodna zména ve frekvenci genti populace za jednotku casu
Genom: veskera genetickd informace ulozenad v DNA

Genovy Kklastr: skupina gent se stejnymi vlastnostmi nebo stejnym ptvodem, ktera se nachazi
na chromozomu v té€sné blizkosti

Haploskupina: soubor haplotypt, ktery se dédi od spole¢ného piedka

Haplotyp: kombinace alel, jez odkazuje na riizn4 mista sekvence DNA

Helikaza: enzym, ktery pfi replikaci DNA rozviji dvousroubovici DNA

Heteroplazmie: smiSena populace mutantnich a normalnich molekul mtDNA v jedné buiice
Hirsutismus: nadmérné ochlupeni muzského typu u Zen

Homeostaza: stalost (rovnovaha) vnitiniho prostfedi organizmu, ktera je regulovana pomoci
zpétnych vazeb

Homologni sekvence: dvé nebo vice nukleotidovych nebo proteinovych sekvenci, které maji
spole¢ného predka a jsou tedy evolu¢né ptibuzné

Homoplazmie: stejna populace vSech molekul mtDNA v jedné bunice

Hydrogenozom: organela, vyskytujici se v bunkéach nékterych anaerobnich prvokl a hub;
produkuje vodik a ATP, ¢imZ je podobna mitochondrii; nemé vlastni genom

Hypervariabilni oblast: usek kontrolni oblasti mtDNA, kde se opakuji pary bazi nukleotidi

Chaperonovy protein: protein, ktery pomaha spravné sbalovat polypeptidovy fetézec
do vyssich struktur a skladat podjednotky do nadmolekularnich celki; vazbou na urcité oblasti
vznikajiciho polypeptidu brani vzniku neZadouci vzdjemné interakce této oblasti s jinymi useky
téhoZz polypeptidu, nespravnému uspotadani ¢i1 predCasné degradaci

Choreoatetdza: nervova porucha, jez je kombinaci chorey a atetdzy; jedna se o mimovolni
»cervovité™ pomalejsi pohyby, postihujici rizné ¢asti téla, napt. oblicej, jazyk, ruce, ramena



Choriové klky: prstovité vybézky vysilané placentou smérem do délozni sliznice; struktura
klkii se postupné vyviji; tvofi soucast matetského oddilu placenty

Imunizace: umélé vytvofeni imunity za ucelem zisku odolnosti proti urcitym infekcim;
imunizace je moznd podanim Casti cizorodych latek (antigenii oslabené bakterie, upravenych
toxind atp.); vyvoj odolnosti trva zpravidla nékolik tydnt

Inicia¢ni kodon: trojice nukleotidii v mRNA, ktera zahajuje translaci

Intron: ¢ast genu, ktera neobsahuje vlastni dédi¢nou informaci potfebnou pro tvorbu bilkoviny;
krétce po transkripci do mRNA je ,,vystiizena“

Kodon: trojice nukleotidi v mRNA, kterd kéduje v genetickém kodu jednu urcitou
aminokyselinu

Konjugace: spojeni, pii kterém dochazi k ptenosu DNA z jedné bakteridlni buiiky do druhé

Missense varianta (mutace): substitu¢ni bodova mutace; v kodonu je nahrazena nukleotidova
baze, kterd zpisobi kodovani jiné aminokyseliny takto zménénym kodonem

Mitofagie: proces odstranéni poskozené mitochondrie z bunky

Mitozém: organela podobna hydrogenozému; neprodukuje vodik ani ATP; nema vlastni
genom

Neuropatie: nezanétlivé onemocnéni nervu

Nukleoid: komplex jedné molekuly DNA s proteiny

Oftalmoplegie: ochrnuti o¢nich svali

Pinocytéza: proces, kdy buiika pohlcuje malé kapénky tekutiny
Pleiotropie: jev, kdy ma jeden gen vliv na dva a vice fenotypovych znakli

Pluripotence bunék: proces, kdy se kmenova bunka vyviji v buiiky vSech tfi zarode¢nych
vrstev (ektodermu, mezodermu a endodermu)

Polygenni onemocnéni: onemocnénti, které je zplisobeno interakei vice gent

Polymeraza: enzym, ktery pfi replikaci DNA syntetizuje komplementarni DNA fetézec podle
fetézce DNA

Polymorfismus: vyskyt minimalné dvou nespojitych genetickych variant ve stejné populaci
s frekvenci vyskytu téchto variant u vice nez 1 % populace

Prahovy efekt: uroven, do které je bunkou tolerovana defektni molekula mtDNA;
pti piekroceni této tirovné dojde k metabolické dysfunkci a projevu klinickych symptomt

Primaza: enzym syntetizujici RNA-primer, potfebny k zahdjeni syntézy DNA pfi replikaci



Proband: prvni vySetfovany jedinec postizeny dédi¢nou nemoci

Promotor: c¢ast DNA v blizkosti genu RNA sekvence bazi, majici specifické vazebni body
pro RNA-polymerazu, kterd se podili na regulaci jeho exprese

Pseudogen: sekvence v DNA, ktera patii k funkénimu genu, ale nemtize byt transkribovana;
nejcastéji to byva zplisobeno mutacemi

Rekombinace: preskupeni genli za ucelem tvorby nového genotypu, ktery se lisi od genotypt
rodica

Replikace: proces zdvojeni DNA

Replikativni segregace: mozna procentualni zména slozeni DNA v dalSich bunéénych liniich
oproti liniim pfedchozim

Retinopatie: nezanétlivé onemocnéni sitnice vedouci k zavazné poruse zraku az slepoté
Rigidita: ztuhlost

Semiautonomni organela: organela s vlastni genetickou informaci

SniZena penetrance: pravdépodobnost projevu varianty genu ve fenotypu nizsi nez 1
Stop kodon: trojice nukleotidli v mRNA, kterd ukoncuje translaci

Topoizomeraza: enzym, ktery umoziuje ménit terciarni strukturu DNA (zmény ve vinuti
DNA)

Transdukce: pienos DNA z jedné bakterie do druhé prostfednictvim bakteriofaga
Transformace: volny ptenos DNA do bakteridlni bunky

Transkripce: piepis dédicné informace z DNA na RNA

Transkriptom: cely soubor mRNA, ktery je transkribovan z genomu bunky
Translace: ,,preklad dédicné informace ulozené v mRNA do sekvence aminokyselin

Ubikvitin: protein, ktery se navaze na nadbyte¢né nebo poskozené proteiny, které jsou urcené
k intracelularnimu odbourani

Ubikvitinace: oznaceni proteinil, ur¢enych k intraceluldarnimu odbouréni, ubikvitinem

Variabilni exprese: rozdil v sile promitnuti stejného genotypu do fenotypu u riznych jedinct,



UvVOD

Lidska mitochondrialni DNA se pfiblizné od 90. let 20. stoleti zacala stavat vice a vice
atraktivnéjSim nastrojem, ktery 1ze vyuzit napfi¢ riznymi obory. Své uplatnéni nasla v 1ékaiské
a forenzni genetice, evolucni biologii, kriminalistice, archeologii ¢i antropologii. Tato
bakalaiska prace se zamétuje predevsim na vyuziti lidské mitochondrialni DNA ve forenzni
oblasti av diagnostice mitochondridlnich chorob. Cilem prace bylo sjednotit dostupné
informace tykajici se nejprve mitochondrii a lidské mitochondridlni DNA, konkrétné jejich
struktury, vlastnosti a funkce, a dale podrobnéji piedstavit forenzni a diagnostickou oblast,
kde mitochondridlni DNA slouzi jako zakladni odrazovy mustek analyzy. Prace je také
obohacena o konkrétni ptipady vyuziti mitochondridlni DNA pii identifikaci nalezenych
lidskych ostatkli a rovnéz nabizi pohled na nejcasteji vyuzivané diagnostické postupy, které
jsou nezbytné ke spravnému uréeni diagnézy mitochondridlniho onemocnéni.

Posun v technologiich sekvenovani mitochondridlniho genomu oteviel dvefe novym
moznostem, a umoznil tak zrychlit vyzkum mitochondridlnich chorob. Vzhledem k tomu,
Ze se tato oblast vyzkumu stale zdokonaluje, je mozné, Ze se zanedlouho dockédme i1 objeveni
ucinné terapie mitochondridlnich onemocnéni, ktera zatim (az na vyjimku) stale ziistava velice

problematicka.
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1 MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou vysoce dynamické semiautonomni organely, které spole¢né s dal§imi
organelami nachazime v eukaryotickych bunikach. Burka je definovéana jako zakladni stavebni
a funk¢éni jednotka organizmu. RozliSujeme eukaryotickou buitkku Zivocisnou, rostlinnou
a buitku hub. Zivo¢i§na buiika se sklada z jadra a cytoplazmy, kterou obklopuje plazmaticka
membrana, oddélujici cytoplazmu od extracelularniho prostoru. Cytoplazma obsahuje funkéni
podjednotky bunck, zvané organely. Organely lze rozliSit podle pfitomnosti membrany
na membran6zni a nemembranové. K t€m nemembranovym fadime cytoskelet, ribozomy,
proteazomy a centrioly. Mezi membrandzni organely patii endoplazmatické retikulum, Golgiho
aparat, transportni vezikuly, endozomy, lysozomy, peroxizomy a jiz zminéné mitochondrie.
Soucasti jadra eukaryotické bunky je i jadérko. U vétSiny zivoc¢isnych bunék nachazime také
fasinky, které se z diivodu jejich modifikované struktury nepohybuji. Rasinky jsou podle
nejnovéjSich poznatkii zodpovédné za koordinaci klicovych procesit béhem vyvoje
a homeostazy tkané [1, 2].

Rostlinna burika se 1i$i od buiiky zivocisné pfitomnosti bunééné stény obsahujici celulozu
a dal§i polysacharidy. Ddle se li§i chybénim lysozomu, které byly nahrazeny velkou
membranové vazanou vakuolou. Typickym znakem rostlinné buiiky jsou také plasmodesmy
a chloroplasty.

Bunika hub je obklopena bunéénou sténou na bazi chitinu. Vyztuz bunééné stény tvoii rizné

glukany a proteiny. Plazmatickd membrana buiiky hub obsahuje misto cholesterolu ergosterol

12].

1.1 Struktura mitochondrii

Jedna se o organely protdhlého tvaru se zaoblenymi konci. Primér mitochondrie
se pohybuje ptiblizné kolem 1 pm a délka mize dosahovat az 10 um. Mitochondrie se vyznacuji
dvojitou membranou. Vnéjsi membrana je relativné propustnd z divodu ptitomnosti velkych
port. Vnitini membrana vytvaii n€kolik zahybt, které se nazyvaji kristy. Tyto zdhyby vybihaji
do vnitiniho prostoru organely, ¢imz se zvySuje jeji vnitini povrch. Vnitini membrana obsahuje
i proteinové komplexy Fi — Fo, kde dochazi k syntéze adenosintrifosfatu (ATP). Na rozdil
od vn&j8§i membrany je vnitini membrana nepropustnd. Mezimembranovy prostor o Sifce 10—
20 nm obsahuje tekutinu o podobném sloZeni jako mé cytosol, coz je ddno vysokou propustnosti
vnéj§i membrany. Matrix, vnitini prostor mitochondrie, obsahuje kruhovou mtDNA,
mechanismus k syntéze proteinli a enzymy, potfebné naptiklad pro cyklus kyseliny citronoveé

[1]. Struktura mitochondrie je patrna na Obrazku 1, ktery ptedstavuje jeji ptibliznou podobu.
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Riist a déleni stavajicich mitochondrii vede ke vzniku mitochondrii novych. Pocet, velikost
a umisténi mitochondrii se 1i§i mezi jednotlivymi bunikami. Tyto parametry se mohou ménit
1 v pribéhu 24 hodin, nebot’ se mitochondrie tcastni st€pnych a fuznich udalosti nezavislych

na celkovém déleni buné¢k [1, 2].

ribosomes
outer membrane

matrix
/ inner membrane
' / intermembrane

DNA

!
Fg portion @
F4 portion cristae

Obrazek 1 — Struktura mitochondrie; DNA, ribozomy (ribosomes), matrix, vné&j$i membrana (outer membrane),
vnitini membrana (inner membrane), mezimembranovy prostor (intermembrane space), kristy (cristae),
proteinovy komplex F; — Fo (Fo portion, F; portion); ptevzato z: Zdroje obrazk [1]

© Encyclopzedia Britannica, Inc.

1.2 Funkce mitochondrii

Mitochondrie zodpovidaji za energeticky metabolismus bunék neboli bunééné dychani
a jsou tak hlavnimi producenty adenosintrifosfatu (ATP). Schopnosti molekuly ATP je pfenos
vysoké energie. Buiiky s vysokou metabolickou aktivitou obsahuji vice mitochondrii, z ¢ehoz
vyplyva, Ze pocet pfitomnych mitochondrii zavisi na metabolické Grovni bunky. VétSina ATP
v heterotrofnich buiikach je ziskavana extrakci chemické energie z glukozy. Kromé glukozy
existuji pro bunéfné dychdni i dal§i zdroje substratu. Tyto zdroje jsou generovany
metabolismem proteind, lipidd a nukleovych kyselin. Mitochondridlni energeticky
metabolismus sestavd ze Cctyf klicovych fazi — glykolyza, oxidace pyruvatu, cyklus
trikarboxylové kyseliny (zndmy také jako cyklus kyseliny citronové nebo Krebstiv cyklus)
a transport elektroni [2, 3].

V aerobnim bunééném dychani dominuji redoxni reakce, z nichz kazda je katalyzovana
Jedna se o nukleovou kyselinu plisobici jako koenzym, jejiz priméarni tlohou je pienos elektroni
b&hem redoxnich reakci. Ziskem energie z riznych meziprodukti dochazi k redukci NAD*

za vzniku NADH, tedy molekuly s vysokou energii, dvéma elektrony a jednim vodikovym
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iontem. Redukovana forma molekuly, NADH, slouZzi k pfesunu energie mezi riznymi fazemi
aerobniho dychani. V poslednim kroku se tato molekula oxiduje, coz nakonec vede k syntéze
ATP.

Jedna molekula gluk6zy dokaze teoreticky vyprodukovat 29 molekul ATP, coz je zalozeno
na kumulativni produkci z glykolyzy, cyklu trikarboxylové kyseliny a nedavného zjisténi,
ze eukaryotickd buiilka transportuje dostatek protonit k produkci pfiblizné tfi molekul ATP
pro kazdy NADH a dvou molekul ATP pro kazdy FADHo.
je produkce vysokoenergetickych nosict elektroni, NADH a FADH». Tyto redukované
molekuly obsahuji par elektronti s vysokym pienosovym potencidlem, a tedy i energii

s vysokym potencidlem. Pfenos téchto
Tricarboxylic acid cycle acetyl CoA

elektront z donorii na akceptory je zndmy 1 CoA-SH
oxaloacetate
jako  oxidativni  fosforylace. Jedna
8 NADH + H* citrate
se o primarni zplsob syntézy ATP L Saaoe 2
. . . melate isocitrate
v eukaryotickych bunkach. Oxidativni , NAD* 5
H,0
fosforylace  je = dokoncena  tadou NADH + H¥ Co,
fumarate
. , o r Y -ketoglutarate
proteinovych komplext, které se oznacuji FADH, NAD*_
jako komplexy I-1V, z nichz kazdy ma 6 FAD NADH + H+ 4
. . , ° succinate succinyl
sadu charakteristickych kofaktorti ° CoA CO.
a funkénich skupin pro usnadnéni ol e
redoxnich reakci. Pfesun elektronid mezi ADP .

© Encyclopaedia Eritannica, Inc.

komplexy usnadiiuji mobilni transportni

Obrazek 2 — Cyklus trikarboxylové kyseliny; prevzato z:

molekuly, ubichinon a cytochrom c [2]. Zdroje obrizkii [2]

Tento tzv. elektronovy transportni fetézec

je zobrazen na Obrazku 3.
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Electron transport chain
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Obrazek 3 — Elektronovy transportni fetézec; komplexy [-IV vcetné transportnich molekul ubichinonu (Q)
a cytochromu c¢; modra Sipka pfedstavuje cestu protonti a fialova Sipka cestu elektronti; pfevzato z: Zdroje
obrazki [3]

V ptipadé nedostatku kysliku se buniky musi spoléhat na alternativni formu dychani,
aby udrzely dostatecné hladiny ATP. Bé€zné pouzivana metoda anaerobniho dychani je zndma
jako fermentace (kvaseni). Fermentaci ptedchazi glykolyza, kterd vyuzivd v mnoha ptipadech
jako kliCovy reaktant pyruvat. Existuji dva obecné mechanismy fermentace: alkoholova
fermentace a fermentace kyseliny mlééné. Pii alkoholové fermentaci se pyruvat pfeménuje
na meziprodukt acetaldehyd, ktery se poté redukuje pomoci NADH a vznika etanol. Oxidace
NADH za vzniku NAD" umoziuje dalsi glykolyzu. Fermentace kyselinou mléénou nema zadny
meziprodukt, a tudiZ je samotny pyruvat redukovan NADH za vzniku laktatu. Velké mnoZstvi
laktatu v savcich bunkach miZze dramaticky zménit pH tkané€ a zpisobit tak vazné nasledky.
Anaerobni dychani poskytuje bunkdm nizky, ale konstantni proud ATP k vyuziti v dalSich
bunéénych metabolickych reakcich. Tento zplsob zisku energie je tedy méné ucCinny
nez biosyntéza aerobni energie [2].

Energii ve formé ATP je mozné ziskat také pomoci beta-oxidace mastnych kyselin.
Stépenim beta-oxidaci vznika jako koneény produkt, kromé redukovanych molekul NADH
a FADH», 1 acetyl-CoA, ktery vstupuje, stejné jako v piipadé St€peni sacharidl, do cyklu
trikarboxylové kyseliny. Vedlej$im produktem beta-oxidace mastnych kyselin jsou ketolatky,
jejichz tvorba probiha v jatrech a ledvinach. Jedné se o vysokoenergetické slouceniny, které
mohou byt transportovany krvi do jinych tkani, kde dochazi k jejich zpracovani a také vstupu
do cyklu trikarboxylové kyseliny. V pfipadé zhorSené oxidace glukozy se tak ketolatky stavaji

alternativnim zdrojem energie [4].
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Dale jsou mitochondrie spojovany s uhlikovym cyklem, syntézou steroidnich hormoni
a homeostazou vapniku. Na homeostaze vapniku se podileji tim, ze v sob& ukladaji vapenaté
ionty, které jsou v piipadé potieby uvoliiovany zpét do cytosolu. ZvySena hladina
mitochondrialniho vapniku také stimuluje syntézu ATP. Pfi mitochondridlni oxidativni
fosforylaci dochdzi k produkci velkého mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) jako
vedlejSiho produktu, tudiz se mitochondrie stavaji i hlavnim zdrojem intracelularni produkce
ROS. Dilezitou tulohou mitochondrii je také regulace raznych zdkladnich bunécnych
fyziologickych procest, ke kterym patii diferenciace a pluripotence bun€k nebo bunécna smrt.
V disledku toho byly dysfunkéni mitochondrie pozorovany u mnoha patologickych stavi,
véetné rakoviny, kardiovaskularnich poruch a metabolickych onemocnéni. Dle nedavného
zjisténi jsou mitochondrie také moznym U¢innym cilem k regulaci a podpofe funkci
mezenchymalnich kmenovych bunék. Pro zachovéni strukturdlni a funkéni integrity bunky
je nezbytné, aby byly mitochondrie podrobeny jemné regulaci. Pokud se mitochondrie poskodi,
podstoupi proces mitofagie, programované mitochondridlni smrti, ¢imz se nemohou

na produkci energie dale podilet [1, 2, 3, 4, 5].

1.3 Piivod mitochondrii
niz doslo s nejvétsi pravdépodobnosti k vyvoji jednobunéénych eukaryotickych bunék.

Endosymbidza je fenomén, ve kterém dana buiika, piisobici jako hostitel, pfijima mensi
buiku nebo endosymbiont nejCastéji prostiednictvim fagocytdézy nebo pinocytozy.
Alternativné mize endosymbiont pro vstup do hostitelské cytoplazmy vyuzit i specializované
mechanismy. Po uinné integraci endosymbionta do hostitelské cytoplazmy dojde k jeho
transformaci a vzniké organela s unikatnimi vlastnostmi. Endosymbiont ziskava ochranu pred
potencidlnimi predatory a piistup k intracytoplazmatickému prostiedi pomérné bohatému
na ziviny. Hostitelska buiika zase timto spojenim ziskava biologickou vyhodu v podobé dalsi
nutriéni cesty.

Obecné se predpoklada, Ze se praveé timto zpisobem vyvinula jednobunééna eukaryota,
a to z prokaryotickych bunék, starov€kych archea nebo primitivniho eukaryotického ptredka
s fagotrofnim zptisobem vyzivy. Endosymbidoza se poté uplatnila 1 v pfipadé eukaryot
mnohobunécnych.

Organely, kter¢ jsou pro vétSinu eukaryot spolecné, maji podle této endosymbiotické teorie
puvod v bakteriich. K témto organelam miZeme zafadit pravé mitochondrie, dale

endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat nebo chloroplasty [6].
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Literatura nabizi n¢kolik dikazii o endosymbi6ze. Prvnim z nich je strukturalni a funkéni
podobnost bakteridlni DNA, ribozomti a enzyml s mitochondridlnimi a chloroplastovymi
organelami. Dalsi diikaz se opira o podobnost bakteridlniho biochemického aparatu, ktery ma
schopnost generovat ATP oxidativni fosforylaci nebo fotosyntézou. Hypotézu endosymbiozy
podporuje 1 citlivost prokaryotickych, chloroplastovych a mitochondrialnich ribozomu
na podobnd antibakteridlni cinidla. NejvyznamnéjSim dikazem o bakteridlnim pivodu
chloroplasti a mitochondrii je, Ze tyto organely nejsou schopné vznikat de novo. Misto toho
se duplikuji procesem piipominajicim bindrni Sté€peni. Navic, pokud by byly tyto organely
z buiiky odstranény, ztratily by schopnost udrzet se v dals$i generaci.

Predpoklada se, ze k endosymbidze mitochondridlniho ptedka doslo pouze jednou, zatimco
endosymbidza, ktera vedla ke generovani modernich chloroplasti, se mohla uskute¢nit
nékolikrat. Vicendsobna evoluce chloroplasti vedla k riznym trovnim endosymbiozy,
coz zpusobilo specializaci riznych prvokt, fas a rostlin. Naproti tomu mitochondridlni
anatomie se zda byt u riznych druhii podobna. Vyjimku podobnosti mitochondrialni anatomie
tvoii pfitomnost mitozomi a hydrogenozému u nekterych prvoki a jinych organizmi. Rozdily
ve velikosti, anatomii a biochemii chloroplasti mohou také naznaCovat vicendsobné poziti
ruznych rodovych druhi sinic. K samotnému pohlceni mélo dojit pfed 2—3 miliardami let.
Chloroplasty jsou povazovany za endosymbioticky vyvinuté formy rodovych sinic, kdezto

mitochondrie za rodovou linii proteobakterii (viz Obrazek 4) [6].

DNA nucleus
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prokaryotic host mitochondria  non-photosynthetic
cell proto-eukaryotic
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Obrazek 4 — Endosymbidza. 1) Pohlceni proteobakterie prokaryotickou hostitelskou buiikou za vzniku
nefotosyntetizujici eukaryotické buniky s mitochondrii a jadrem. 2) Pohlceni cyanobakterie nefotosyntetizujici
eukaryotickou buiikou za vzniku fotosyntetizujici eukaryotické buiiky s mitochondrii, jddrem a chloroplastem;

upraveno; prevzato z: Zdroje obrazki [4]

V pribéhu intracytoplazmatického symbiotického vztahu nakonec dojde k pomérné
dramatickym zméndm, které zavisi na stavu a fazi endosymbidzy. Dochazi k tomu,

ze hostitelska buiika zacne integrovat genom endosymbionta. V ptipadé€ nékterych starovékych
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endosymbiontl, jako jsou mitochondrie nebo chloroplasty, nastava ptenos vice nez 90 %
genovych klastri do jaderného genomu hostitelské buiikky za normalniho fungovani
endosymbionta. Konkrétné¢ se to tykd klastrii, zodpovédnych za proteomickou a jinou
biomolekularni syntézu. Endosymbiotické genové pienosy (EGT) jsou charakterizované tokem
a trvalou integraci genetickych materialti z endosymbionta do jadra hostitelské buiiky. Jedna
se o typ horizontdlnich genovych ptfenosi (HGT), které zahrnuji lateralni, spontanni
a nereproduk¢ni pohyb gentl z jedné bunky do druhé prostfednictvim biologickych procest,
jako je transformace, transdukce a konjugace. Nezbytnosti EGT je navozeni dominance
hostitele, zahdjeni jaderné-cytoplazmatickych spojeni a umoznéni vhodné kontroly
nad biosyntetickym potencidlem endosymbiontli. EGT mohou také hrat roli ve strukturdlnich
a fyziologickych zménach endosymbiontl, coz bylo vypozorovano ze strukturdlnich odliSnosti
dlouhodobych endosymbiontt a jejich ptirozenych volné Zijicich protéjskt. Prikladem mohou
byt pravé mitochondrie. Pfestoze jsou mitochondrie bakteridlniho ptivodu, sdili s modernimi
volné zijicimi protéjsky pouze nékolik anatomickych detaild. Z tohoto diivodu se vedly
o postaveni mitochondrie jako endosymbionta vazné diskuze. I pfes n¢které pochybnosti byla
mitochondrie za endosymbionta nakonec uznéna.

Kromé teorie endosymbiodzy existuje i n€kolik dalSich teorii. K tém nejzndméjSim patii
vodikova hypotéza, ktera uvadi, Ze rodovd specializovand archeobakterialni bunka
s primitivnim cytoskeletem pohltila rodovy metanogen, coZ potencialné vyustilo v ptivod vSech
modernich ,,mitochondriovych® eukaryot. Podle této hypotézy doSlo nejen k vytvofeni
kompartmentalizované organelarni slozitosti, ale také ke =zrychleni evoluce prokaryot
na eukaryota. Dalsi hypotéza, kterd nesaha daleko do historie, napf. naznacuje, ze pii spojeni
anaerobniho hostitelského prokaryota s alfa-proteobakteridlnim symbiontem, za ziejmé
castecné aerobnich podminek v hlubinnych hydrotermalnich prostfedich, dochazi
k eukaryogenezi [6].

Otazkou ptivodu mitochondrii a plastidi se zabyvala jiz na konci 19. a zacatku 20. stoleti
fada vyznamnych osobnosti z oblasti biologie, botaniky a histologie. Od konce 19. stoleti
do poloviny 20. stoleti bylo na toto téma vydano n¢kolik stézejnich publikaci, se kterymi jsou
spojeny Ctyfi vyznamnd jména, a to Schimper, Altmann, Mereschkowski a Wallin. Obrovsky
pfinos méla 1 pozdéjsi publikace Margulisové a Sagana [7].

Z4dna z hypotéz o piivodu mitochondrii ale nebyla dosud uznana za tu jedinou spravnou.
Vzhledem k tomu, Ze se stale objevuji nova fylogenetickd data, pracuje se na variantich

puvodnich teorii nebo dokonce vznikaji i teorie nové [8].
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2 MITOCHONDRIALNI DNA

Jak jiz bylo zminéno dfive, mitochondrie patfi mezi semiautonomni organely,
které obsahuji kruhovou dvouvldknovou mtDNA. Hlavnim ukolem mitochondrialniho genomu
je fizeni mnoha bunécnych funkci, které jsou nezbytné pro produkci bunécné energie.

Konkrétné se jedna o oxidativni fosforylaci, produkci vétsSiny ROS bunky a regulaci apoptézy.

2.1 Struktura mitochondrialni DNA

V kazdé buice se nachazi 100 az 10 000 kopii mtDNA, coz zavisi na aktualni energetické
poptavce. Pocet parti bazi se pohybuje v rozmezi 15000 — 17 000 bp a lisi se tak mezi
jednotlivymi druhy. Lidsky mitochondridlni genom je tvofen 16 569 pary bazi. Jedna
se priblizn€ o 1 500 gend, které byly pieneseny béhem evoluce z bakterie do hostitelského
jadra, ¢imz doslo k vytvoteni moderniho genomu jaderné DNA (nDNA). Z tohoto celkového
poctu genil je jich 37 kodovano matefskou mtDNA a zbyvajici pocet geni koduje nDNA.
Téchto 37 genl zahrnuje 2 geny ribozomalni RNA (rRNA) (velka (16 S) a mald (12 S)
ribozomalni podjednotka), 22 geni transferové RNA (tRNA) a 13 gena kédujicich jednu
polypeptidovou slozku mitochondridlniho respiracniho fetézce. Podle slozeni nukleotidii
se rozliSuji fetézce mtDNA na tézky H-fetézec a lehky L-fetézec. H-fetézec, ktery je bohaty
na guanin, nese 28 genll kodovanych matetskou mtDNA. Zbyvajicich 9 gent se nachézi na L-

fetézci, bohatém na cytosin (viz Obrazek 5) [9, 10].

1021 | garv iy iV,
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Obrazek 5 — mtDNA. Schématicky diagram kruhové dvouvlaknové molekuly mtDNA. Vnéjsi kruh zobrazuje
tézké vldkno a vnitini kruh lehké vlakno. 2 geny ribozomalni RNA jsou vyznaceny zelenymi ramecky, 22 gent
transferové RNA cervenymi kulickami a zbyvajici geny pfedstavuji geny kodujici mitochondridlni respiracni
fetézec; prevzato z: Zdroje obrazku [5]
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mtDNA, na rozdil od nDNA, postrada introny. U nékterych gent jako je napt. MTATP6
a MTATPS se vyskytuji piekryvajici se oblasti. Z 93 % obsahuje mtDNA kodujici oblasti.
Jedinou nekddujici oblasti je tzv. vytésiovaci smycka (D-smycka, D-Loop), ktera je na rozdil
od celé mtDNA trojvlaknova. V D-smyc¢ce se nachazi pocatek syntézy té¢zkého fetézce a oba
transkripéni promotory tézkého fetézce — HSP1 a HSP2.

mtDNA je ve formé nukleoidd, tedy komplexti jedné molekuly mtDNA s fadou proteind,
spojena s vnitini mitochondridlni membranou. Proteinovy aparat, umistény v nukleoidech,
umoziuje replikaci, transkripci, opravy a baleni DNA. Nukleoidy také obsahuji mtDNA
polymerazu, déle helikdzu mtDNA a vazebné proteiny twinkle a mtSSB. Stabilita mtDNA
je udrzovana pomoci chaperonovych proteini HSP90- a HSP70, které jsou rovnéz soucasti

nukleoidu [10].

2.2 Replikace, transkripce a translace mitochondrialni DNA

Na replikaci mtDNA nema vliv bunéény cyklus, ale samotnd nDNA, ktera zajistuje i jeji
integritu. K replikaci mtDNA dochdzi nepfetrzité, a to i v bunikach, které nemaji schopnost
déleni (napf. centralni neurony nebo vldkna kosterniho svalstva). Replikace mtDNA probiha
v replizomu, coz je komplex DNA a proteint, tvotici replika¢ni aparat. Proteinovy komplex
obsahuje polymerazu gama, jejiz katalytickd podjednotka o velikosti 140 kDa je kodovana
genem POLG a dalsi dvé doplitkové podjednotky o velikosti 55 kDa kédovany genem POLG?2.
Tento komplex slouzi jako DNA polymeraza, dale vykonava 3'-5" exonukledzovou (korekturni)
aktivitu a 5'dRP lyazovou aktivitu, ktera je nezbytna pro enzymatickou opravu DNA. Aktivitu
polymerdzy gama lze zvysit stabilizaci jednovlaknovych oblasti mtDNA na replikacnich
vidlicich. Na stabilizaci se podili mitochondridlni jednovlaknovy vazebny protein (mtSSB),
ktery je rovnéz soucasti replizomu. 5’-3" DNA helikdzu mtDNA ptedstavuje protein twinkle.
Tento protein rozpléta dvouvldknovou mtDNA, usnadituje syntézu mtDNA a slouzi také jako
primaza mtDNA, jejimz ukolem je aktivace syntézy nukleotidi. Jako topoizomeriza
se v ptipadé¢ mtDNA uplatituje mitochondrialni topoizomeraza I, kodovana genem TOP1mt,
a topoizomeraza Illo, kodovana genem TOP3a [10, 11].

Transkripce mtDNA je zprosttedkovana proteinovym komplexem obsahujicim
mitochondridlni RNA polymerdzu (POLRMT) a transkripéni faktor TFB2M. TFBI1M,
ktery byl pivodné chybné uvadén taktéz jako transkripéni faktor, puasobi jako
dimethyltransferaza, ktera stabilizuje malou podjednotku mitochondrialniho ribozomu.
Mitochondrialni transkripéni faktor A (TFAM) aktivuje transkripci, vdze DNA a sbaluje

ji do nukleoidu. Déle slouzi jako chaperon mtDNA, ¢imz ji chrani pied oxidacnim poSkozenim.
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Jednotlivé fetézce mtDNA se transkribuji do molekuly mRNA, kterd vzdy obsahuje vSechny
geny. Lehké vldkno je transkribovano z promotoru lehkého vldkna a tézké vlakno ze dvou
promotori tézkého vlakna — HSP1 a HSP2. K prodluzovéni transkriptu dochazi pomoci
mitochondrialni RNA polymerazy (POLRMT), kterou zesiluje mitochondrialni transkripcni
elongac¢ni faktor (TEFM). Dle ptivodni hypotézy je transkripce ukoncena pomoci
mitochondrialniho terminacniho faktoru 1 (mTERF1). Novéjsi poznatky ale této hypotéze
odporuji a pfesné ukonceni transkripce tak zlstava nejasné [10, 12]. Replikace a transkripce

je zobrazena na Obrazku 6.
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Obrazek 6 — Lidska mtDNA a faktory umoznujici jeji replikaci a transkripci. A) Schématicky diagram lidské
mtDNA vcetné tfi nejcastéjSich mutaci mtDNA s jejich asociovanymi klinickymi fenotypy (SNHL, MELAS,
MERRF). B) Replikace mtDNA. C) Transkripce mtDNA; upraveno; prevzato z: Zdroje obrazku [6]

Translaci je mozné rozd€lit na Ctyfi po sob€ jdouci kroky — iniciaci, elongaci, terminaci

......

faktory — mtIF2 a mtIF3. MtIF3 disociuje mitochondridlni ribozom (mitoribozom) na dvé
podjednotky a stou mensi podjednotkou vytvori iniciacni komplex. Mitoribozomy jsou

castecné kodovany mtDNA pomoci geni MTRNRI1 a MTRNR2, ale vyzaduji 1 dalSich 81

......

rrrrrrr

nebo AdeUraAde) k peptidylovému mistu (P) mitoribozomu. Aminoacylovany iniciator
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mt-tRNAMet podstoupi formylaci methioninu (fMet), ¢imz se zvysi jeho afinita k mtIF2. mtIF2
spoji fMet-tRNAMet s mRNA a sestavi mitochondrialni monozom. Samotné prodluzovani
peptidi  (elongace) je fizeno pomoci jaderné kodovanych genli, mezi které patii
1 mitochondrialni elongacni faktor Tu (mtEFTu), mitochondrialni elongacni faktor Ts (mtEFTs)
a mitochondrialni elonga¢ni faktor G1 (mtEFG1). Ulohou mtEFTu je vazba tRNA
na mitoribozom, kdy mtEFTu vytvoii komplex s GTP a aminoacyl tRNA a poté vysle tRNA
na akceptorové misto (A), kde dojde ke sparovani baze tRNA s mRNA. Hydrolyza GTP
zpusobi vznik peptidové vazby, mtEFTu je uvoliien a komplex GTP-mtEFTu vznikd nové
pomoci mtEFTs. MtEFG1 piesouva nové ptidané aminokyseliny o jednu pozici a umoziuje
jejich zaclenéni. Konkrétné dochazi k uvolnéni deacetylované tRNA z mista P, translokaci
peptidyl-tRNA z mista A do mista P a vystupniho (E) mista. mRNA se tak posune o jeden
kodon. Terminace translace je navozena mitochondridlnim uvolilovacim faktorem la
(mtRF1a), ktery rozpoznava stop kodony, UraAdeAde a UraAdeGua, v mist¢ A a spousti
hydrolyzu vazby mezi terminalni tRNA a vznikajicim peptidem. Nakonec se uplatni
mitochondrialni ribozomalni recyklacni faktory, mtRRF a mtEFG2, které katalyzuji uvoliovani

mRNA, deacetylovanych tRNA a ribozoméalnich podjednotek [10, 12, 13].

2.3 Mutace mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genom ma zhruba desetkrat vétSi pravdépodobnost mutace nez genom
jaderny. Poskozeni mtDNA, zplisobené ROS nebo radiaci, byva v porovnani s nDNA mnohem
mtDNA casto dochazi k prohlubovani mitochondrialni dysfunkce doprovazené zvySenou
produkci ROS. Kazda tkan je na typy a trovné mutaci mtDNA jinak citlivd a mutacni zatéz
se mize s Casem meénit. Pokud vzniknou v mitochondriich genetické ¢i metabolické zmény,
dochdzi ¢asto k fadé onemocnéni. Tato onemocnéni vykazuji charakteristické vzory dédi¢nosti
— replikativni segregaci, homoplazmii/heteroplazmii a matetskou dédi¢nost. V ptipad€ vzniku
mutace v bunééné mtDNA, dojde k vytvofeni smiSené intracelularni populace mutantnich
a normalnich molekul — heteroplazmii. Pfi déleni buiiky se mutantni mtDNA rozdéli ndhodné
do jedné nebo druhé dcetiné buiky. V dalSich bunécnych liniich se mtze, vzhledem k této
nahod¢, procento mutantni mtDNA zvySit nebo naopak snizit, ¢i dokonce vratit do normalu
(homoplazmie). Tento proces je zndmy jako replikativni segregace. Vysledny fenotyp
onemocnéni zavisi na relativnim poméru normalni a mutantni mtDNA v buiikach konkrétni
tkan¢. Mitochondridlni poruchy se tak vyznaCuji sniZenou penetranci, variabilni expresi

a pleiotropii [14, 15].
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2.4 Materska dédi¢nost mitochondrialni DNA

mtDNA je pfenasena pouze po mateiské linii. Lidskd mtDNA je z 99,99 % zdédeéna
po matce, coz je dano zfedénim mtDNA otce. Spermie nese kolem ¢asti biciku pouze asi 100
mitochondrii, kdezto oocyt jich obsahuje 100 000. Mitochondrie spermii jsou také oznaceny
molekulami ubikvitinu, coz spolecné s procesem autofagie vede k jejich zniceni. U eukaryot
obecné je selektivni odstranéni spermatickych mitochondrii béhem embryogeneze do znacné
miry neznamé, i kdyz se u savct predpoklada uplatnéni praveé ubikvitin-proteazomové drahy.
Po oplodnéni pohlti vytvorené autofagozomy otcovské mitochondrie véetné jejich mtDNA
a nasledné dochazi k jejich degradaci v lysozomech. Na Obrazku 7 je zobrazena autofagie
otcovskych mitochondrii a od spermii odvozenych membranovych organel embrya Had’4tka

obecného (Caenorhabditis elegans) [15, 16].
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Obrazek 7 — Oplodnénim navozena autofagie. Embryo Had’atka obecného (Caenorhabditis elegans).
Po oplodnéni vstupuji spermatické mitochondrie a membranové organely (MOs) do cytoplazmy oocytt, kde jsou
rozpoznany jejich ubikvitinové signaly (Ub (modie)), dochazi k jejich pohlceni autofagozomy a degradaci
v lysozomech. (V ptipadé C. elegans neni ubikvitinem oznacena mitochondrie, ale spermaticka membranova
organela, z cehoz vyplyva, ze otcovské mitochondrie jsou rozpoznany nezavisle na ubikvitinaci). Pomoci LGG-1
(Atg8/LC3) (Cervene) byly pfi tomto vyzkumu oznaceny autofagozomy; pievzato z: Zdroje obrazkd [7]

Z divodu autofagické degradace otcovskych mitochondrii je tedy dosaZeno pouze
matefské dédicnosti mtDNA. Hlavni diivod, pro¢ musi byt otcovské mitochondrie odstranény,
neni zcela zndm. Hypotézou je zabranéni Sifeni siln€ poSkozenych otcovskych mitochondrii
a/nebo mtDNA vlivem ROS na dalsi generace [16].

Je nutno ale poznamenat, Ze se objevil i1 pfipad pienosu po linii otcovské. Jednalo
se o 28letého muze, kterému byla ve svalové tkani objevena jak matefska, tak otcovskd mtDNA.
Jeho ostatni tkdné se touto anomalii jiz nevyznaCovaly. Existuji 1 dal$i dikazy pro lidskou
biparentalni mitochondridlni dédi¢nost, kdy byla u tifi nepiibuznych rodin identifikovana
heteroplazmie mtDNA, kterou nebylo mozné vysvétlit matefskou dédicnosti. U téchto tii

ptipadl ale nebylo mitochondridlni onemocnéni potvrzeno. K ucinéni zavéri o otcovské nebo
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biparentalni dédi¢nosti by byly zapotiebi dalsi studie a identifikace dalSich ptipadl potencidlni

otcovské dédi¢nosti mtDNA, proto zlstava otcovska dédicnost stale vyjimkou [14, 17, 18].

2.5 Onemocnéni spojovana s mitochondrialni DNA

Prvni onemocnéni zplisobené mutaci mtDNA bylo rozpoznéno v roce 1988. Jednalo
se o Leberovu dédi¢nou neuropatii zrakového nervu. Dosud bylo objeveno vice nez 200 mutaci
mtDNA. Tyto mutace jsou pivodci fady onemocnéni. Nejcasteji se setkdvame s familidrnimi
symptomy, jez zahrnuji postizeni zraku, sluchu, demenci, migrénu, kardiomyopatii, mrtvici,

poruchy pohybu, renélni dysfunkci, cukrovku, riizné formy rakoviny a dalsi [14, 18].

2.6 Vyuziti mitochondriilni DNA

Vzhledem k vysoké frekvenci mutaci a pouze matetfské dédicnosti se stala mtDNA
uziteCnym ndstrojem pro studium evoluce lidstva, studium ptfedki a uplatnila se i ve forenzni
identifikaci. Diky jeji malé velikosti a kruhové formé& se hojné vyuzivd v archeologii,
nebot’ je oproti nDNA odolné&jsi vici degradaci. Analyza mtDNA nasla také uplatnéni
v antropologii, studiich lidské migrace nebo biogeografickych vyzkumech, ¢imz bylo
umoznéno zkoumani pifibuznosti ¢i mapovani geografickych stop jednotlivych skupin populace

[14, 18, 19].
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3 MITOCHONDRIALNI DNA JAKO NASTROJ PRO
STUDIUM EVOLUCE LIDSTVA A FORENZNI ANALYZU

3.1 Mitochondrialni DNA a studium evoluce lidstva

Jiz zminéné vlastnosti mtDNA, tedy matetfskd dédic¢nost, nedostatek rekombinace,
homoplazmie a vysokd Cetnost mutaci v kontrolni oblasti, umoznily vyuzit tuto molekulu
v populacni a evolucni genetice. Analyzou mtDNA napfi¢ lidskou populaci bylo mozné nejen
objasnit lidskou evolu¢ni historii ¢i migraci, ale i1 ziskat molekularné genetické portréty
svétovych populaci [20].

mtDNA poskytla dikaz o africkém pivodu lidského druhu, jehoz vznik byl datovan
do doby pted 150000 lety. Pied asi 60 000 az 70 000 lety doSlo k migraci do Asie
a pted 40 000 az 50 000 lety do Evropy. Nésledn¢ nasi ptedkové migruji z Asie, ptipadné
Evropy, do Ameriky, coz se uskute¢iiuje pied 20 000 az 30 000 lety. K témto faktim bylo
mozné dojit na zaklad¢ analyzy variaci mtDNA, kterd poslouzila k rekonstrukci davnych
migraci Zenskych linii.

Soucasné podoby sekvenci mtDNA se lisSi od plvodni sekvence mutacemi,
které se nahromadily béhem vySe zminénych migraci. Dnes jsou tyto mutace oznacovany jako
vysokofrekvenéni polymorfismy sekvenci mtDNA, jez jsou pro kazdy kontinent specifické.
Kazdy polymorfismus byl spojen se specifickym haplotypem a haploskupinou. Variace
mtDNA, specificka pro dany kontinent, je dana ustadlenim mutaci pomoci genetického driftu.
Dnes je mozné populacné specifické polymorfismy vyuzit pro srovnani pii identifikaci

potencialné patogennich mutaci mtDNA [21].

3.2 Mitochondrialni DNA ve forenzni analyze

Lidskd mtDNA nasla uplatnéni i pfi forenznich vySetfovanich, kdy je mozné praveé pomoci
typizace mtDNA identifikovat pohfeSované osoby, valecné obéti a osoby zapojené
do kriminalnich ptipadt ¢i hromadnych katastrof [22].

Analyza mtDNA se pro tyto ucely vyuziva v pfipadé, kdy pro analyzu neni k dispozici
dostatecné mnozstvi jaderné DNA (nDNA) nebo kdy je nDNA siln¢ degradovéana. Prikladem
mohou byt vlasové stvoly bez kotinkl nebo velmi staré vzorky.

Krom¢ nDNA a mtDNA se ve forenzni analyze pracuje i s chromozomem Y. Analyza
chromozomu Y se provadi v ptipadech sexualniho napadeni bez ejakulace, sexualniho napadeni
muzem po vasektomii, pii ndlezu muzské DNA pod nehty obéti a muzské ,,dotykové DNA

na kiizi, obleCeni nebo osobni véci Zenské obéti. Jedna se tedy o ptipady, kdy je pfitomen
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prebytek DNA od Zenské obéti a maly podil DNA od muZského pachatele. Spolecné spadaji
chromozom Y, mtDNA a nDNA do kategorie rodové informativnich genetickych markera,

pomoci nichz je mozné¢ spojit jedince s rodinou nebo genetickym fondem predku [23].

3.3 Starodavna mitochondrialni DNA

Poprvé byla staroddvna mtDNA extrahovana roku 1984 z vysuSenych svalt 140 let staré
kvagy, vyhynulého druhu zebry (Equus quagga quagga), a o rok pozd¢ji z mumie egyptského
ditéte. Pozd¢ji byl prokéazan i zisk mtDNA z kosternich pozlstatkli. Dnes je mozné starodavnou
DNA extrahovat i ze zubti, vlasu, tkani fixovanych v parafinu, dale z ptdy, rostlin nebo semen.

Extrakce a amplifikace DNA ze starodavnych pozustatkd je spojena s fadou obtizi. Brzy
po smrti totiz dochdzi k modifikaci genetického materidlu, coz vede k jeho fragmentaci
a degradaci. Mozna je i pfitomnost enzymatickych inhibitort, které jsou schopny reagovat
s DNA a vést k falesn¢ negativnim vysledkiim. Zachovani staroddvné DNA muze byt také
ovlivnéno chemickym, fyzikdlnim nebo biologickym stresem. Problémem pii extrakcich
¢i samotnych analyzach byva i kontaminace cizim genetickym materialem. Je proto vzdy nutné
vzit v tvahu moZznost kontaminace starodavné DNA moderni DNA. K uchovéni staroddvné
DNA jsou naopak vhodné anaerobni podminky, nizkéd teplota, nizkd kyselost a prostiedi
bez vlhkosti [24].

Aby se zabranilo kontaminaci, je potfeba dodrZzovat urCitd doporuceni, ktera zahrnuji
pouziti specializovanych metod k extrakci staroddvné DNA, zisk reprodukénich vysledka
z nekolika extrakci stejného vzorku nebo zisk reprodukénich vysledkii ze sekundérni
laboratofe. Déle je mozné ovéfit preziti staroddvné DNA biochemickym testem
na makromolekuldrni uchovani ve vzorku, tepelnou analyzou stafi nebo ziskdnim DNA

z dalSich vzorkd, které se podatilo vykopat ze stejného archeologického naleziste [25].

3.4 Analyza mitochondrialni DNA

3.4.1 Hypervariabilni oblasti a haploskupiny
At uz je potieba vyuzit mtDNA pro studium evoluce nebo pro forenzni testovani,
vzdy budi zajem dva specifické segmenty kontrolni oblasti. Konkrétné se jednd
o hypervariabilni oblast 1 (HVR1, pozice 16 024 aZ 16 365) a hypervariabilni oblast 2 (HVR2,
pozice 73 az 340). V pfipadé¢ nerozlisitelnych vzorkii HVRI1/HVR2 se analyzuje
1 hypervariabilni oblast 3 (HVR3, pozice 438 az 574) s dal§imi polymorfnimi polohami.
Kazda sekvence mtDNA predstavuje individudlni haplotyp. Ten je uren na zaklade

porovnani pari bazi v této sekvenci oproti revidované cambridgeské referencéni sekvenci
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mtDNA (rCRS). Soubor podobnych haplotypti, zdédénych od spoleéného predka, definuje
haploskupinu. Ta je vysledkem sekvencni akumulace mutaci po matetské linii.

Urcovani haploskupin je zalozeno na fylogenetice, ktera pracuje s védecky podlozenym
faktem, Ze vSechny linie mtDNA pochazeji ze spolecného matefského predka. Celosvétové
variace lidské mtDNA jsou sestaveny do referenéniho fylogenetického stromu,
ktery je dostupny na webové strance PhyloTree (http://www.phylotree.org). U tohoto
fylogenetického stromu dochazi k pribézné aktualizaci a doplnovani o nové identifikované
haploskupiny. ZjednodusSeny fylogeneticky strom lidské mtDNA piedstavuje Ptiloha 1. Existuji
i databaze haplotypii mtDNA, jako napf. populacni databize mtDNA EMPOP
(https://empop.online) nebo databaze Mitomap (https://www.mitomap.org) [26].

Haploskupinam je nadfazena jedna makrohaploskupina L, pod niZ spadaji haploskupiny
LO, L1, L2, L3, L4, L5 a L6. Na pozadi haploskupiny L3 vznikly podhaploskupiny M a N,
které obsahuji jesté¢ dalsi podhaploskupiny. Kazda haploskupina ptedstavuje urcitou
geografickou oblast. Makrohaploskupina L mé ptvod v Africe. Podhaploskupiny M a N,
vzniklé z haploskupiny L3 ve vychodni Africe, byly rozsifeny do Eurasie a na Novy Zéland.
U lidi evropského plivodu je mozné najit haploskupiny H, I, J, N1b, T, U, V a W. V Asii
a Americe se vyskytuji haploskupiny A, B, C a D, na Sibifi prevazné G, Y, a Z. Haploskupina
X je vnizkych frekvencich vyskytu typickd pro severni Afriku a zapadni Asii, dale
pak pro Evropu a stfedni Asii ¢i Ameriku. Jeji vyskyt na Sibifi nebo ve vychodni Asii neni

znam [26, 27]. Migraci lidské mtDNA ve svété nastiiiuje Obrazek 8.

Human mtDNA Migrations

From hitp:/Mwww.mitomap.org
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Obrazek 8 — Migrace lidské mtDNA ve svété. Casové odhady jsou uvedeny v letech pred sou¢asnosti;
upraveno; pievzato z: Zdroje obrazku [8]
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3.4.2 Heteroplazmie a idajna mozZnost rekombinace

Analyza mtDNA pro ucely populacni a evolu¢ni genetiky ptivodné pocita s homoplazmii
a nedostatkem rekombinace. Zacaly se ale objevovat piipady, kdy byla heteroplazmie
prokazéana. Heteroplazmaticky jedinec je jedinec, ktery nese vice nez jeden detekovatelny typ
mtDNA. Pokud se heteroplazmie prokaze, obvykle se li§i pouze na jediné bazi v HVR1 nebo
HVR2. Existuji rizné projevy heteroplazmie — vice typi mtDNA vramci jedné tkang,
heteroplazmie v jednom vzorku tkané a homoplazmie v druhém, nebo jeden typ mtDNA
v jedné tkani a druhy typ mtDNA v druhé tkéni. Pfitomnost heteroplazmie mize zplsobit
problémy ve forenznim vySetfovani, coz nejcastéji spociva v nespravné interpretaci vylouceni
dikazil. S heteroplazmii jsou hlavné spojeny vzorky vlasii, proto byva, v pfipadé pozitivniho
vysledku na jednu ze dvou heteroplazmatickych linii z referen¢niho vzorku, vyZzadovano
opakovani analyzy mtDNA z dal$ich vlast dané osoby [26].

Nedostatek rekombinace mtDNA byl povazovan za prokazany fakt, ale v letech 1999—
2000 bylo toto tvrzeni zpochybnéno. Objevily se ctyfi prace, které piedkladaly dikazy
o rekombinaci v lidské mtDNA. Jedna z nich dokonce poskytovala piimy dikaz o rekombinaci
v Melanésii. Ostatni prace byly postaveny na principu fylogenetickych a statistickych analyz
sekvenci mtDNA. Po pfezkoumani ale byla moznost rekombinace mtDNA zamitnuta, nebot’
se ukdzalo, ze prace, poskytujici udajny ptimy dikaz o rekombinaci, byla postavena na chybé
zarovnani a ostatni prace rovnéz vyuzivaly chybna data a/nebo sporné statistické metody.

Nicméné jiz zminény piipad pfenosu otcovské mtDNA u mladého muze moZnost obecné
rekombinace zcela nevyluéuje. Unik otcovské mtDNA ale stale zistava velmi vzacnym jevem

[27].

3.4.3 Sekvenovani mitochondrialni DNA

V soucasné dobé je heteroplazmie v celém mitochondridlnim genomu povazovana
za bézny ndlez i u zdravych jedinct. Sav¢i buiika obsahuje zhruba 100 mitochondrii, pficemz
kazda mitochondrie nese 2—10 kopii mtDNA. Z této skuteCnosti tedy vyplyva, ze casto
se vyskytujici heteroplazmatické mutace mtDNA v ramci jedné buniky nejsou Zadnym
ptekvapenim. Dnes existuji vyspélé, vysoce vykonné sekvenacni technologie, které dokazi
uroven heteroplazmie mtDNA analyzovat na celém mitochondridlnim genomu. Mezi pfednosti
dnesnich technologii se fadi spolehlivost, moZnost analyzy velkého mnoZzstvi vzorkl a nizké
naklady.

Informace o mitochondridlnim genomu jsou ziskdvany pomoci ptimych nebo nepiimych

metod sekvenovani mtDNA. Pfimé metody sekvenuji mtDNA, ktera je obohacena z celkové
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bunécné DNA. Obohaceni je mozné provést pomoci PCR nebo mikrocipové hybridizace.
Nepiimé metody jsou zalozeny na extrakci sekvence mtDNA z dat o sekvenovani exomu
a celého genomu. Data z nepiimého sekvenovani se zacCala vyuzivat k detekci somatickych
mutaci mtDNA. Bylo ale zjisténo, ze tato detekce mize poskytovat faleSn¢ pozitivni vysledky,
jez jsou zpusobeny pseudogeny nebo homolognimi sekvencemi. V tomto piipad¢ je potieba

vyuzit potvrzovaci metodu, kterd peclive izoluje mtDNA z nDNA [28].

3.4.4 Metody sekvenovani

3.4.4.1 Technologie sekvenovani prvni generace

Prvni metody, vyuzivané k sekvenovani DNA, byly piedstaveny roku 1977. Jednalo
se o dv€ metody — Sangerovo sekvenovani a Maxam-Gilbertovo sekvenovani. Sangerova
metoda sekvenovani je také zndma pod ndzvem metoda terminace fetézce, metoda
dideoxynukleotidi nebo sekvenovani metodou syntézy. Maxam-Gilbertovo sekvenovani
se dostalo do povédomi jako metoda chemické degradace. Tyto metody ale byly nesmirné
zdlouhavé a ndkladné. Obé vyzadovaly pro detekci vystupu sekvenovani pouziti elektroforézy.
Sangerovo sekvenovani bylo pozdéji spolenosti Applied Biosystems (dnes Thermo Fisher
Scientific) komercializovano a automatizovano pod nazvem ,Sangerova sekvenacni
technologie®, ktera se stala, diky své vysoké ucinnosti a nizké radioaktivité, nejpouzivané;si
technikou sekvenovani na tii desitky let. Tato metoda nahradila i Maxam-Gilbertovo
sekvenovani, od jehoz pouzivani se upustilo z divodu manipulace s toxickymi chemikaliemi
a radioizotopy. Nejvétsi uspéch Sangerova sekvenacni technologie slavila vroce 2004,
kdy se s jeji pomoci podafilo dokoncit sekvenovani prvniho lidského genomu. Od roku 2005
se zacaly vyvijet nov¢jsi technologie, obecné znamé jako technologie sekvenovani nové
generace (NGS), které plvodni Sangerovu sekvenacni technologii z pfevazné vétSiny
nahradily. I forenzni vyzkum, ktery jest¢ fadu let spoléhal na tuto metodu, zacal ptechazet

na technologie NGS.

3.4.4.2 Technologie sekvenovani nové generace

Vznikajici technologie sekvenovani nové generace napravily nedostatky z pifedchozi
generace a vylepSily své metody o paralelni sekvenovani a detekci vystupu bez potieby
elektroforézy za kratsi ¢as a nizs$i ndklady. V roce 2005 byla uvedena technologie Roche/454,
v roce 2006 Illumina/Solexa (viz Obrazek 9) a o rok pozdéji ABI/SOLiD. Pro tyto technologie
je nezbytné, jesté pied zahdjenim sekvenovani, ptipravit amplifikované sekvenacni knihovny.

V roce 2010 se objevila polovodicova technologie pfistroje Personal Genome Machine (PGM)
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od spolec¢nosti Ion Torrent (dnes spadd pod Thermo Fisher Scientific). VSechny tyto

technologie se fadi mezi technologie druhé generace.
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Obrazek 9 — Sekvenovani technologii [llumina. A) Dochazi k nahodné fragmentaci vzorku DNA do sekvenci
a nasledné ligaci adaptérti na kazdy z konct vSech sekvenci. Nasleduje samovolné pfipojeni adaptéra
k doplikovym adaptérim a zahaknuti s komplementarnimi adaptéry na pevné desce. B) Probéhne mustkova
amplifikace kazdé sekvence pomoci PCR. C) Stanovi se kazdy nukleotid v sekvenci pomoci sekvenovani
syntézou. Laser excituje shluky, coZ emituje, pro kazdy nukleotid specificky, svételny signal. Nasleduje detekce
signalu a jeho pfevedeni do nukleotidové sekvence pomoci poc€itacovych programi; upraveno; pievzato z:
Zdroje obrazka [9]

Déle byl piedstaven systém detekce jedné molekuly od spole¢nosti Helicos BioSciences
(dnes jiz spolecnost neexistuje). Tento systém jiZ nevyuziva amplifikaci pomoci PCR jako
predchozi technologie, a proto piedstavuje mezistupen technologii druhé a tieti generace. Prave
vyuzivani amplifikace pomoci PCR, jejiz nevyhodou jsou stidle pomérné vysoké naklady
a dlouhy ¢as sekvenovani, vedlo k potifebé vyvinout technologie novejsi.

Zaklad technologie tfeti generace tvoii jednomolekularni sekvenovani v redlném case
(SMRT) laboratote Quake. Tuto metodu vyuzila spolecnost Oxford Nanopore Technologies,
se svym sekvenatorem MinlON, a spole¢nost Pacific Biosciences [29, 30].

S produkci velkého mnozstvi dat z NGS technologii se objevuji pomérné komplikované
otazky ohledn¢ jejich ukladani a zpracovani. MozZzné poruSeni divérnosti téchto citlivych

N

informaci by pak vedlo k vaZznym etickym problémum, které je potieba neodkladné fesit [30].
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3.5 Vybrané pripady vyuziti mitochondrialni DNA
3.5.1 Vybrané pripady vyuziti mitochondrialni DNA ke studiu lidské historie

Nalez lidskych ostatkli, starych nékolik stovek az tisic let, budi vzdy velky zajem.
K prvnim studiim, které vyuzily DNA ke zkoumani historie lidské populace, lze zaradit 23
egyptskych mumii, jejichz sekvence méla 77% homologii se sekvenci vyskytujici
se u modernich populaci. Tato studie se ale setkala s kritikou z diivodu obav o preziti DNA
ve vysokych teplotach Afriky.

Pomérmné znamym piipadem byl v 90. letech nalez Ledového muze (Otziho), jehoZ silng
degradovanou nDNA nebylo mozné vyuzit, a tudiz musela byt analyzovana oblast HVR1
mtDNA, pomoci niz se zjistila jeho ptibuznost se soucasnou populaci stfedni a vychodni
Evropy. Vroce 2008 se podafilo kompletné osekvenovat jeho mtDNA a zjistit
podhaploskupinu K1 zapadoeurasijské haploskupiny U. Pozdé&ji doSlo, za pomoci moderni
technologie, k osekvenovani jeho celého genomu, kdy se prokazala blizka piibuznost
s modernimi obyvateli oblasti Tyrhénského mote.

Pro lidskou evoluci byla dlouhodobou zahadou otazka, zda doslo ke kiizeni mezi
neandertélci a anatomicky modernimi lidmi. Vyzkum mitochondrialniho genomu neandertalcii
neprokdzal shodu s variaci soucasnych lidi. Nicméné po analyze celého neandertalského
genomu se prokazala shoda v 1-4 % genomt soucasnych lidi v Eurasii [31].

Vroce 2017 byla publikovana studie linii mtDNA plvodnich obyvatel Australie
(Aboridzincit). K analyze byly pouZzity vzorky od 594 AboridZincl z celého kontinentu.
Haploskupiny 78 % vzorkli mély plivod v Australii. Nejcastéji se vyskytovaly haploskupiny P,
S a M42a. Stari haploskupin, od 39 000 do 55 000 let, odpovidalo archeologickym dikaziim
o dobé kolonizace Australie. Aby bylo moZné vice prohloubit poznatky z historie mtDNA
puvodnich obyvatel Austrdlie, bylo by nutné dourcit podhaploskupiny jesté¢ nevyfeSenych

jedinct této studie kompletnim osekvenovanim mitochondridlniho genomu [32].

3.5.2 Vybrané pripady vyuziti mitochondrialni DNA pro forenzni identifikaci
Prvnim publikovanym ptipadem, kdy se k forenzni identifikaci vyuZzila mtDNA, byl nalez
kosternich pozlstatki lidského ditéte vroce 1986. Dva roky pied tim, tfi mile
od tohoto mista, zmizel z domu svych rodicu tfilety chlapec. Vzorek matky pohteSovaného
chlapce a vzorek z kosternich pozlstatkli lidského ditéte vykazoval stejny typ mtDNA. Bylo
tedy prokézano, ze se jedna prave o tohoto pohfeSovaného chlapce.
V roce 2004 se v jiznim Thajsku vytvofila vlna tsunami, kterd za sebou zanechala okolo

5400 obéti. Pomoci mtDNA se podaftilo ze vzorkl zubt Gspésné identifikovat 258 z 507 obéti.
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Dale bylo mozné v roce 2010 identifikovat lidské kosterni pozistatky nejmladsi obéti,
ktera byla exhumovana z hromadného hrobu pochézejiciho ze Spanélské obcanské valky.
Identifikace byla provedena na zékladé porovnani mtDNA obéti se sestrou obéti,
o niz se védelo, Ze je v hrob¢ pohibena. V tomto roce se také povedla identifikace poztstatkli
znamého slavného italského vojaka zabitého v prvni svétové vélce. Potomci tohoto slavného
vojéka ale méli jinou mtDNA nez nalezené ostatky, tudiz se zjistilo, Ze ostatky domnélému
hrdinovi nepatfily.

Porovnanim mtDNA zijicich ptfibuznych krale Richarda III. a mtDNA kostry, ktera byla
vykopéna roku 2012 na misté diive stojiciho klastera Gray Friars v Leicesteru, se prokazalo,
ze nalezena kostra skute¢né patfila krali Richardu III.

V roce 2016 se podaftilo identifikovat 50 obéti z jednoho hromadného hrobu nalezeného
na hibitové ve VarSave. Hrob pochazi z komunistického obdobi v Polsku v letech 1944—1956.

Analyza mtDNA byla také vyuzita k identifikaci obéti teroristického ¢inu v newyorském
obchodnim centru z 11. zafi 2001 [33].

Jednim znejznaméjSich ptipadit se stal vroce 1991 na Uralu v Rusku pobliz
Jekat&rinburgu nalez hrobu s lidskymi ostatky, o kterych se predpokladalo, Ze by mohly patfit
sedmiclenné ruské carské rodin¢ Romanovct, kterd byla spolecné se svymi tfemi sluhy
a rodinnym lékafem zavrazdéna béhem ruské obcanské valky v roce 1918. Hrob obsahoval
pouze devét tél zpredpokladanych jedenécti. Forenznim vySetfovanim bylo potvrzeno,
ze se skute¢né jednalo o Romanovce. Dvé déti ale chybély. Identifikaci ostatkli bylo mozné
provést na zakladé¢ porovnani jejich mtDNA s mtDNA zijicich potomkd Romanovci.
Komplikaci ale pfedstavovala heteroplazmie cisaie MikulaSe II., kterd v dobé vySetfovani
nebyla jesté¢ dostatetné prozkouména. V roce 2007 byl nalezen druhy hrob, ktery ukryval
ulomky kosti dvou spalenych koster. Pro potvrzeni biologického piibuzenského spojeni byla
krom& mtDNA také vyuZita analyza STR a Y-STR, kterd potvrdila, Ze se jednd o rodinné
prislusniky. Nakonec se prokdzalo, ze ostatky, nalezené v prvnim hrob¢, skutecné pattily
ruskému caru Mikulasi II. Romanovu, jeho manzZelce carevné Alexandfe a jejich ttem dceram
(velkoknézné Olze, Tatdné¢ a Marii). Jejich nejmladS$im détem (velkoknézné Anastazii

a careviCi Alexeji) patfily ostatky z hrobu druhého [34].
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4 MUTACE MITOCHONDRIALNI DNA

4.1 Vznik a piivod mutaci

Vyskyt mutaci je spojen s fadou udalosti ¢i faktort, které zvysuji pravdépodobnost jejich
tvorby. Na jejich vzniku mize mit podil spontanni rozklad struktury nukleové kyseliny mtDNA
nebo oxidacni stres zptisobeny reaktivnimi formami kysliku (ROS) nebo jejich chemicky
aktivnimi metabolity. Nachylnost mtDNA k mutacim je také zvySena jeji kontinualni
replikativni povahou a jejim umisténim blizko vnitini membrany mitochondrie, kde dochazi
k produkci ROS. Dalsi nevyhodu predstavuje zaostavajici vlakno mtDNA, které je béhem
replikace jednovlaknové, ¢imz snadnéji podléhd spontannim mutacim. Na poSkozeni mtDNA
maji vliv mimo jiné i metabolické poruchy, které zvySuji rychlost mutaci, narusuji replikaci
mtDNA a mitofagii, didle méni mitochondridlni bioenergetiku a vedou k akumulaci
somatickych mutaci mtDNA.

Detekce a oprava mitochondrialniho genomu je omezena z diivodu pfirozené neschopnosti
mtDNA kodovat proteiny zodpovédné za opravu mtDNA. Jediny opravny systém mtDNA,
tedy zakladni excizni opravny systém, zahrnuje 8-oxoguanin DNA glykosylazu-1 (OGGI),
DNA polymerazu gama (POLG) a DNA ligazu [35].

VétSina zmén v mtDNA je povaZovéana za neutrdlni polymorfismy, které se vyuzivaji
ke sledovani lidskych migraci, jak jiz bylo pfedstaveno v piedchozi kapitole. Ostatni zmény
jsou patogenni a piispivaji ke vzniku riznych onemocnéni. Mitochondridlni onemocnéni
se vyviji v disledku mutaci genti v mtDNA nebo genti v nDNA, které kéduji mitochondridlni

komponenty [36, 37].

4.2 Typy patogennich mutaci

K nejcastéji se vyskytujicim typlim mutaci se fadi bodové mutace a preusporadani mtDNA
(vétsinou delece), které postihuji 1 z 4300 jedincti. Mutace jsou variabilni z hlediska klinického
fenotypu, véku a zdvaznosti projevu, postizeni orgdnl a heterogenity symptomi pacientd.
Obvykle ale dochdzi k postizeni tkani s vysokou energetickou néro€nosti a zavislosti
na oxidacni fosforylaci, jako je centralni nervova soustava a nervosvalové systémy. Vysledné
klinické projevy mitochondrialniho onemocnéni se také u kazdého pacienta liSi z diivodu
rozdilné mutacni zatéZe, prahového efektu dle trovné heteroplazmie a remodelace metabolismu

a bunécnych signalnich drah [37].
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4.2.1 Bodové mutace
Vyskyt bodovych mutaci je charakteristicky jak pro geny proteinli, tak pro tRNA

nebo rRNA. tRNA vSak obsahuje tyto mutace nejCastéji. Nachazi-li se bodové mutace
v proteinu, dochéazi k ovlivnéni funkce respiracniho fetézce. Pokud se vSak vyskytuji v tRNA,
mohou negativné ovlivnit celkovou mitochondrialni translaci, a to z divodu nizké dostupnosti
funkcni tRNA. Mezi typické znaky bodovych mutaci patii heteroplazmie, klinicka heterogenita

a vysoka recesivita. Jejich vyskyt je zdivodiovan matetskou dédicnosti.

4.2.2 Delece

Delece se obvykle nachédzeji mezi pocatky replikace tézkého a lehkého vldkna mtDNA.
Jsou doprovazeny kratkymi pfimymi repeticemi. Mohou se vyskytovat jak jednotlivé, tak etné
s velikosti obvykle od 1,3 do 8 kb. Vyskyt jednotlivych deleci je typicky pro rany vyvoj,
ale d&je se tak pouze sporadicky. Tuto deleci obsahuji vSechny buiiky postizené tkang.
Mnohocetné delece se mohou projevit v disledku zdédénych mutaci v jadernych genech,
které¢ ovliviluji replikaci mtDNA a metabolismus mitochondridlnich nukleotida.

wewvr

je jejich mnozstvi a rozsiteni do tkani [36].

4.3 Onemocnéni podminéna mutacemi

Vzhledem k tomu, Ze mtDNA koduje pfedevS§im proteiny systému oxidac¢ni fosforylace,
jeji ptipadné mutace zméni aktivitu tohoto systému. Snizi se produkce ATP a zvysi tvorba ROS.
Déle nastanou zmény v homeostaze vapniku €1 v organizaci mitochondrialni sité. Tyto zmény
pak mohou pfispét k rozvoji mitochondrialniho onemocnéni.

Jak jiz bylo zminéno diive, mutace v mtDNA jsou nej€astéji spojovany s neurologickymi
poruchami z ditvodu postiZeni centralniho nervového systému, a dale poruchami ve tkanich,
které rovnéZ vyzaduji vysoky pfisun energie. Jedna se predevSim o srde¢ni a kosterni svalstvo,
sitnici a endokrinni systém. Mutace mohou vést také k mitochondrialni dysfunkci,
jez se milze projevit jako neurodegenerativni onemocnéni, kardiomyopatie, slepota, diabetes
¢i rakovina [38]. Nejcastéjs$i mutace spojované s mitochondridlnimi onemocnénimi, vetné

jejich klinickych projevi, jsou zobrazeny na Obrazku 10.
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m.1555A>G — deafness m.14708T>C - myopathy,
weakness, diabetas

m.14484T>C - LHON
m.14458G=A, m.14487T-C - LS

m.13513G>A and other mutations
MELAS, LS and overlap syndromas

[m.3243A>G - MELAS."MIDDICPEOJ

m.3271T>C — MELAS
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L1
m.3460G=A - LHON NDT
several mutations - MELAS

m.A4300A=G
cardiomyopathy Lok

- Nm«—\[ m.A1777C>A - LS ]
L 11778G=A — LHON
m.5545C>T o >
multisystemic disorder,
RC deficiency

K aTPg

deafness, myapathy

R
ATPE m.10158T>C, m.10191T>C, m.10197G>A
\ LS/Leigh-like syndrome
m.B993T>GIC, m.9176T>G/C
m.B8344A>G, m.B356T=C NARPMILS
MERRF

Obrazek 10 — Vztah mezi genotypem a fenotypem u lidskych mitochondridlnich onemocnéni. Mitochondrialni
genom se zvyraznénymi misty vyskytu béznych mutaci mtDNA a jejich klinickymi projevy; upraveno; pfevzato
z: Zdroje obrazkl [10]

I m.7445A>G, m.7472Cins

4.3.1 Onemocnéni podminéna bodovymi mutacemi

4.3.1.1 Syndrom MELAS

Bodova mutace m.3243A>G v genu MT-TL1 se dle Grovné heteroplazmie projevuje fadou
fenotypt. Nejlépe byl vSak charakterizovan fenotyp (syndrom) MELAS (mitochondrialni
encefalopatie, laktatova acidéza a ptihody podobné mrtvici). S timto onemocnénim bylo
spojeno pies 30 mutaci. Mezi né€ 1ze zatadit mutaci m.3271T>C v genu MT-TL1, méné casto
pak bodové mutace v tRNA, mRNA a rRNA. Jednd se o multisystémovou poruchu, kterou
doprovazi prihody podobné mrtvici (dostavi se pied 40. rokem Zivota), encefalopatie s demenci
a/nebo zachvaty. Dilezitym potvrzujicim znakem je 1 myopatie s laktatovou acidézou a/nebo
roztiepena Cervena vlakna. Pacienti, majici typicky malou postavu, Spatné snaseji zatéz, ztraceji
sluch a sldbnou jim koncetiny. Kromé téchto projevil se miize dostavit i pigmentova retinopatie,
atrofie zrakového nervu, oftalmoplegie, kardiomyopatie a dalsi srde¢ni poruchy, nefropatie,
epizodické koma, myoklonus, ataxie, migrény, nehybnost stfev, hluchota, hirsutismus

¢1 diabetes mellitus.

4.3.1.2 Syndrom MERRF

Mutace m.8344A>G v genu MT-TK je bodovou mutaci vyskytujici se v tRNALys,
jez v 80 % piipadi predstavuje ptivodce onemocnéni MERRF (myoklonickd epilepsie
s roztrhanymi Cervenymi vldkny). MERRF miiZze byt také spojeno s mutaci m.8356T>C,

m.8363G>A a m.8361G>A v genu MT-TK nebo vzicné s mutaci v genech MT-TF, MT-TL1,
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MT-TH a MT-TP. Jednd se o onemocnéni projevujici se predevSim svalovymi zaSkuby
(myoklonii), zachvaty, neuropatii a ataxii. Déale se Casto objevuje epilepsie, méné casto
pak srdec¢ni abnormality, postizeni sluchu, respira¢ni dysfunkce, mnohocetna lipomato6za, ptdza

oc¢nich vicek ¢i rizné psychiatrické poruchy [39, 40, 41].

4.3.1.3 Leighiiv syndrom

Leightiv syndrom je spojovan nejcastéji s bodovymi mutacemi v genu MT-ATP6,
konkrétn¢ s mutaci m.8993T>G, mén¢ zavaznou m.8993T>C nebo m.9185T>C. Leightv
syndrom také podminuje mutace m.10158T>C v genu MT-ND3 ¢i mutace m.12706 T>C
v genu MT-NDS5. Rovnéz byly mutace nalezeny v genech MT-ND1, MT-ND4 a MT-ND®6.
Jedna se o tézky neurodegenerativni stav s nastupem v détstvi. Charakteristickd je pro ngj
psychomotorickd regrese a mentéalni postizeni, pficemz mira projevu obou piiznakl zavisi
na mutacni z4té€zi. Mize se projevit multisystémovou poruchou, kdy dojde k postizeni srdce,

jater, ledvin a gastrointestinalniho traktu [40, 42].

4.3.1.4 Syndrom NARP

Syndrom NARP (neurogenni svalova ochablost s ataxii a retinitis pigmentosa) podmiiuji
stejné mutace jako Leightiv syndrom, tedy mutace m.8993T>G a m.8993T>C v genu MT-
ATP6. Rozdil v syndromech spociva v mutacni zatézi tkani, pficemz Groven heteroplazmie
vétsi nez 90 % vede k projevu Leighova syndromu a niz8i mutaéni zatéZ k syndromu NARP.
Onemocnéni je charakterizovdno proximalni neurogenni svalovou slabosti, senzoricko-
motorickou neuropatii, ataxii a pigmentovou retinopatii. Jiz v raném détstvi se objevuji potize
s u¢enim, opozdény vyvoj a ataxie. U starSich jedinci se muize projevit demence. Kromé
zminénych ptiznakd lze pozorovat i maly vzrist, senzorineurdlni ztratu sluchu, srdecni

poruchy, progresivni zevni oftalmoplegii ¢i mirnou tzkostnou poruchu [41].

4.3.1.5 Syndrom LHON

Mutace m.11778G>A v genu MT-ND4 se stala prvni bodovou mutaci viibec, jeZ byla
oznacena jako plivodce mitochondrialniho onemocnéni, a to konkrétné onemocnéni LHON
(Leberova dédi¢na neuropatie zrakového nervu). Pozdé€ji byly s LHON spojeny 1 mutace
m.3460G>A v genu MT-ND1 a m.14484T>C v genu MT-ND6. Tyto tii mutace jsou uvadény
jako mutace primarni. Existuji vSak 1 vzacné primarni mutace, jejichz vyskyt je spjat pouze
s n¢kterymi populacemi. Pfedevsim se jedna o populaci ¢inskou, kde byla zaznamenana mutace
m.3635G>A v genu MT-ND1 a mutace m.10680G>A v genu MT-ND4L. Zaznamy o mutaci

m.3635G>A v genu MT-ND1 lze nalézt i v Rusku nebo Polsku. V souvislosti s onemocnénim
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LHON byly objeveny i sekundarni mutace, jejichz patogenni uc¢inek by mohl mit potencialni
vliv na klinické projevy LHON. Diskuze se vedly o mutacich m.8779C>T a m.13138G>A.
Jejich vliv ale nebyl dostate¢né objasnén. Prikladem dalSich sekundarnich mutaci maze byt
mutace m.12811T>C nebo m.593T>C, které¢ jsou béznymi variantami. Mozna je i synergie
sekundarnich mutaci s mutacemi primarnimi. Tato skute¢nost vSak plati pouze v nékterych
populacich, nebot’ ne v§echny sekundarni mutace byly spojeny s onemocnénim LHON ve vsech
populacich. Pii onemocnéni LHON dochazi k postizeni zrakového nervu, které se projevi
ztratou centralniho vidéni. Ztrata je obvykle akutni nebo subakutni a bezbolestna. Nejprve
je zasazeno jedno oko a pozd¢ji, béhem tydni az mésict, i oko druhé. Onemocnéni se objevuje
od adolescence do pozdni dospélosti. Castgji postihuje muZe, a to mezi 20. a 40. rokem Zivota.
T¢hotné Zeny, ptenasecky, jsou pted ztratou zraku v obdobi te€hotenstvi chranény z divodu
aktivace mitochondrialni biogeneze a sniZzeni produkce ROS a apoptézy pomoci estrogend.
Vzhledem k tomu, Ze je exprese ovlivnéna genetickym a environmentalnim faktorem, nemusi
byt ztrata zraku u vSech pacientd pravidlem. Kromé ztraty zraku se mohou objevit pohybové
poruchy, dystonie, migréna a roztrousend sklerdza [39, 41, 43, 44].

Kromeé klasického syndromu LHON byla ptedstavena i jeho autozomalné recesivni forma

(arLHON). Tu podminuji varianty v jadern¢ kddovaném genu DNAJC30 [45].

4.3.2 Onemocnéni podminéna delecemi

4.3.2.1 Kearns-Sayretiv syndrom (KSS)

Kearns-Sayretiv syndrom, nej€astéjsi onemocnéni spojené s delecemi v mtDNA, obvykle
zahrnuje mutace v genech MT-ND4, MT-TH, MT-TS2, MT-TL2 a MT-NDS5. Piedstavuje
deleci o délce 1,1-10 kb. Nastupuje v détstvi a projevi se pted 20. rokem Zivota chronickou
progresivni externi oftalmoplegii a pigmentovou retinopatii. Doprovazet je mohou srde¢ni
abnormality, endokrinopatie, cerebeldrni ataxie nebo ztrata sluchu. K umrti vétSinou dochézi

v rané dospélosti [40, 41].

4.3.2.2 Dalsi onemocnéni podminéna delecemi

Delece m.8517 15421del a m.7974 15496del je spojovdna s onemocnénimi MELAS
a KSS. U MELAS byla identifikovana i delece m.14787 14790del v genu MT-CYB.
V souvislosti s Wolframovym syndromem byla nalezena delece m.6465 14135del,
dale, u pacientd se zachvaty, pak delece m.10090 15402del a m.12366 15203del. Pacient
s deficitem cytochromu C vykazoval mutaci m.10961 15846del. U poruch autistického spektra
(ASD) byly pozorovany delece v genech MT-ND4 a MT-CYB [40].
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4.3.3 Mitochondrialni onemocnéni podminéna mutacemi v jaderné kodovanych
genech

Mitochondrialni onemocnéni mize byt zplisobeno i mutacemi v jaderné¢ kdédovanych
genech, jez jsou zodpovédné za expresi a udrzovani mtDNA. Typickd je mutace
v mitochondridlni polymeraze gama (POLG), kterd vede k delecim a deplecim mtDNA. Timto
zpusobem tedy dochazi k sekunddrnimu poskozeni mtDNA. Obecné se rozviji tézka
encefalopatie se selektivnim postizenim CNS a jater, dochazi k poruchdm védomi, tézké
epilepsii a rozvoji akutnich mozkovych 1€zi, které ve vétsi mife postihuji zadni mozek. Mutace
v POLGI1 se projevuji Sirokou Skalou klinickych ptiznaki. Mohou se projevit jako autozomalné
recesivni senzorickd ataxie a neuropatie s dysartrii a oftalmoplegii, autozomaln¢ dominantni
a autozomalné recesivni familiarni externi oftalmoplegie, Alpersiiv hepatocerebralni syndrom,
parkinsonismus nebo mitochondrialni spinocerebelarni ataxie a epilepsie s nastupem

v dospélosti [46].

4.3.4 Mitochondrialni dysfunkce jako nasledek mutaci a jeji podil na nékterych
onemocnénich

Mitochondrialni dysfunkce vznika casto ndsledkem genetickych mutaci. Ovliviuji
ji dédiéné metabolické poruchy nebo faktory prostiedi, jako napt. 1éky ¢i virové infekce.
Doprovézi mitochondridlni poruchy s mutaci vjednom genu a podili se na patogenezi
polygennich onemocnéni. Typickym piikladem mlZe byt Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba, kardiovaskularni onemocnéni, epilepsie, rakovina, obezita
C1 diabetes mellitus. Spojena byva 1 s poruchami autistického spektra a détskou mozkovou

obrnou. Rovnéz ovliviuje lidské starnuti, a to snizenou expresi mitochondriélnich genii [47].

4.3.4.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerovu chorobu charakterizuje progresivni senilni nebo presenilni demence
se selektivni ztratou neuronti. Dochézi ke ztraté konektivity mezi neurony vlivem synaptickych
zmén, neurofibrilarni degeneraci a extracelularnimu depozitu off plaki. Mitochondridlni
dysfunkce se zde projevuje zménami v homeostdze vapniku a metabolismu lipidil, snizenym
energetickym metabolismem a zvySenym oxidacnim poskozenim. Patrny je rovnéz abnormalni
tvar a dynamika mitochondrii. Posttranslaéni modifikace DRP1, tedy s-nitrosylace oxidem
dusnatym produkovanym v disledku akumulace [ amyloidniho proteinu, vede

k mitochondrialnimu Sté€peni, synaptické ztraté a poSkozeni neurontl.
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4.3.4.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonovu chorobu charakterizuje klidovy tfes, rigidita a bradykineze. Pfiinou je smrt
dopaminergnich neuronit v substantia nigra. Onemocnéni zpiisobuji autozomalné recesivni
mutace v genech PINK1 a Parkin, jejichz tkolem je regulace kontroly kvality mitochondrii
prostiednictvim mitofagie. Dysfunkce téchto dvou gent vede ke zvySeni hladiny DRP1, ¢imz

se zvysi mitochondrialni Stépeni, které ptispiva ke smrti neuront.

4.3.4.3 Huntingtonova choroba
Huntingtonovu chorobu charakterizuje choreoatetéza s demenci a piredc¢asnym tmrtim.
Zpusobuje ji mutace v genu huntingtin, jehoz nadmérna exprese vede k mitochondridlni

fragmentaci [48].
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5 DIAGNOSTIKA A TERAPIE MITOCHONDRIALNICH
ONEMOCNENI

5.1 Diagnostika mitochondrialnich onemocnéni

Spravna a rychlé diagnostika mitochondridlnich onemocnéni zlistava stale pomérné velkou
vyzvou i ptes fadu dostupnych diagnostickych nastroji. Nejvétsi problém predstavuje
rozmanitost klinickych fenotypii onemocnéni, zvlast€¢ u détskych pacient. Pravé u déti je
potieba detailn¢ sledovat klinické projevy mozného onemocnéni, a to jiz od narozeni, ovéiovat
spravny vyvoj ditéte a sestavit rodinnou anamnézu, aby se urychlilo pfipadné potvrzeni
mitochondridlniho onemocnéni. Ptiklad rodokmenu s vyskytem Leberovy dédiéné neuropatie
zrakového nervu uvadi Priloha 2. Dale miize na tato onemocnéni upozornit biochemicka
abnormalita. Krom¢ jiz zminénych postupti pfi diagnostice je potieba provést dikladné
fyzikalni a neurologické vySetfeni a patrat po pricinach objevujicich se poruch, kterymi mohou
byt periferni neuropatie, dystonie, hypotonie, svalova slabost, poruchy vidéni, kardiomyopatie
a dal$i. Na tato vySetfeni pak navazuji metabolickd vySetfeni, neurozobrazovaci metody
(nejcastéji magnetickd rezonance), genetické testovani nebo svalova biopsie [49].

Obecné pro diagnostiku mitochondridlnich onemocnéni neexistuje zadny zlaty standard.
I kdyz byla biopsie tkané tradi¢ni testovaci metodou, v soucasnosti se od ni upousti,
a to predev$im z divodu preference neinvazivniho pfistupu ze strany pacientii. Dal§Sim
ditvodem je mozné riziko zdravotnich komplikaci, zejména u déti, vlivem celkové anestezie,
kterou tento zékrok vyzaduje.

K neinvazivnim zptisobim diagnostiky lze zatadit testovani pomoci biochemickych profili
krve a moci, elektroforézu mitochondridlnich proteintl, testovani aktivity mitochondridlniho
elektronového transportniho ftetézce, dale tkanovou histochemii nebo elektronovou
mikroskopii. Vyvoj metod sekvenovani nové generace (NGS) zasahl 1 diagnostickou oblast
a umoznil tak snadngj$i stanovovani diagnézy pomoci paralelniho sekvenovani jadernych
a mitochondridlnich gent [50].

Pro spravné urceni diagndzy je zapotiebi tyto metody kombinovat. Biochemické testovani
vzorku DNA z krve nebo moc¢i miize byt nejsnadnéjSim zpisobem, jak zacit diagnostiku
mitochondrialnich onemocnéni. AvSak negativni vysledek nemusi mutaci mtDNA vyloucit.
NGS, jez zahrnuje cilené sekvenovani mtDNA, panelové sekvenovani, sekvenovani celého
exomu (WES) a sekvenovani celého genomu (WGS), dokdze zméfit troven heteroplazmie
mtDNA a najit geny, které se podileji na mitochondrialnim onemocnéni nebo na kritickych

mitochondrialnich funkcich. Piesto zistava detekce nékterych variant mtDNA pomoci téchto
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metod obtiznd. V tomto ptipad¢ neprikaznost genetického vySetfeni vede k odebrani vzorku
tkané. Muze se jednat o mocové epitelidlni buiky, buiikky kosterniho svalstva nebo tkan
s vysokou energetickou narocnosti, z niz se projevi klinicky fenotyp. Svalova biopsie je sté¢zejni
pii podezieni na progresivni externi oftalmoplegii nebo Kearn-Sayretiv syndrom, kdy delece
mtDNA, spojené s témito onemocnénimi, nelze v krvi detekovat [51]. Pfiloha 3 ptedstavuje
schéma diagnostického postupu pfi podezieni na mitochondridlni onemocnéni.

WES a WGS se stavaji stale castéjSimi vySetfenimi pouzivanymi v molekularni
diagnostice, jez umoziuji ovéfeni variant a objevy novych genii onemocnéni. Vyuzivaji
se rovne€z pro tzv. trio sekvenovani, tedy soucasnou analyzu probanda a rodicti za ucelem
identifikace de novo variant, které jsou Casto hlavni pfi¢inou zavaznych genetickych poruch
charakterizovanych jejich casnym nastupem. Problém pii téchto sekvenovanich predstavuji
varianty nejist¢ho vyznamu (VUS), tedy varianty mtDNA s nizkou urovni heteroplazmie,
jez také mohou vyvolat onemocnéni. K jejich interpretaci je zapotiebi validace pomoci
funk¢nich testi.

Nedostatky technologii sekvenovani druhé generace (kratkého cteni) by mély napravit
technologie sekvenovani tieti generace (dlouhého ¢teni a jednobunééného sekvenovani). Déle
se v soucasnosti objevuji dopliikové nastroje k analyze DNA, tzv. technologie OMICS, k nimz
lze zaradit transkriptomiku, proteomiku ¢i metabolomiku. Tyto technologie Ize vyuzit jako

funkeni testy pii validaci VUS [51, 52].

5.1.1 Technologie sekvenovani nové generace v diagnostice

Nastup NGS umoznil detekovat pfiblizné tiikrat vétsi mnozstvi geni onemocnéni ro¢né,
nez tomu bylo do ptichodu téchto technologii. V diagnostice mitochondridlnich onemocnéni
se pted érou NGS vyuzivalo sekvenovani kandidatniho genu se sekvenovanim mtDNA. Tento
pfistup lze zvolit v ptipad¢ jasnych klinickych syndromi, jez byvaji podminény pouze n€kolika
malo mutacemi. Typickym ptikladem miiZe byt onemocnéni LHON.

Cilené sekvenovani mtDNA umoziiuje prohledat celou sekvenci mtDNA za ti¢elem méieni
urovné heteroplazmie. Dal$im typem je panelové sekvenovani, které je zaméfeno na panel
gend, jenZz se podili na onemocnéni. Problém ale ptedstavuji variace cilovych geni, které
pomoci této metody nelze rozpoznat, a tudiZ nemusi dojit ke sprdvnému zachytu diagnozy.
Vzhledem k objevovani novych genii onemocnéni se stadvd nevyhodou také omezend
skladovatelnost panelu. Déle se vyuziva jiz zminéné WES a WGS sekvenovani, a to predevsim
pro objev novych patogennich variant [51]. Vyvoj metod k objevu chorobnych gent mezi lety

1988-2020 znazoriuje graf v Ptiloze 4.
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Technologie sekvenovani dlouhého ¢teni (LRS) pracuji na principu jednomolekularniho
sekvenovani v redlném case (SMRT). ZvySena hloubka c¢teni umoziuje piekonat chyby
sekvenovani, jejichz rozlozeni je pomérné¢ nahodné. Polymerazy, umisténé na dné jimky
specialnich pratokovych bunék a obsahujici znacené baze, navazou jednotlivé molekuly DNA.
Poté dochazi na znacenych bazich ke kamerové detekcei fluorescencniho signélu v redlném case.
Existuji 1 dal$i LRS, tzv. nanoporové sekvenatory, které detekuji molekulu DNA pomoci
kolisani iontového proudu membrany, v niz je umistén nanopoér, kterym molekula prochazi.
Problémem téchto sekvenatorti je jejich vyssi chybovost. LRS obecné vsak stale nepatii
k rutinnim diagnostickym metodam.

Dalsi technologii je jednobunécné sekvenovani. Tato technologie umoziuje sekvenovat
genom nebo transkriptom jednotlivych bunék. Nejprve se izoluji jednotlivé buiky,
poté extrahuje a amplifikuyje DNA a nasledné¢ pfipravi knihovna. Nakonec dochazi
k sekvenovani dle protokoli NGS. Nejvice vyuzivanou technologii jednobunééného

sekvenovani se stalo jednobunééné sekvenovani RNA [52].

5.1.2 Technologie OMICS

Technologie OMICS lze vyuZit nejen jako funkéni testy k validaci VUS, ale také k objevu
variant, jeZ nebylo mozné vytesit pomoci WES a WGS. Pro zafazeni téchto technologii jako
komplementarniho diagnostického nastroje k WES a WGS je vSak zapotiebi provést dalsi

studie [51, 52].

5.1.2.1 Transkriptomika

Transkriptomika pfedstavuje technologii vyuzivajici sekvenovani RNA za ucelem
odhaleni u¢inku varianty na transkript. Touto analyzou vSak nelze prokézat missense varianty.
Sekvenovanim RNA Ize ziskat informace o variantach v oblastech, které nejsou dostatecné
pokryty WES. Transkriptomika by se tak mohla stat, vedle sekvenovani DNA, dal§im vhodnym

nastrojem pro diagnostiku onemocnéni.

5.1.2.2 Proteomika

Proteomika je technologii umoziujici systematickou analyzu bunééného proteomu. Jedna
se 0 hmotnostni spektrometrickou analyzu proteinovych lyzata, jejiz vysledkem je kvantifikace
vSech pritomnych proteinti. To piedstavuje vyhodu oproti analyze Western blot, ktera vyzaduje
analyzu kazdého proteinu zvIast'. Tato technologie ma vSak jisté omezeni, které se tyka tkanové

specifity a nedostatecného pokryti bunécnych proteind.
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5.1.2.3 Metabolomika

Metabolomika, technologie pracujici rovnéz na principu hmotnostni spektrometrie, dokaze
detekovat a kvantifikovat tisice malych molekul metabolitli v ramci jednoho testu. Pomoci
metabolomiky lze také studovat naruSené¢ metabolické drahy, objevovat biomarkery nebo
interpretovat varianty patogenity. Omezeni této technologie spociva ve vlivu genetického
pozadi a environmentalnich faktorti na namétené hladiny metaboliti a v neuplnych znalostech
o metabolickych drahach, které ztézuji interpretaci naméfenych dat. Rovnéz nebylo oficialné

predstaveno piimé pouziti této technologie pro diagnostiku mitochondrialnich poruch [52].

5.1.3 Dalsi funkéni validaéni testy

Krom¢ technologii OMICS lze k funkénim validaénim testim =zafadit i nékteré
experimentalni nastroje, které dokazi =zachytit vliv vyznamnych podskupin geni
mitochondrialnich chorob. Jedna se napt. o modrou nativni elektroforézu (BN-PAGE), pomoci
niz lze studovat integritu komplexit OXPHOS. Dale lze vyuZzit enzymové testy OXPHOS
za ucelem zméteni zbytkové enzymatické aktivity komplexti v pozadované tkani nebo bunécéné
linii. Nedostatek enzymu OXPHOS dokazuje patogenitu pro VUS v genech, které koduji
podjednotku OXPHOS [51].

5.1.4 Biochemicky screening

Pfi podezieni na primarni mitochondridlni onemocnéni se provadi fada screeningovych
vySetieni z krve a moci za i¢elem odhaleni pfipadné mitochondridlni dysfunkce. Tato vySetteni
je mozné rovnéz provést i1 v piipadé vrozenych chyb metabolismu nebo pii vyskytu
sekundarnich problémd, které souviseji s mitochondridlnim onemocnénim. VySetfeni se tyka
kompletniho krevniho obrazu s diferencidlem a komplexniho chemického panelu, déle
krevniho laktatu a pyruvatu, glykovaného hemoglobinu, kreatinkindzy a amoniaku. V plazmé
se méfi profil karnitinu, acylkarnitinu a lipoproteinti. Dale se provadéji screeningové
hormonalni studie a celkova analyza moci, v€etné analyzy organickych kyselin a aminokyselin.
Biochemicky screening krve a moc¢i vSak pro potvrzeni ¢i vylouceni primarniho
mitochondrialniho onemocnéni nestaci. Je proto potteba provést dalsi diagnostické testy.

MozZnosti je testovani mitochondrialnich enzymi a funkeci z bunééné linie fibroblastl
ziskanych kozni biopsii. Obvykle se jedna o spektrofotometrickou analyzu aktivit enzymi
komplexu elektronového transportniho fetézce, analyzu oxidace mastnych kyselin
¢1 polarografickou analyzu k méteni kapacity integrované mitochondridlni OXPHOS [53].

Pro diagnostiku se rovnéZ vyuzivaji biomarkery. Kromé klasickych sérovych biomarkert,
kreatinkinazy a laktatu, byly identifikovany dva dal$i biomarkery mitochondriélni dysfunkce,
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které se vyznacuji lepsi senzitivitou a specificitou pro mitochondridlni onemocnéni u dospélych
pacientll. Jedna se o fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF21) a rustovy/diferenciacni faktor 15
(GDF15). Dale byly piedstaveny nové tekutinové biomarkery, ke kterym patii cirkulujici
bezbunécna mtDNA. Ta je zvySena u mitochondridlniho onemocnéni, jez souvisi s mutaci
m.3243A>G. Tento tekutinovy biomarker by tak mohl monitorovat zavaznost daného

onemocnéni [54].

5.2 Terapie mitochondrialnich onemocnéni

Lécba mitochondridlnich onemocnéni je v soucasnosti stale velmi obtizna. Obvykle
dochazi k 1écbé klinickych projevii onemocnéni a nikoli jejich pficin. Z tohoto divodu je
u pacientl nezbytné zajistit rutinni Iékafskou péci, jejiz soucasti je kromé vySetfovani
symptomtl a sledovani ptfipadnych novych neurologickych poruch i doporucend imunizace
a minimalizace hore¢natych stavli. Lékat pacienta sezndmi se spravnou hydrataci a vyzivou,
vcetné vyhnuti se hladovéni, a pouci jej o dobré spankové hygiené. V piipad¢ zakroku s nutnosti
pouziti anestezie se doporucuje piidat glukéozu do perioperacnich tekutin, aby se predeslo
katabolismu, a pomalu titrovat anestetika, aby bylo zabranéno velkym hemodynamickym
zménam.

Osvédcenou terapii pro pacienty s mitochondrialnim onemocnénim se stalo cviceni. To je
dilezité zejména pro zvySeni aktivity enzymu a po¢tu mitochondrialnich kopii, maximalizaci
mitochondridlniho piijmu kysliku a zlepSeni svalové sily. Pravidelné cviceni, idedlné
pod vedenim profesiondlniho terapeuta nebo cvicebniho fyziologa, tedy miiZze zkvalitnit
pacientiv zivot.

Déle se k terapii zacaly vyuzivat dopliikky stravy. Obvykle se podadvaji kombinovang.
Nejcastéji jsou to antioxidanty, konkrétn€ ubiquinol, kyselina a-lipoové a vitamin C a E, déle
metabolity, které zvySuji zasoby volného koenzymu Q10, konkrétné karnitin, dale enzymové
kofaktory, konkrétné vitaminy skupiny B, a riizné metabolitové terapie, konkrétné arginin,
kreatin ¢i kyselina folinova [53].

Prvnim licencovanym lékem v Evropé, ktery slouZzi k 1é€b¢ zrakového postiZeni u pacienti
s LHON, se stal idebenon. Po 24 mésicich uZivani tohoto 1éku je mozné pozorovat zlepSeni
predchozich zdravotnich komplikaci. Lék by se vS§ak mél uzivat do t€ doby, nez pacient na 1écbu
pfestane reagovat, nebot’ k zotaveni miiZze vzacné dojit 1 po delsi dobé.

V ptipad¢ vSech piihod podobnych mrtvici se vyuziva urgentni podani intravendznich
antiepileptik. Pfikladem mtize byt 1€k valproat. Ten by se ale nemél podéavat pacientlim

s onemocnénim, jez souvisi s POLG, nebot’ by mohlo dojit k selhani jater [54].

54



Nejvétsich pokrokli v experimentalni 1écbé bylo dosazeno u mitochondridlni neuro-
gastrointestindlni encefalomyopatie (MNGIE), vzidcného mitochondridlniho onemocnéni
zpusobeného deficitem enzymu thymidinfosforylazy. Byla pfedstavena enzymova substitucni
terapie, kdy je thymidinfosforylaza zapouzdiena v erytrocytech, coz udrzuje aktivitu tohoto
enzymu po celou dobu zZivota erytrocytli. Dal$i moznosti je pomérné¢ Uspé$nd transplantace
jater, kterd slouzi jako dobry zdroj thymidinfosforyldzy. Moznd je i alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bun€k. Tato moznost je vSak v ptipadé¢ MNGIE bohuzel spojena
s vysokou morbiditou a mortalitou, a to z davodu Spatného zdravotniho stavu pacienta,
obtizného ziskavani vhodnych dérct, rizika selhani Stépu ¢i reakce Stépu proti hostiteli.
Vzhledem k tomu, ze MNGIE patii do podskupiny syndromii deplece mtDNA, poznatky
z 1écby tohoto onemocnéni by mohly byt voditkem k vyvoji 1é¢by dalSich onemocnéni, jeZ maji
podobnou podstatu jako MNGIE. Déle se v souvislosti s mitochondridlnim onemocnénim
experimentuje se zvétSenim mitochondridlni biogeneze, zvySenim mitofagie, obnovou
bun&ného poméru NAD® k NADH, metabolickym pieprogramovanim nebo manipulaci
s oxidativnim stresem. Pravdépodobné jsou i techniky genetické manipulace mitochondridlniho

genomu [54, 55].

5.3 Genetické poradenstvi a reproduk¢éni moZnosti

Z dtvodu neexistence 1éka k 1é¢bé mitochondrialnich onemocnéni (vyjma idebenonu) je
poskytovéno rizikovym partiim genetické poradenstvi, na zéklad¢ kterého lze vypocitat riziko
recidivy onemocnéni. To v pfipad€ jadernych mitochondridlnich poruch zavisi na vzoru
dédi¢nosti. Poradenstvi u Zen s mutacemi v mtDNA je narocné a Casto byva komplikovano
heteroplazmii, ktera se u potomki mirn€ postizenych zen nemusi projevit zadnymi symptomy
nebo naopak miize vyvolat velmi zdvazné onemocnéni. V soucasné dobé existuje nékolik
moznosti reprodukce, jeZ umoziuji sniZit riziko zdvaznych onemocnéni u potomki. Prvnim
z nich je vyuZiti darcovskych oocytll, kdy je riziko onemocnéni danou mutaci eliminovano. Ne
vSechny pary ale na tuto moznost pfistoupi, nebot’ touzi po geneticky piibuzném ditéti. Dalsi
moznost pfedstavuje prenatdlni diagnostika a preimplantacni geneticka diagnostika. Prenatalni
diagnostika umoznuje testovat mutace odbérem choriovych klki v 10.—12. tydnu téhotenstvi
nebo amniocentézou v 16.-20. tydnu téhotenstvi. Preimplantacni genetickou diagnostikou
(PGD) Ize testovat 3. nebo 5. den jednu nebo dvé buiiky z embrya v prosttedi in vitro fertilizace
na specifickou genovou mutaci, ktera zpisobuje onemocnéni v rodin€ rizikového paru. PGD
ovSem neni ve vSech zemich povolena. Vyznamného pokroku v prevenci mitochondrialniho

onemocnéni dosdhla technika mitochondridlniho darcovstvi, kterd je zaloZena na oplodnéni
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in vitro. Technika spo¢iva v nahrazeni mitochondrii s mutantni mtDNA v oocytech nebo
zygotach matky zdravymi mitochondriemi darkyné. Snahou je vytvofit embryo, které bude
geneticky shodné s nastavajicimi rodic¢i, ale bude obsahovat mitochondrie z neptibuzného
oocytu darkyné. Podminkou pro vyuziti darcovskych mitochondrii je Groven heteroplazmie
mtDNA. Ta musi byt v téchto mitochondriich niz8i nez 2 % oproti heteroplazmii patogenni
mutace mtDNA v roding paru [53, 54, 56]. Schémata jednotlivych reprodukénich moznosti jsou

zobrazena na Obrazku 11.
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Obrazek 11 — Reprodukéni moznosti pro Zeny s patogennimi mutacemi mtDNA. Obrazek naznacuje schémata
Ctyt reprodukénich moznosti: darovani oocyti, prenatalni diagnostiku, preimplantacni genetickou diagnostiku
a mitochondrialni darcovstvi. Fialové je oznacen oocyt darkyné vcetné jeji jaderné DNA, zluté oocyt pacientky
vcetné jeji jaderné DNA, ¢ervené mitochondrie s obsahem mutantni mtDNA, modfe mitochondrie
s obsahem mtDNA divokého typu a zelené spermie otce véetné jeho jaderné DNA; upraveno; pfevzato z: Zdroje
obrazkl [11]
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ZAVER

Bakalatska prace shrnuje v péti kapitolach dostupné informace o lidské mitochondrialni
DNA, kterd je charakterizovana jak z obecného hlediska, tak i z oblasti forenzni genetiky
a diagnostiky.

Prvni kapitola pfedstavuje semiautonomni organely — mitochondrie. Zaméiuje
se predevS§im na podrobny popis jejich struktury a funkci, v¢etné fungovani energetického
metabolismu (bunécného dychani). Soucast kapitoly tvofi i otdzka skute¢ného pivodu
mitochondrii, kterd ovsem dosud nebyla jist¢ zodpovézena. Nejpravdépodobnéjsi moznosti
vsak zlstava teorie endosymbiozy.

Druha kapitola obsahuje informace o samotné mitochondridlni DNA. Konkrétn€ popisuje
jeji strukturu a predstavuje replikaci, transkripci a translaci této kruhové dvouvlaknové
molekuly. Kromé vysvétleni zplisobu matetské dédicnosti mitochondrialni DNA kapitola
rovnéz nastifiuje témata, kterym se podrobnéji vénuji nasledujici kapitoly.

Tteti kapitola je vénovana studiu evoluce lidstva a forenzni identifikaci za pomoci analyzy
mitochondrialni DNA. Specifické vlastnosti této molekuly ji ucinily vhodnym ndstrojem,
pomoci néhoz je mozné mapovat lidskou evoluéni historii a migraci nebo datovat archeologické
nalezy. Forenzni analyza ji vyuZziva pii identifikaci pohtfeSovanych osob, obéti hromadnych
katastrof ¢i  valek, a déale osob zapojenych do kriminalnich ¢intt v pfipadé,
ze k analyze neni k dispozici jadernd DNA. V souvislosti s forenzni identifikaci je zmifovéana
1 analyza chromozomu Y. Kapitola rovnéz vysvétluje zplisob analyzy mitochondridlni DNA,
pfedstavuje hypervariabilni oblasti a haploskupiny, vénuje se problematice heteroplazmie
a zpochybnéni tvrzeni o nedostatku rekombinace, které bylo nakonec vyvraceno z diivodu
pouziti chybnych dat a spornych statistickych metod. Dale predstavuje sekvenovani
mitochondrialni DNA vcetné vyvoje metod sekvenovani od roku 1977. Od technologii
sekvenovani prvni generace, kam se fadi Sangerovo a Maxam-Gilbertovo sekvenovani,
pfes Sangerovu sekvenaéni technologii, se vyvoj posunul k technologiim sekvenovani nové
generace, jez zahrnuji i1 systém detekce jedné molekuly ¢i jednomolekularni sekvenovani
vredlném case (SMRT). Do kapitoly jsou také zaclenény vybrané ptipady vyuZiti
mitochondridlni DNA jak ke studiu lidské historie, tak pro forenzni identifikaci.

Ctvrtd kapitola je zaméfena na mutace mitochondrialni DNA. Kromé popisu vzniku
a ptivodu mutaci predstavuje i nejcastéji se vyskytujici patogenni mutace, ke kterym lze zaradit

bodové mutace a delece. Nejveétsi Cast kapitoly se vénuje onemocnénim, jez jsou témito
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mutacemi podminéna. Rovnéz se zminuje i 0 onemocnénich podminénych mutacemi v jaderné
koédovanych genech nebo onemocnénich, které vznikaji ndsledkem mitochondridlni dysfunkce.

Posledni kapitola piedstavuje pfedevsim dnesni diagnostické moznosti, pomoci kterych lze
docilit spravného urceni diagndzy mitochondridlniho onemocnéni. Kapitola nas seznamuje
s neinvazivnimi zpusoby diagnostiky, genetickym testovanim i svalovou biopsii. Vzhledem
k tomu, ze pro diagnostiku mitochondridlnich onemocnéni neexistuje zadny zlaty standard, tyto
metody se obvykle kombinuji. Vyvoj sekvenovani nové generace umoznil obrovsky posun
1 vramci diagnostiky. NejcCastéji se dnes vyuziva cilené sekvenovani mitochondrialni DNA
véetné sekvenovani celého exomu a genomu. Nevyhodou tohoto sekvenovani je pfitomnost
variant nejist¢tho vyznamu (VUS), které je nutné validovat pomoci funkcnich testi. Velky
potencidl maji tzv. technologie OMICS, jeZ by se mohly, po vykonani dalSich studii, zaradit
mezi vhodné diagnostické nastroje. Dalsi cast kapitoly zaujima i1 mozZnost terapie
mitochondrialnich onemocnéni. Ta zlstava stale velmi problematickéd a spociva Casto pouze
v 1é¢be klinickych projevii nemoci a nikoli jejich pfi¢in. Obvykle se vSeobecné doporucuje
pravidelné cviceni a uzivani dopliikl stravy. Prozatim jedinym licencovanym lékem v Evropé
se stal idebenon, ktery slouZi pacientlim se zrakovym postizenim u onemocnéni LHON. Nadé&ji
zUstava experimentalni 1écba mitochondridlni gastrointestindlni encefalomyopatie (MNGIE),
ktera by mohla pomoci s vyvojem 1écby dalSich onemocnéni. Kapitola nabizi i informace
o genetickém poradenstvi a reprodukénich moZnostech pro rizikové pary. Konkrétné
pfedstavuje moznost vyuziti darcovskych oocytdl, prenatdlni diagnostiku, preimplantacni

genetickou diagnostiku a mitochondridlni darcovstvi.
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PRILOHY

Piiloha 1 — ZjednoduSeny fylogeneticky strom lidské mitochondridlni DNA obsahujici hlavni
haploskupiny vcetné znazornéni jejich vyskytu dle svétadili; upraveno; prevzato z: Zdroje
ptiloh [1]
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Piiloha 2 — Piiklad rodokmenu s vyskytem Leberovy dédi¢né neuropatie zrakového nervu. Zde
se konkrétné jedna o sedmigenera¢ni rodokmen brazilské rodiny s homoplazmii m.11778
a haploskupinou J. Prvni vyskyt nemoci byl patrny u pfedka s rokem narozeni 1861 (v centru
rodokmenu). Dalsi generace potomkti nasleduje vzdy odstiedivé od té predchozi; upraveno;
ptfevzato z: Zdroje ptiloh [2]
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Piiloha 3 — Diagnosticky postup pfi podezieni na mitochondridlni onemocnéni; vytvoteno dle:
Zdroje piiloh [3]
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Priloha 4 — Graf znazornujici vyvoj metod k objevu chorobnych genli mezi lety 1988—-2020.
Vyvoj téchto metod také piinesl zrychleni v objevu genli onemocnéni. Je zde patrny posun
od sekvenovani mtDNA (tmavé zelend) a kandidatnich gent (oranzovd) k metodam
sekvenovani nové generace (NGS; oznaceno ¢arkovanou ¢arou v roce 2010). Modréa oznacuje
cilené NGS, rizova metodu WES a svétle zelena metodu WGS; upraveno; ptevzato z: Zdroje
priloh [4]
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