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ANOTACE

Gen SURF1 se nachéazi na q raménku chromozému 9 a koduje tvorbu proteinu Surfl.
Tento protein hraje vyznamnou roli v oxidativni fosforylaci. Oxidativni fosforylace je proces,
kterym organismy pfeménuji energii z potravy do formy, kterou jejich bunky dokazi vyuzit.
Protein Surfl se nachazi na vnitini membran¢ mitochondrii v eukaryotnich bunkach. Mutace
genu SURF1 vedou k riznym onemocnénim spojenych s poruchou produkce mitochondrialni
energie, napt. k Charcot-Marie-Toothové chorobé. Mutace genu SURF1 muze byt i jednou
zpti¢in  vzniku Leighova syndromu. Tento syndrom je pomérné vzacnym
neurodegenerativnim onemocnénim s heterogennimi genetickymi 1 klinickymi ptiznaky. Jeho
heterogenita je zplisobena riznymi moznostmi genetického pienosu i faktem, Ze se s nim poji
vice nez 75 jadernych genl. V soucasnosti je u postizenych pacientli pozorovano vicero
ptiznakt, a proto neustale probihaji studie se zamérem zlepSeni diagnostiky i 1écby. Lécba

spociva pouze v tlumeni jednotlivych ptiznakii onemocnéni.

KLICOVA SLOVA

Gen SURF1, protein Surfl, Charcot-Marie-Toothova choroba typu 4, Leighuv
syndrom, Leigh-like syndrom



TITLE
Gene SURF1 and Leigh Syndrome

ANNOTATION

The SURF1 gene is located on the q arm of chromosome 9 and codes for the
production of the Surfl protein. This protein plays an important role in oxidative
phosphorylation. Oxidative phosphorylation is the process by which organisms convert
energy from food into a form that its cells can use. Surfl protein is located on the inner
membrane of mitochondria in eukaryotic cells. Mutations in the SURF1 gene lead to various
diseases associated with impaired mitochondrial energy production, e.g. Charcot-Marie-Tooth
disease. A mutation of the SURF1 gene can also be one of the causes of Leigh syndrome.
This syndrome is a relatively rare neurodegenerative disease with heterogeneous genetic and
clinical symptoms. Its heterogeneity is caused by different possibilities of genetic
transmission and the fact that more than 75 nuclear genes are associated with it. Currently,
several symptoms are observed in affected patients, which is why studies are constantly being
conducted with the aim of improving diagnosis and treatment. The treatment consists only in

suppressing the individual symptoms of the disease.

KEYWORDS

SURF1 Gene, Surfl Protein, Charcot-Marie-Tooth Disease Type 4, Leigh Syndrome,
Leigh-like Syndrome
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AAV 9 adeno-asociovany vir sérotypu 9 (Adeno Associated Virus 9)

ATP adenosintrifosfat

CMT4 Charcot-Marie-Toothova choroba (typu 4)

CMT4K Charcot-Marie-Toothova choroba (typu 4K)

CNS centrdlni nervova soustava

COX cytochrom c oxidaza

CRISPR/Cas9 Shlukované pravidelné rozloZena kratké palindromické repetice, RNA-

fizend Cas9 nukleaza (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat)

IGF-1 inzulin-podobny rustovy faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)
IVF In vitro fertilizace (In vitro Fertilization)
LS Leightiv syndrom

MITRAX komplex mitochondrialni translaéni regula¢ni systém komplexu cytochrom

c oxidazy
MtDNA mitochondrialni deoxyribonukle6za
MT-ND3 mitochondridlné kédovand NADH dehydrogenaza 3 (Mitochondrially

Encoded NADH Dehydrogenase3)

NDNA nuklearni deoxyribonukledza

OXPHOS oxidativni fosforylace (Oxidative Phosphorylation)

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PNS periferni nervova soustava

PTGES3 prostaglandin E syntaza 3 (Prostaglandin E Synthase 3)
Surfl Surfeit Locus Protein 1

SURF1 nazev genu, vice moznosti prekladu



TALE efektory podobné transkripénimu aktivatoru (Transcription Activator-
like Effector)

TALEN efektory podobné transkripénimu aktivatoru nukleaz (Transcription
Activator-like Effector Nuclease)

TSHA genove terapie spolecnosti Taysha (Taysha Gene Therapies)



TERMINOLOGIE

Apgar skore

Ataxie

Dystonie

Endoderm
Exom

Fokalni zachvat

Heteroplazie
Homolazie

Hyperlaktacidémie

Hyperlaxita
Hypotonie
Jejunum

Karnitin

Konkatemer

Léze

Mozkové pedinkuly

Myalgie

oznaceni pro mezinarodn¢ uzivany bodovaci systém novorozencti

pouzivany k posouzeni zdravotniho stavu novorozence
neurologicky symptom, porucha koordinace pohybt

tvofena pretrvavajicimi svalovymi stahy, které zptsobuji krouceni

a opakované pohyby nebo abnormalni postaveni postizenych ¢asti téla
vnitini zarodecny list

¢ast genomu tvotrend exony (sekvence vytvarejici mRNA po vysttizeni)
zachvat bez ztraty védomi, kdy si pacient uvédomuje, co se kolem n¢ho
déje

variabilita

analogie

podporuje rozvoj acidémie a tim snizuje rozpustnost kyseliny mocové

v Krvi

nadmérnd pohyblivost kloub
patologicky sniZeny svalovy tonus
lacnik; ¢ast tenkého stieva

latka tvoftici se v lidském mozku, jatrech a ledvinach, ktera pomaha télu

pfeméiovat tuk na energii

je dlouhd souvisla DNA molekula, kterd obsahuje vice kopii stejné

sekvence DNA spojenych do série

oblast organu/tkang, ktera je narusSena v disledku onemocnéni nebo

zranéni

struktury na pfedni strané stfedniho mozku, obsahuji smyslové

a motorické nervové trakty

bolest svald, jejim zdrojem miZze byt jakykoli sval v téle



Nystagmus

rytmicky kmitavy pohyb o¢ni bulvy

Palpebralni §térbinamezera mezi hornim a dolnim vickem

Ptoza

Putaminum

Retrakce
Retrakce

Rhabdomyolyza

Spasticita
Strabismus

Synkopa

Transgen

Tropismus

stav, kdy jedno nebo ob¢ vicka ovisaji a tim blokuji zrak

struktura ulozena v lidském mozku blizko thalamu, ktera hraje

diilezitou roli v riznych vyssich neurologickych funkcich
stazeni, zkraceni
zkréaceni, stazeni

syndrom rozpadu pii¢né pruhovaného svalstva, ktery je charakterizovan
prinikem intracelularniho obsahu svalovych vldken do cirkulace

a extracelularni tekutiny

komplexni porucha svalového napéti pti¢né pruhovanych sval
osy vidéni obou o¢i nesméruji soucasné k fixovanému bodu
nahlé a kratko trvajici bezvédomi pacienta, nejcastéjsi pti¢inou je
arytmie

gen, ktery byl pfenesen piirozenou cestou nebo pomoci genového

inZenyrstvi z jednoho organismu do druhého

orientace zZivych organismi podle néjaké stimulace, podrazdéni nebo

podnétu, beze zmény mista (Velky 1ékaisky slovnik On-Line, 2023)



UvVoD

Mitochondrie jsou semiautonomni organely nachdzejici se v eukaryotnich bunkach,
ve kterych probiha proces oxidativni fosforylace. Oxidativni fosforylace ma nékolik casti,
pficemz jeji posledni, a pfitom nejdalezitéjsi je komplex IV, oznacovany téz jako COX —
cytochrom ¢ oxidaza. Jedna se o membranovy komplex slozeny z enzymu. Diky tomuto
komplexu se oxiduje cytochrom c, ¢imz se ziskdva energie. Ta se vyuziva k tvorbé
protonového gradientu. Za spravné sestaveni COX je odpovédny protein Surfl, ktery
je kédovan genem SURF1. Jeho porucha zptsobuje rizna onemocnéni, napf. svalovou slabost
v Charcot-Marie-Toothové chorobé typu 4, pticemz pravé podtyp 4K je zplsoben mutaci
genu SURF1. Mutace tohoto genu miize vést i k poruchdm metabolické signalizace inzulinu
a muaze vést k diabetes mellitus typu I1.

Gen SURFI se nachazi na chromozoému 9, ktery se v kaZzdé somatické buiice
vyskytuje ve dvou kopiich a kdduje pievazné geny, které slouzi ke tvorbé proteinti. Zmény
V tomto chromozomu, ¢i uz ve struktuie nebo poctu kopii maji rizné nezadouci uc¢inky jako
je vznik tzv. Filadelfského chromozoému nebo vzacnou genetikou poruchu oznacovanou
Kleefstra syndrom.

Fragmenty genu SURF1 byly detekovany pomoci kolorimetrického biosenzoru v roce
2021. Cela studie probéhla z divodu sledovani a zkoumani Leighova syndromu. Tento
syndrom je zpusoben v pfevazné ¢asti mutaci SURF1 genu.

Leightiv syndrom je vzacna heterogenni neurologickd porucha. Je zplsobena
poskozenim mitochondridlni produkce energie a mize se na ni podilet i mutace SURF1 genu.
Leightiv syndrom patii mezi jeden z nejCastéjSich projevii mitochondridlni energetické
poruchy v détstvi. Jeho prevalence je Vv populaci uvadéna 1:40 000. V soucasnosti tento
syndrom zahrnuje Kklinicky i geneticky heterogenni skupinu dédi¢nych neurodegenerativnich
poruch, ktery se u kazdého pacienta miize projevit jinymi fenotypovymi piiznaky. Casto
se projevuje poruchami centralni nervové soustavy, opozdénym psychomotorickym vyvojem,
oftalmologickymi abnormalitami, ataxii a spasticitou. Pfiznaky Leighova syndromu vétSinou
nastupuji pfed druhym rokem Zivota. Tento typ Leighova syndromu je oznaCovany jako
klasicky neboli s Leighiiv syndrom ¢asnym ndstupem, popiipad¢ subakutni nekrotizujici
encefalopatie. V ptipad¢é, ze se projevy objevi v pozdé&jSim veéku, tak se jeho projevy
onemocnéni lisi a onemocnéni se oznacuje jako Leighiiv syndrom s pozdnim nastupem.
Geneticky zaklad Leighova syndromu tvofi vice jak 75 geni. VSechny tyto geny byly

identifikovany u pacientl s témét vSemi vzory mendelovské i nemendelovské dédi¢nosti.
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Ze skupiny Leighova syndromu se vyc€lenil jesté jeden specificky syndrom,
oznacovany jako Leigh-like syndrom. Zakladem tohoto syndromu je Leightv syndrom
(nezalezi na tom, ¢i S Casnym nebo pozdnim nastupem) s pfidruzenymi postizenimi periferni
nervové soustavy a jinymi ne-neurologickymi komplikacemi, napt. maly vzrist, anémie,

zvraceni a prijem.
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1 GEN SURF1

Gen SURFI muzeme v literatuie a védeckych studiich nalézt i pod jménem SURF-1
nebo surfeit 1 (Liu, R., 2020). Nalézame ho na chromozému 9 (MedlinePlus: SURF1 gene,
2016). Varianty tohoto genu jsou pfitomny ve vSech eukaryotnich bunikach. (Quadalti et al.,
2017)

1.1 Struktura genu
Gen SURFL1 se nachazi na chromozomu 9, na q raménku v pozici 34.2 a ma 9 exonu.
Nachazi se v shluku surfeit genli (oznaéeni pro geny SURF1 — SURF6). Surfeit geny jsou

tésné spojené. Sdili obousmérny promotor se SURF2 na opa¢ném fetézci. (SURF1, 2022)

1.1.1 Chromozém 9

Lidsky genom obsahuje v kazdé somatické bunice 46 chromozomi, které jsou rozdéleny
do 23 paru. Kazda somaticka buitka ma tedy dvé kopie chromozéomu 9. Jedna kopie
chromozomu od kazdého rodice.

Chromozom 9 je tvoten piiblizné 141 miliony stavebnich blokl part bazi. Predstavuje
piiblizné 4,5 % celkové DNA v bunikach. Chromozom 9 dle nejnovéjsich studii obsahuje
pravdépodobné 800 az 900 genti, které slouzi pro tvorbu proteint.

Zmény ve struktufe nebo poctu kopii chromozému 9 mohou mit rizné ucinky. Mezi
nejcastéj$i patii psychomotoricka retardace, vyrazné rysy oblieje a neobvykly tvar hlavy
¢1 opozdeény vyvoj.

Ze syndrom mohou zmény na chromozomu 9 podminovat napt. LS nebo velmi vzacny
Kleefstra syndrom.

Pfi translokaci genetického materidlu mezi chromozomy 9 a 22 dochazi ke vzniku
Filadelfského chromozomu. Pfitomnost Filadelfského chromozému indukuje rozvoj

chronické myeloidni leukemie. (MedlinePlus, 2020)

1.1.1.1 Filadelfsky chromozém

Tumorigeneze je vicestupiiovy proces a k transformaci normalni bunky na buiiku
rakovinnou je nutno dokonceni sekvenci udalosti. Jednim z hlavnich krok k odhaleni
rakoviny je identifikace onkogenti. Onkogenni poSkozeni buiiky pochazeji z bunéénych gent
(protoonkogentl). Ty jsou nasledné¢ mutovany a chromozomalni translokaci vedou ke vzniku

aktivniho fuzniho proteinu. Jednim z fady téchto proteini je signalni kindza. Normalni genové
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produkty fidi preziti bungk, jejich proliferaci i diferenciaci. Onkogeny maji stejné¢ schopnosti
a onkogenové produkty dereguluji kontroly téchto procest. (Brown, 2022)

Filadelfsky chromozom je derivovany chromozom 22 a ptedstavuje onkogen. Jedna
se o jednu z nejcastéjSich abnormalit u pacienti s chronickou myeloidni leukémii. Jeho
detekce je nezbytna pro stanoveni diagndzy i planovani chemoterapie. (Naik et al., 2016)

Predpokldda se, ze puvodni buikou pro chronickou myeloidni leukémii
je hematopoeticka kmenova bunika. Na rozdil od normalnich hematopoetickych kmenovych
bunck jsou potomky leukemickych kmenovych bunék v chronické fdzi onemocnéni prevazné
neutrofily. (Brown, 2022)
1.1.1.2 Kileefstra syndrom

Kleefstra syndrom je pomérné dobfe zdokumentovand genetickd porucha.
Je charakterizovana zakladnimi fenotypickymi rysy jako psychomotorické retardace, svalova
hypotonie a obli¢ejovy dysmorfismus (viz Obr. 1). Az v 75 % vyskytu Kleefstra syndromu
je pfi¢inou mikrodelece v chromozomalni oblasti 9q34, ktera vede k ¢asteéné nebo uplné
ztrat€¢ genu EHMTI1. V ostatnich ptipadech je pfi¢inou vétSinou heterozygotni intragenni
mutace se ztratou funkce v genu EHMTI1. Zatim neexistuje jasna korelace genotypu
a fenotypu tykajici se pacientt s mikrodelecemi v 9934 a intragennimi mutacemi v EHMT1.
V rliznych studiich byly popsany duplikace celého nebo ¢aste¢né¢ho genu EHMTI, ale zadna
z duplikaci nebyla striktné intragenni a nevedla k fenotypu Kleefstra syndromu.

EHMT]1 je gen kodujici methyltransferazu, ktera je specificka pro lysin-9 histonu H3
a je soucasti transkripéniho faktoru E2F6. Tento transkripéni faktor mize potlacovat genovou

transkripci. (Schwaibold et al., 2014)

Obr. 1: Intragenni duplikace genu EHMT1 vedouci ke Kleefstra syndromu. Fotografie pacienta ve véku 11-12
let. Hlavni rysy obliceje divky (a, b) byly brachycefalie, vyrazné celo, nadmérné vzdalené o€i S mirné
svazujicimi se palpebralnimi $térbinami, maly nos s antevertovanymi choanami a hluboko posazenym kofenem
nosu, hluboko posazené rotované usi a plné tvaie. Pfedni ¢ast chodidel byla hluboce vrascita (c) a pacient mél

ochlupené zada (d). (Upraveno podle: Schwaibold et al., 2014)
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1.2 Fyziologicka funkce

Gen SURF1 nese informace pro tvorbu proteinu Surfl, ktery hraje podstatnou roli
v oxidativni fosforylaci. Oxidativni fosforylace je proces, kterym se energie z potravy
pfeméiuje do formy vyuzitelné bunikami.

Protein Surfl je lokalizovan na vnitini membrané mitochondrii (Prospec, 2016).
Je odpovédny za spravné sestaveni jednoho z proteinovych komplexi nebo enzymu, které

se ucastni oxidativni fosforylace. Jedna se o komplex 1V. (Liu, 2020)

1.2.1 Protein Surfl

Proteiny jsou svou chemickou podstatou biomolekuly. Jsou ptitomny ve vSech zivych
organismech a podileji se na riznych chemickych procesech v organismu. Diky svym
vlastnostem a schopnostem jsou nezbytné pro zivot.

Proteiny se sklddaji z aminokyselin spojenych dohromady v dlouhych fetézcich.
Proteiny maji priméarni strukturu, kterou urcuje pofadi aminokyselin v polypeptidovém
fetézci. Jejich sekundarni strukturou je geometrické usporadani fetézce, a to a-helix nebo B-
skladany list. Terciarni strukturou proteinii je prostorové uspotfadani molekuly, které je
podminéno interakcemi mezi vedlejSimi skupinami fetézce, a to vodikovymi miistky,
nepolarnimi interakcemi, elektrostatickymi silami nebo disulfidickymi mistky. Kvartérni
strukturou se rozumi prostorové usporadani podjednotek proteinti z vice nez jednoho fetézce.

Denaturace proteini je d¢j, pii kterém dochdzi k naruseni sekundarni, terciarni
a kvartérni struktury.

Mitochondrie patii mezi hlavni zdroje bunééné ATP v organismu. ATP
je produkovano Vv oxidativni fosforylaci. Jednou z nejdulezitéjSich slozek oxidativni
fosforylace je COX (cytochrom c¢ oxidaza). COX je terminalnim enzymem dychaciho fetézce
a katalyzuje ptenos elektronli na kyslik. Biogeneze savéi COX je regulovany proces, ktery
vyzaduje mnoho doplikovych proteint véetné Surfl. Jeho absence vede ke snizeni mnozstvi
holoenzymu COX a to zapfi¢ifiuje snizeni jeho aktivity. (Rodrigez et al., 2022)

Lidsky Surfl protein obsahuje 300 aminokyselin. Zkracené mutace v N-terminalnich
nebo centralnich, ptipadné i C-terminélnich oblastech ma za nasledek nestabilitu proteinu, coz

vede k poruse COX aktivity v SURF1-deficientnich buné¢nych liniich. (Quadalti et al., 2017)

1.2.2 Nejnovéjsi model pro zkoumani role proteinu Surfl v biogenezi COX
V roku 2022 probéhl pokus o sestaveni modelu pro zkoumani zapojeni proteinu Surfl

v biogenezi COX.
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Byly analyzovany fibroblasty pacientl, kde byly nalezeny funkéni zmény enzymu COX
sestaven¢ho v nepfitomnosti SURF1. Funkéni zmény se tykaly predevSim vyssi aktivity
transportu elektrond, zeslabeného Cerpani protoni a snizené afinity ke kysliku. Z tohoto
divodu byly dale zkoumany vlastnosti COX na mys$im modelu SURF1KO. V tomto modelu
byly nalezeny podobné funkéni zmény jako u lidskych bunék. Analyza kofaktord hemu
v COX ukazala, ze svalové mitochondrie SURFIKO obsahuji stejné hladiny hemu a a b,
zatimco kontrolni obsahovaly pfevazné vyhradné hem a. Kvuli rozdilim v sestaveni COX
mezi mysi a ¢lovékem byl zkonstruovan lidsky model SURF1KO v buitkach HEK293. Tento
model umoznil studovat hemylaci COX. Béhem pocateéni charakterizace modelu bylo
potvrzeno, ze se jednalo o zobrazeni ovlivnénou sestavu a obsah COX. Ovlivnéno bylo také
buné&¢né dychani. To se shodovalo s charakteristikami z ptedchozich studii. Tyto studie byly
provedeny na fibroblastech pacientt. (Rodrigez et al., 2022)

Diky pozitivnim vysledktim byl ziskan pfesny model pro dalsi studium biogeneze COX

a jeho metabolickych adaptaci.

1.3 Klonovani genu SURF1
V poslednich desetiletich bylo provedeno vicero pokust o vytvoteni zvifeciho modelu

s deficitem SURF1, avs$ak vysledky byly kontroverzni. (Quadalti et al., 2017)

1.3.1 Vyvoj vytvoreni zvifeciho modelu

Jeden z prvnich zvitecich modeld je model rekombinantni mysi SURF1-/-. Pivodné
byla tato studie zaloZena na vyvraceni ndzoru, zZe sniZend mitochondrialni funkce a zvySeny
oxidacni stres souvisi s krat$i délkou zivota. Homozygotni mysi SURF1-/- vykazovaly
vyznamny pokles aktivity komplexu IV mitochondridlniho transportniho fetézce elektrond.
Mysi SURF1-/- tedy vykazovaly vyznamny nedostatek COX a mirné zvyseni hladiny laktatu
v krvi, ale nebyly schopny rekapitulovat hlavni klinické ptiznaky u ¢loveka. (Ai-Ling et al.,
2013)

V modelu SURF1 Danio rerio (Danio pruhované, sladkovodni kaprovita ryba)
se ukazal deficit COX se srdecnymi a endodermélnimi vyvojovymi defekty spojeny
s abnormdlnim chovanim pii plavani a zvySenou apoptézou v zadnim mozku a neurdlni
trubici. (Baden, 2007)

V modelu Drosophila melanogaster (Octomilka obecna) je nepfitomnost SURF1
smrtelny u larev, ty vSak vykazuji defekty ve v§ech komplexech mitochondridlniho dychaciho

fetézce, stejné jako naruSeny svalovy vyvoj. V pfipadé modelu Drosophila s omezenim
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na CNS vede nepfitomnost SURF1 k izolovanému nedostatku COX u dospélych jedinct. (Da-
Ré et al., 2014)

Na zaklad¢ vySe zminénych malych zvifecich modelech, jejich netcinnost
aneschopnost napodobit hlavni rysy lidského organismu piiméla védce k vytvoieni

tzv. velkého zviteciho modelu. (Quadalti et al., 2017)

1.3.2 Velky zvifeci model

Sus scrofa (Prase divoké) se v poslednim dvacetileti vyuziva jako zvifeci model
v biomedicinskych vyzkumnych programech s riznym zamétenim. Prasata sdileji s lidmi
pomémé¢ mnoho anatomickych 1 fyziologickych ryst, vcetné genetické podobnosti
(napf. lidské a prase¢i proteiny extrahované z prasecich fibroblasti vykazovaly az 80%
identitu a87% podobnost s lidskymi). Z tohoto divodu jsou vyuzivana jako model
pro zkoumani mnoha lidskych nemoci.

Byla urcena kompletni sekvence prase¢iho genu SURFI, nasledné byla naruSena
v primarnich fibroblastovych bunéénych liniich pomoci TALEN a CRISPR/Cas9
genomovych edita¢nich systému. (Quadalti et al., 2017)

Prasata SURF1-/- se vyznacovala svalovou slabosti a zna¢né zkracenou délkou Zivota,
spolu se zvySenou perinatalni mortalitou ve srovnani s heterozygotnimi SURF1-/+ a divokymi
sourozenci. Nebyl vsak detekovan zadny zjevny nedostatek COX v tkanich SURF1-/- jedinc.
Diky histochemické analyze vSak byl objeven deficit COX v klcich jejunum. Sekvenovani
celkové mRNA ukazalo, ze né€kolik geni kodujicich podjednotky COX bylo vyznamné
deregulovano v kosternich svalech. Nasledné neuropatologické ndlezy naznalily zpozdéni
CNS novorozenych selat SURF1-/-. (Quadalti et al., 2017)

Celkové bylo vytvofeno 38 samci SURFI1-/-, znichz se tfinact (34 %) narodilo
mrtvych. Jedenact z dvaceti péti jedincli zemielo ve stejny den narozeni, a to v dusledku
zavazného klinického fenotypu — silny ties, zcela chybéjici nebo slaby saci a zakofenovaci
reflex. Sest selat SURF1-/- Zilo est az devét dni a neurologické vysetieni odhalilo zhorSenou
retrakci zadni koncetiny zacinajici od tietiho dne. Tyto reflexy byly normalni u vekove
odpovidajicich SURF1+/- jedinc. V nasledujicich dnech se u selat SURF1-/- rozvinulo
neprospivani a projevily se potiZze s polykanim, slabé nebo chybéjici saci a zakofenovaci
reflexy, neschopnost rozpoznavat potravu, slaby pfirtstek na véaze, Casto spojeny s priijmem
a zménénym vnimanim okolniho prostoru s tendenci ublizit si. (Quadalti et al., 2017)

Ve dvou piipadech byla dvé selata SURF1-/- po porodu od prasnice odebrana a bylo

0 n¢ starano pomoci jednotky intenzivni péce s podminkami umélé vyzivy. Tato selata zila
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déle nez ostatni. Jedno dvacet devét dni a druhé osmdesat dni. Jedno sele pochazelo z kolonie
upravené¢ pomoci CRISRP/Cas9 a druhé zkolonie TALEN. Obé vykazovala obli¢ejovy
dysmorfismus — krat$i nos, oboustranny pokles o¢nich vicek, slabost obli¢ejovych svalu, tres
téla se svalovou slabosti, dychaci problémy a vyrazn¢ snizeny rust. Ob¢ selata uhynula
na sepsi, ktera byla podpofena kritickym stavem zvifat v poslednich dnech pted smrti.
Infekéni agens, ktera zpuisobila smrt obou selat, byla detekovana pouze u téchto dvou zvifat.
To svédCi o vazném oslabeni a naslednou poruchou funkce imunitniho systému.

Ke kontrole bylo vyuzito ¢étrnact samci SURF1+/- a dvanact samic SURF1+/- podle
stejnych postupt. Ukazalo se, ze jsou fenotypové normalni bez klinickych ptiznaki
pozorovanych u zvitat SURF1-/-. (Quadalti et al., 2017)
1.3.2.1 TALEN - efektory podobné transkripnimu aktivatoru nukleaz

TALE jsou proteiny z rostlinnych patogennich bakterii Xanthomonas. Jsou vpravovany
do rostlinnych bun¢k. Tam se lokalizuji v jadfe a vaZou se na cilové promotory, pficemz
indukuji genovou expresi. Klicem k jejich specifické a programovatelné¢ vazbé na DNA
je oblast centralni repetice. Ta se sklada z variabilniho poétu tandemovych repetic o délce 33—
35 aminokyselin. (Becker a Boch, 2021)

TALEN (TALE nukleazy) je prvni zafizeni navrzené a postavené tak, aby se s Vysokou
pfesnosti ucinnosti zaméfovalo na jakykoli specificky genomicky lokus. Nasledné byl
TALEN rychle vyuzit pro editaci genomu v plodinach, hospodarskych zvifatech
a nemodelovych organismech. Diky tomu byl TALEN vyuZit jako nastroj pro upravu genomu
— Vroce 2015 zachranil lidsky Zivot vylé€enim rakoviny a v roce 2019 byla na trhu dostupna

prvni plodina s upravenym genomem. (Becker a Boch, 2021)

1.3.2.2 CRISPR/Cas9

Upravy genomu jsou zavislé na selektivnim rozpoznani cilovych mist. K zobrazovani
v zivych bunkach se k pfimému studiu chovani vyuzivd CRISPR/Cas9 a TALEN. Nizsi
ucinnost Cas9 je zatizena lokdlnim vyhleddvanim na nespecifickych mistech
V heterochromatinovych oblastech.

V jednomolekulovém zobrazovani ve studii publikované v r. 2020 je TALEN az pétkrat

ucinnéjsi nez Cas9 v heterochromatinovych oblastech genomu. (Jain et al., 2020)

1.4 Interakce SURF1 genu

SURF1 ma celkem 11 binarnich interakci protein-protein. Z téchto interakci
je 8 komplexnich. Mezi geny, které s nim interaguji, patii COA1, COA3, COX6C, COX14,
PTGESS3, SLC25A5. (Prospec, 2016)
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COAL je gen kodujici protein COX sestavujici homolog 1. Ten se nachazi na membrané
mitochondrii. V imunitnim kontextu bylo zjiS§téno, Ze mé jen malou specifitu. Jedna
se 0 nepiiznivy marker rakoviny jater. Protein je komponentou MITRAC komplexu, ktery
reguluje sestaveni COX. (Mick et al., 2012)

COA3 je gen kodujici protein COX sestavujici homolog 3. Nalézame ho na membrané
mitochondrii a je odpovédny za cytoplazmatickou expresi s granularnim vzorem ve vSech
tkdnich. Tento protein se fadi mezi piiznivé prognostické markery u karcinomu délozniho
¢ipku a karcinomu ledvin, stejné jako u karcinomu endometria. Stejné jako protein kodovan
genem COAL, patii protein genu COA3 k zakladni slozce komplexu MITRAC.

COX6C je gen, ktery koduje protein COX, podjednotku 6C. Zminény protein se tfadi
do skupiny metabolickych proteinti lokalizovanych na membrané mitochondrii. Protein je jiz
podle ndzvu soucdsti COX, kterd je termindlnim enzymem mitochondridlniho dychaciho
retézce.

COX14 je gen kodujici pomérné¢ maly, jednopriichodovy transmembranovy protein
lokalizovany V mitochondriich. Zminény protein se podili pfi koordinaci pocatecnich krokl
sestavovani podjednotky COX a také hraje vyznamnou roli pii sestavovani podjednotky COX
I holoenzymu. Mutace zapfi¢inuji nedostatek mitochondrialniho komplexu IV. (Uhlén et al.,
2015)

PTGES3 je gen kodujici enzym, ktery pfeménuje prostaglandin endoperoxid H2
na prostaglandin E2. Jedna se o nejvice exprimovany enzym v COX/PG draze, a to jak
U lamindrnich, tak 1 bazdlnich epitelidlnich buiikach v tkani prsu. Diky této vlastnosti
se V soucasnosti vyuziva jeho exprese k prognoze s piezitim rakoviny prsu. ZvysSend exprese
PTGES3 v mikroprostfedi nadoru totiz vyznamné korelovala s mnozstvim CD8+ T leukocyti,
coz naznacuje jeho moznou imunomodulaéni roli v mikroprostiedi nadoru. (Adekeye et al.,
2022)

SLC25A5 je RNA gen, pii jehoz expresi se ukdzalo, ze je vyznamné regulovana
v adipogenni diferenciaci. Delece tohoto genu vedla k potlaeni exprese genli souvisejicich
s adipogenezi, snizila se akumulace triacylglycerolii a doSlo k vyraznému sniZeni exprese

proteinu oxidativni fosforylace a produkce ATP. (Wang et al., 2022)
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2 DETEKCE GENU SURF1 POMOCI
KOLORIMETRICKEHO BIOSENZORU

Vroce 2021 byly publikovany vysledky studie, v niZz pomoci kolorimetrického
biosenzoru pro ultrasenzitivni stanoveni védci detekovali gen SURF1 zalozeny na dudlni
DNA-indukované kaskadové hybridiza¢ni reakci.

Pro tuto studii byl vyvinut jednoduchy a ultrasenzitivni kolorimetricky biosenzor
pro detekci fragmentli genu SURF1. Fragmenty genu se zkoumaly z divodu vyskytu LS
v populaci. Na tomto syndromu se podili zna¢nou ¢asti pravé mutace SURF1 genu. (Yu et al.,
2021)

2.1 Reagencie a pristroje

Pro experimentalni provedeni byly pouzity syntetické DNA oligonukleotidy c¢inské
spole¢nosti Generay Biotech Co., Ltd. Cistota téchto oligonukleotidii byla zajisténa pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. VSechny tyto oligonukleotidy byly rozpustény
v Tris/ethylendiamintetraoctovém pufru o pH 8,0 a skladovany pii 80 °C. Od spole¢nosti
Solarbio Science & Technology Co. byl zakoupen streptavidin, transparentni 96 jamkova
desticka, hovézi sérovy albumin, jednosloZkovy substratovy roztok, kyselina citronova,
bezvody hydrogenfosfore¢nan sodny, Tris/ethylendiamintetraoctovy pufr, fosfatem pufrovany
roztok, 20 SSC (fyziologicky roztok — citrat sodny) hybridiza¢ni pufr, Tween-20 a 6-
merkapto-1-hexanol. Od britské spolecnosti Abcam byly zakoupeny anti-digoxinové
protilatky.

Kolorimetricky test byl proveden na automatickém enzymovém imunoanalyzatoru
Tecan F50 ve Svycarsku a charakterizace byla provadéna na elektrochemické pracovni stanici

CHI760D v Shanghai Chenhualndustries Co. v Cing. (Yu et al., 2021)

2.2 Priprava transparentni 96 jamkové desticky

Streptavidin byl zfedén na koncentraci 10 mg/ml ve smési 100mM fosfatovém pufru
a50 mM kyselin¢ citronové o pH 5. Poté bylo pfiddno 100 pl zfedéného streptavidinu
do kazdé jamky. Desticky byly vlozeny do uzavieného, zvlhéeného inkubatoru pies noc
pfi teplot¢ 35 °C. Po vyjmuti byly desticky promyty 0,01M fosfatovym pufrem, ktery
obsahoval 0,05% Tween-20. Roztok fosfatového pufru se 100 pl 0,1% hovéziho sérového
albuminu byl pfidan do kazdé jamky, aby se zabranilo nespecifické vazbé. Pak byly desticky
ulozeny na 30 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byly promyty 0,01 M fosfatovym
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pufrem ve smési s 0,05% Tween-20 a susily se pii pokojové teploté. Nakonec byly desticky
uzavieny s absorbentem vlhkosti a skladovany pfi teploté 4 °C. (Yu et al., 2021)

2.3 Prace s kolorimetrickym biosenzorem

Biotinem znacCena zachytna sonda byla imobilizovana na streptavidinem znaceném
na prihledném povrchu 96 jamkové desti¢ky (viz Obr. 2). Nasledné se do reak¢éniho systému
pridaly cilové fragmenty SURF1 a pomocnd sonda S1, ¢imz se vytvotila struktura ,,Y*
se zachytnou sondou. K dosazeni vysoce u€inné amplifikace signalu byly vyuzity digoxinem
znacené¢ sondy P1, P2, P3 a P4, které vyvolaly dualni DNA-indukovanou kaskadu
hybridizaéni reakce na ,,Y*“ struktufe povrchu 96 jamkové desticky. Detekéni sondou
na povrchu byla kombinovana HRP anti-digoxinova protilatka. Diky tomu se vytvotila
kolorimetrick4d odpovéd na fragment SURF1 v ptfitomnosti TMB. Detekéni limit pro SURF1
byl az 1,73*1014 M.

Vyse zminény postup byl uspésné aplikovan pii detekci SURF1 ve vzorcich lidského
séra, proto se do budoucnosti predpoklada, ze se bude tento postup uplatiiovat pti analyze

genovych fragmenti a véasné diagnostice klinickych onemocnéni. (Yu, et al., 2021)

HRP- Anti-
digoxin antibody

Measure
Absorbance

Obr. 2: Proces pfipravy a detekce pomoci kolorimetrického biosenzoru.Povrch 96 jamkové desticky byl potazen
streptavidinem a byl pfidan hovézi sérovy albumin. Nasledné byly pfidany fragmenty genu SURF1, pak
pomocna sonda S1. Digoxinem zna¢ené sondy P1, P2, P3 a P4 po ptidani vyvolaly dualni DNA-indukovanou
kaskadu. Aby se vytvorila kolorimetrickd odpovéd’, byla pfidana detekéni sonda, kterd byla na povrchu
kombinovana HRP antidigoxinovou protilatkou. Tim se vytvofila kolorimetrickd odpovéd genu SURF1

v ptitomnosti TMB. Nasledné byl pfidan stop roztok a byla prométena absorbance. (Pfevzato z: Yu et al., 2021)
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2.4 Vyznam detekce SURF1 pro ¢asnou diagnostiku

LS se fadi mezi mitochondrialn¢ dédi¢na onemocnéni zplisobend genovymi mutacemi.
Tyto genové mutace ovliviuji produkci mitochondrialni energie. LS se projevuje
neurologickymi poruchami, metabolickymi abnormalitami a pred¢asnou smrti. Vyzkum
provedl analyzu pieziti u 142 pacienti s variantami SUFR1 mutacemi. Dle vyzkumu
pramérny veék amrti byl 5,4 let. Z tohoto divodu je nutnd rychla a citliva detekce genu

SURF1, ktera umozni teoreticky zéklad pro Casnou diagnostiku a monitorovani pacientii s LS.

(Yuetal., 2021)

2.5 Kolorimetricky biosenzor a detekce genu SURF1

Biosenzory na principu kaskadové hybridizaéni reakce jsou cCasto pouzivany
pti detekcei oligonukleotidd, proteinli a rakovinnych bunék. Biosenzory zesiluji signdl, maji
jednoduchou obsluhu, nizkou cenu a izotermické vlastnosti.

Dlouhd struktura konkatemeru tvofend kombinaci kratkych fragmenti DNA
prostiednictvim specifickych interakci a propojena spoustécim spojenim s DNA byla
imobilizovéna na povrchu tohoto vyvinutého biosenzoru.

Pro ovéteni citlivosti navrzeného kolorimetrického biosenzoru navrzeného specialné
pro tuto studii byly signaly odezvy absorbance na gen SURFI porovnany pomoci detekce
se ttemi raznymi oligonukleotidy (v¢etné jednobdzové chybné sparované sekvence,
dvoubazové chybné sparované sekvence a nekomplementarnich oligonukletidu), (viz Obr. 3).
Pti koncentraci 1 nM riznych oligonukleotiddi a po pfidani cilového genového fragmentu
SURF1 byl vyvolan absorbancni signal. Odezva tohoto signdlu byla pii méfeni SURF1
mnohem vys§i nez pii méfeni ostatnich oligonukleotidli a slepé kontroly. To dokazuje,
Ze navrzeny biosenzor u¢inné rozliSuje riuzné oligonukleotidové sekvence, vykazuje
vynikajici specifitu, dokonce je mozné s jeho pomoci rozlisit jednu neshodu bazi.

Za optimalnich podminek byly vzorky 1nM cilového genu SURF1 urcovany pétkrat
denn€, po dobu péti po sobé nasledujicich dni, ¢im se ovéfila reprodukovatelnost intra-

a mezi-denniho testu. (Yu et al., 2021)
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Absorbance

SURF1 DM 5M NM BLANK

Vzorky

Obr. 3: Absorbanéni odezvy fragmentu genu SURF1. Porovnani absorbanéni odezvy fragmentu genu SURF1
s dvojitou nespravné sparovanou sekvenci (DM), chybné sparovanou sekvenci jedné bazi (SM),

nekomplementarnich oligonukleotidi (NM) a slepé kontroly. (Upraveno podle: Yu et al., 2021)

Pro ovéfeni detekéni schopnosti kolorimetrického biosenzoru byl v komplikovanych
biologickych vzorcich proveden test vytéznosti v lidském séru pomoci metody standardniho
ptidavku. Sérum pochazelo z nemocnice The Fourth Hospital of Shijiazhuang (Affiliated
Obstetrics and Gynecology Hospital of Hebei Medical University) v Cing, coz bylo schvéleno
etickym vyborem nemocnice v Shijiazhuang, pii¢emz poskytovatelé séra byli plné
informovani. Fragmenty genu SURF1 o riizné koncentraci byly ptidany do zdravého lidského
séra (toto sérum bylo desetkrat ziedéno pomoci fosfdtového pufru). Dle tdaji uvedenych
vV Tabulce 1 dosahovala vytéZnost vysoké procento. To znamend nizky matricovy efekt
metody a moznost pouzit ji pro detekci komplikovanych biologickych vzorku. (Yu et al.,
2021)

Tab. 1: Detekce fragmentu genu SURF1 v nafedénych vzorcich séra pomoci navrhnutého kolorimetrického
biosenzoru. (Upraveno podle: Yu et al., 2021)

Cislo vzorku séra Nejvyssi hodnota (M) Testovana hodnota (M) Zotaveni (%0)
1. 1,0x 1013 9,817 x 104 98,17

2. 1,0 x 1012 1,159 x 1012 115,87

3. 1,0x 101 9,616 x 1012 96,16

4, 1,0 x 1010 9,172 x 101 91,72

5. 1,0 x 107 1,050 x 10°° 104,95

6. 1,0 x 108 1,072 x 10°® 107,15
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3 PODMINUJICIi CHOROBY A SYNDROMY GENU SURF1
3.1 Charcot-Marie-Toothova choroba typu 4

CMT4 je autozomdlné recesivni demyelinizacni nemoc, jejiz hlavnim projevem
je svalova slabost. Projevuje se vétSinou ve svalech vzdalengjSich od stfedu téla, tedy
distalnich regionech. Mén¢ cCasty je projev ve svalech blize k trupu — proximalnich. U
pacientl se mohou také objevit zmény v pocitech pii dotyku, bolestech a zvucich nebo okolni
teploté. Dale se mohou rozvinout také ptiznaky jako Sedy zakal a zakaleni o¢ni ¢oc¢ky nebo
hluchota. Ptiznaky se projevuji v rizné mife, a to od mirnych projevii az po velmi zavazné.
a s Charcot-Marie-Toothovou chorobou typu 2.

Rozeznavame celkem 10 podtypt CMT4. Kazdy znich je zplsoben riznymi
genetickymi mutacemi, pricemz kazdd mutace ma své vlastni charakteristické ptiznaky.
Pro prognézu i 1é¢bu je nutné spravné uréeni podtypu CMT4 a porozuméni rozdilti mezi nimi.

(Carvalho, 2022)

3.1.1 Charcot-Marie-Toothova choroba typu 4K

CMT4K je jednim z podtyptt CMT4, pficemz tato choroba je zpisobena mutaci genu
SURFL1. Jednd se o autozomaln¢ recesivni demyelinizacni neuropatii. Je charakterizovana
svalovou slabosti a atrofii spojenou s poruchou distalniho citéni. Postizené jsou horni i dolni
koncCetiny. Laboratorni studie ukazuji zvySeny deficit laktatu vséru a deficit IV
mitochondrialniho komplexu. (Echaniz-Laguna et al., 2013)

Studie z roku 2013 (Echaniz-Laguna et al.) zkoumala, zda jsou mutace v genu SURF1
pti¢inou onemocnéni CMT. Jednalo se o sledovani dvou pacientl z geneticky ptibuzné rodiny
s demyelinizaénim autozomalné recesivnim CMT4 asociovanym s homozygotni mutaci
V misté sestithu v genu SURF1. Pacienti pochazeli z alZirské rodiny.

Jeden z pacientli, 42lety proband se narodil vterminu po standardnim ukonceni
téhotenstvi. Jeho psychomotoricky vyvoj probihal normalné véetné samostatné chiize ve véku
12 mésict. Poprvé byl vySetfen ve véku 8 let pro rychlou unavu. Pii motorickém vySetieni
se u n¢j projevila stfedn¢ zavazna kyfoskolioza, tedy abnormalni zakfiveni patefe do strany
a dozadu. Pti dalSich motorickych testech bylo odhalené mirné ochabovéni svalli na hornich
i dolnich koncetinach a v dolnich konéetinach si pacient stézoval na pichani.
Elektrodiagnostické vysetfeni odhalilo kombinaci extrémné snizenych rychlosti vedeni,
prodlouzenou latenci F-viny (ta je zptsobena vedenim akéniho potencidlu motorickym

axonem Kk télu neuronu anaslednou depolarizaci), coz je vsouladu se zavaznym
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demyelinizaénim onemocnénim CMT. Biopsie povrchového perordlniho nervu odhalila
axondlni ztratu a hypomyelizovana vlakna, coz je projevem tézké chronické demyelinizacni
neuropatie. Po konci vySetfeni byla u pacienta diagnostikovana CMT. Pii fyzikalnim
vysetieni ve véku 42 let byl pacient schopen chlize bez pomoci, avSak jen 30 metrit z divodu
snadné unavitelnosti. Oproti pfedeslému motorickému vySetfeni se tedy jedna pouze o mirnou
progresi. U pacienta se vSak vyskytla mirnd ztrata sluchu. Nebyly pozorovany poruchy
dychani ani polykani, stejn¢ jako zaddné patologické reflexy. Hladiny kreatinkinazy v séru
byly v referen¢nim rozmezi. Pacient odmitl neuropsychologické vySetieni. Karyotyp byl
normalni a nebyly nalezeny zadné mutace v genech PMP22, MPZ, GJB1 GDAP1 ani
SH3TC2. Z divodu pacientova nystagmu a ztraty sluchu bylo provedeno MRI mozku
(viz Obr. 4). MRI prokazalo hypersenzitivni 1ézi v obou putamen. Nasledné byly provedeny
svalové a kozni biopsie. Histologické vySetfeni svalu prokdzalo vyrazné snizeni COX
ve vSech vlaknech (18 % pramérnych hodnot), (viz Obr. 5). U kultivovanych fibroblastd byl
také detekovan deficit COX s26 % pramérnych hodnot. Nebyly identifikovany zadné
patologické variace v genech zpusobujicich deficit komplexu IV. (Echaniz-Laguna et al.,
2013)

Obr. 4: Hypersenzitivni 1éze v obou putamen 42letého probanda s CMT. (Upraveno podle: Echaniz-Laguna
etal., 2013)
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Obr. 5: Histologické vySetieni svalu — porovnani kontrolniho vzorku a vzorku probanda s onemocnénim CMT.

(Upraveno podle: Echaniz-Laguna et al., 2013)
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Pozorovani vedlo k hypotéze, ze mutace v SURF1 mohou byt nerozpoznanou pti¢inou
CMT4. Pro potvrzeni nebo vyvraceni tvrzeni hypotézy se ve vyzkumu zkoumal gen SURF1
u celkem 40 pacienti s CMT4, a to po vylouceni mutaci ve zndmych genech CMT4.

U dal$iho pacienta s CMT4 byly zjistény dvé dalsi mutace SURF1. VSichni pacienti
vykazovali tézkou periferni neuropatii se zacatkem v détstvi a laktatovou acidézu. U dvou
z vySe zminénych pacientll byla provedena podrobna klinicka hodnoceni, ktera zahrnovala
vek nastupu ptiznaka, klinickou anamnézu 1 s vysledky vySetteni, elektrodiagnostické studie,
laktat a studie MRI mozku. Pomoci MRI mozku byly zjistény abnormality.

Mutace na genu nebyla schopnd produkovat normélné sesttizeny transkript. To vedlo
k absenci SURF1. Komplex IV si vSak zachoval svou aspon ¢aste¢nou funkénost ve svalu
i fibroblastech. (Echaniz-Laguna et al., 2013)

Periferni neuropatie jsou pomérné dobife zndmou komplikaci mtDNA a jaderné
kédovanych mitochondrialnich genovych mutaci. Napf. pacienti s mutacemi Vv nuklearné
kédovanych mitochondridlnich genech jako MFN2 a GDAPI (jedna se o geny kodujici
proteiny vnéj$i mitochondridlni membrany) obvykle vykazuji axondlni a demyeliniza¢ni

formy CMT. (Echaniz-Laguna et al., 2013)
3.2 Diabetes mellitus typu Il

Prispévek mitochondridlni dysfunkce k poruchdm metabolické signalizace inzulinu
je naznacen analyzou genového pole. Ta reguluje mitochondrialni produkci ATP a je spojena
s inzulinovou rezistenci a diabetes mellitus typu II.

U obéznich lidi, inzulin-rezistentnich a diabetickych pacienti se projevuje sniZeni
oxidaéni kapacity mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce. Genetické faktory,
oxidacni stres a zmény v mitochondrialni biogenezi mohou negativné ovlivnit
mitochondrialni funkci. To vede k inzulinové rezistenci a dale pak Kk patologickym staviim

jako diabetes mellitus typu Il. (Sadaba et al., 2015)

3.3 Lécba pomoci IGF-1
IGF-1 je jednotetézcovy polypeptid. Jeho struktura je velmi podobnd (asi 50 %)

hypotéza je podpofena zjisténim, Ze Skodlivé mutace souvisi se snizenim intrauterinnim
ristem a vyvojem. Ristovy hormon reguluje produkci IGF-1 v jaternich tkanich. IGF-1
naopak inhibuje produkeci riistového hormonu v procesu negativni zpétné vazby. Za hlavni
zdroj IGF-1 jsou povazovana jatra, ale je také produkovan v jinych tkanich véetné mozku,

varlat, kosterniho svalstva, kosti a chrupavek.
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IGF-1 interaguje s inzulinem. Sekrece IGF-1 i inzulinu je stimulovana pfijmem potravy
a inhibovana hladovénim. Velmi podobné jako rastovy hormon i IGF-1 hraje vyznamnou roli
pii citlivosti na inzulin. Receptor pro IGF-1 typu 1, ktery zprosttedkovava biologické ucinky
IGF-1 ma az 60% homologii aminokyselinové sekvence s inzulinovym receptorem.
Intracelularni drahy indukované inzulinem jsou sdileny s IGF-1.

Je také znamé, ze IGF-1 je uziteny pii zachrané neurontl, hematopoetickych bunék
a fibroblastii pied apoptéozou a hraje relativné dilezitou roli v regulaci né¢kolika

neuroendokrinnich funkci. (Sadaba et al., 2015)

3.4 Genova terapie pomoci TSHA-104

TSHA-104 je genova substituéni terapie zalozend na AVV9 koédujici lidsky protein
Surfl (Taysha Gene Therapies, 2021). AVV9 je jeden znejstabilngjSich a dobie
prozkoumanych systémi pro doddvani transgenli. Mezi charakteristick¢é znaky AAV patii
jejich nepatogenita, neschopnost vyvolat imunitni odpovéd’, potencial dosdhnout exprese
transgenu a tropismu pro n¢kolik tkani téla. (Pattali et al., 2019)

Surfl jako souc¢ast COX se podili na metabolické produkci ATP. Pti nedostatku Surfl
je naruSen celkovy energeticky metabolismus z divodu neschopnosti adekvatné vytvaiet ATP
aerobnim dychdnim. Tim se zvySuje anaerobni dychani a disledkem jsou zvySené hladiny
laktatu a klinickému fenotypu LS. Na zéklad¢ preklinickych dat pro TSHA-104 bylo zjisténo,
ze nahrady genu miZzou feSit charakteristické vlastnosti mitochondridlni dysfunkce.
To znamena, ze dodani funkéniho genu SURF1 vede kobnoveni aktivity COX,
mitochondrialni funkci a koriguje zvySené hladiny laktatu v téle. (Taysha Gene Therapies,
2021)

Experiment byl provadén na mySim modelu, kde byla pozorovana exprese SURFI
v mozku a miSe. Po aplikaci jedné davky TSHA-104 do intratekalniho prostoru (zpravidla
se provadi v oblasti lumbalni patefe) byla kodonova exprese lidského SURF-1 dostate¢né
vysoka kucinné obnové aktivity COX v mozku, jatrech i svalech mysi. Kombinace
intratekalniho a intraven6zniho podani nevykazovala zadny piinos oproti samotnému
intratekalnimu podani, coz vedlo jen k podpofe intratekalniho podani. (Taysha Gene
Therapies, 2021)

TSHA-104 zvysil mnozstvi mitochondrialné kodované COX c¢tyii tydny po injekei
v CNS i perifernich tkanich a zvysil aktivitu COX v mozku a svalech, v zavislosti na davce.
Biochemicka aktivita COX korelovala s histologickym obsahem COX. To podporuje
regionalni aktivitu COX. Po zatézi indukované laktatové acidoze byl TSHA-104 schopen
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zachranit zvySené hladiny laktatu u SURF1 experimentalnich myS$i v zdvislosti na déavce.
Bezpecnostni profil za pouziti davkovaciho rezimu nestanovil Zzadnd rizika souvisejici
S toxicitou nebo zavaznym poSkozenim tkané zjisténé do jednoho roku po injekci. (Taysha
Gene Therapies, 2021)

TSHA-104 mé schopnost snizovat laktatovou acidéozu vyvolanou cvi¢enim, ¢imz
podporuje mitochondrialni funkce pfi stavech stresu v téchto preklinickych modelech. Timto
se zatim TSHA-104 tadi k bezpecnym a ufinnym konceptim pii zachrané¢ metabolické
dysfunkce u preklinickych modelt deficitu SURF1 a podporuje dalsi vyvoj pro 1écbu LS.
(Taysha Gene Therapies, 2021)
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4 LEIGHUV SYNDROM

Jedna se o vzacnou heterogenni neurologickou poruchu, kterd je zpisobena poSkozenim
mitochondrialni produkce energie. (Schubert Baldo a Vilarinho, 2020)

Prevalence LS je 1:40 000. (MedlinePlus: Leigh syndrome, 2016)

Prvni popis tohoto syndromu provedl Denis Archibald Leigh v roce 1951, pii posmrtném
vySetfeni sedmimési¢niho chlapce s progresivnimi neurologickymi ptfiznaky. Poté vydal
postmortalni diagnozu, ktera byla striktné¢ definovana histopatologickymi pozorovanimi,
indikativnimi laboratornimi a radiologickymi testy.

Biochemické hodnoceni a specificky metabolicky profil naznacovaly poruchu produkce
energie v mitochondriich. (Baertling et al., 2014)

V soucasnosti se s timto syndromem poji vice nez 75 jadernych genl a pocet dalSich
gent, které jsou zodpovédné za rozvinuti tohoto syndromu, se neustale zvysuje.

Klasickd forma LS vétSinou nastupuje pfed druhym rokem Zzivota a manifestuje
sei v novorozeneckém obdobi. (Schubert Baldo a Vilarinho, 2020)

LS patii mezi nejcastéj$i projevy mitochondridlni energetické poruchy v détstvi.
Z hlediska pfenosu muze jit o dva typy. Prvnim typem je X-vazany syndrom v dasledku
jaderného mitochondridlniho genomu, druhym typem syndromu je souhra mezi dvéma
genomy. To vede k rozmanité heterogenité a Sirokému rozsahu exprese gent a propuknuti
syndromt od prenatalniho obdobi az po dospélost. (Carrol et al., 2013)

V détstvi je nejCastéj$im projevem LS nebo také onemocnéni uvadéné pod jinym

nazvem: subakutni nekrotizujici encefalopatie. (Yadav a Variar, 2019)

4.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou vicetlohovymi a semiautonomnimi organelami eukaryotnich bunék.
produkce bunécné energie. Energii produkuji prostiednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin
a elektronového transportniho fetézce. Jednd se o funkce pro generovani ATP v aerobnim
metabolismu prostiednictvim OXPHOS. Jakékoli poSkozeni OXPHOS vyrazné sniZi zasoby
energie Vv organech s vysokou energetickou narocnosti a tim muze vyvolat odpovidajici

symptomy.
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Mitochondrialni genom se dédi po matefské linii. Heteroplazmické mutace mtDNA
mohou byt zdédény matkou, ale podil mutovanych alel se mezi potomky v rdmci jedné
generace vyrazn¢ lisi.

Pokud je zminéna mtDNA, pak je minén i multikopiovy genom. Pokud existuji mutace,
mohou ovlivnit rizny podil mtDNA, kterd je pfitomna v kazdé buiice daného jedince.

Mitochondrialni proteom (asi 1500 proteini) mé& dvoji geneticky pilivod,
a to mitochondrialni i jadernou DNA. Mitochondridlni DNA je kruhovou molekulou
a je dédéna vyhradné z matetskych mitochondrii. Kéduje 13 proteini spolu s 22 tRNA
a 2rRNA, které jsou nezbytné pro jejich transkripci a translaci.

Mitochondrialni poruchy tvorby energie patii mezi nejcastéjsi skupinu vrozenych
poruch metabolismu v disledku dysfunkce u OXPHOS (Zhang et al., 2018).

Poruchy udrzovdni mtDNA jsou skupinou mitochondridlnich poruch zpiisobenymi
genetickymi defekty, které zahrnuji replikaci a udrzovani mtDNA, dodavku a rovnovéhu
nukleotidd, mitochondrialni dynamiku a kontrolu kvality, ktera mize vést k depleci mtDNA
nebo abnormdlni akumulaci mnohocetnych deleci mtDNA ve vSech organovych tkénich.
Poruchy udrzovani mtDNA mohou byt zdédény autozomalné dominantnim nebo autozomalné
recesivnim zplisobem a mohou byt klasifikovany jako syndrom mnohocetnych deleci
mtDNA. (Viscomi a Zeviani, 2017)

4.2 Pri¢iny a symptomy Leighova syndromu

LS vsoucasnosti zahrnuje geneticky a klinicky heterogenni skupinu dédi¢nych
neurodegenerativnich poruch. U té€chto poruch je zékladnim neuroradiologickym znakem
bilateralni 1éze v mozkovém kmeni a bazalnich gangliich s heterogennimi neurologickymi
projevy. Mezi tyto projevy patii spasticita, ataxie, dystonie, hypotonie, opozdény vyvoj,
popiipadé jesté regrese, oftalmologické abnormality (napi. opticka atrofie, nystagmus)
a variabilni multisystémové postizeni. (Lake et al., 2015)

Geneticky zaklad LS tvofi vice nez 75 gent, které byly identifikovany jak u postizenych
pacientil stémét vSemi vzory mendelovské dédicnosti, tak 1 u dokumentovanych
nemendelovskych dédi¢nosti, a to mitochondrialnim pfenosem z matky. Vétsina téchto gend
koduje strukturni proteiny systému OXPHOS ulozené na vnitini mitochondrialni membrané
provadéné komplexy I az V, nosi¢em elektronii koenzymem Q a cytochrom c. Tyto geny
se podileji 1 na ptipadném naruSeni aktivity pyruvatdehydrogenézy.

U LS tedy mohou byt pfitomny méné Casté defekty, zahrnujici mnoho krokt translace

mtDNA nebo defekty v udrzovani mtDNA. (Souza et al., 2019)
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4.3 X-vazana recesivni porucha

Matroklinné dédicny LS predstavuje asi 10-20 % z diagnostikovanych syndromt
Leighova typu. Mutace v komplexu I a komplexu V patii mezi nejéastéjsi pfi¢iny, pfiemz
nejdulezitéjsi je mutace komplexu V. (Mayorga et al., 2018)

Studie z roku 2018 (Mayorga et al., 2018) se zam¢tila na dévce narozené zdravym
rodi¢im z neptibuzenského siatku. Ve véku tii mésicli se u ni objevila centralni hypotonie,
encefalopatie, hyperlaktacidémie a zachvaty. Trpéla také kardiomyopatii, kterd vyzadovala
1écbu betablokatory. MRI jejiho mozku ukézala symetrické nekrotické 1éze v bazalnich
gangliich a mozkovém kmeni. Jeji metabolické biochemické vySetfeni ukazalo zvysené
mnozstvi kyseliny mlécné, pyrohroznové, jantarové a fumarové v moci. Aminokyseliny
Vv plazmé obsahovaly vysoké hladiny alaninu.

Po zkoumani rodinné anamnézy bylo zjiSténo, Ze nevlastni bratr z matciny strany, ktery
mél podobné klinické nalezy a zemfiel ve véku sedmi mésict, byl zcela bez urceni 1ékaiské
diagnézy.

Prvnim krokem v molekularni diagnostice mtDNA byla provedena multiplexni
amplifikace sondy zavisla na ligaci na leukocytarni DNA pacienta. Sonda, jejiz ulohou
je hybridizace s mtDNA mezi pozicemi m.8957 a m.9023, se ve vzorku pacienta vibec
neamplifikovala (viz Obr. 6A).

Na zékladé vysledki sondy s tlohou hybridizace mtDNA byla vytvoiena spekulace,
Ze se V této oblasti nachazi mutace a ta zabranuje hybridizaci, ligaci a amplifikaci sondy.
Nasledovala sekvence vyse zminéné DNA. Pomoci Sangerova sekvenovani pacientova genu
MT-ATP6 byla odhalena mutace m.8993T v homoplazii (viz Obr. 6B). DNA matky
vykazovala stejnou mutaci v heteroplazii (viz Obr. 6C). (Mayorga et al., 2018)
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MIDNA multiplexni amplifikace sondy zavisla na ligaci
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Obr. 6: Molekularni charakterizace pacienta a matky. Radmecky mezi vodorovnymi ¢arami odpovidaji pomérim
oblasti pfitomnych v normalnim poctu kopii. Poli¢ka pod nebo nad vodorovnymi ¢arami odpovidaji pom&rim
oblasti, které jsou v analyzovaném vzorku odstranény, popiipadé duplikovany. Sedé $ipky ukazuji na sondu
m.8957 — m.9023, ktera byla nalezena bez amplifika¢niho signalu u pacienta (A), ale s normalnim amplifika¢nim
signalem u matky (D). Sangerovo sekvenovani MT-ATP6 pacienta a matky ukazuji malé Sipky, které sméruji
na mutaci m.8993T nalezenou v homoplazii u pacienta (B) a v heteroplazii u matky (C). (Upraveno podle
Mayorga et al., 2018)

4.3.1 Heteroplazmicka mutaéni zatéz u LS spojeného s mtDNA
V tomto pfipadé¢ je LS klasifikovdn jako Leighovy syndromy spojené s mtDNA
anDNA. Li$i se svymi genotypy, prevalenci a klinickymi rysy. LS spojeny s mtDNA
je matefsky dédi¢ny a jeho klinické projevy jsou ovlivnény patogenitou mutantni mtDNA.
Mutaéni zatéz na fenotyp pacientd je komplexni, protoze fada aspektii tohoto syndromu

nebyla dosud objasnéna, stejn¢ jako je nejasny vztah mezi riznymi mutacemi a zatézi
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heteroplazmickych mutantli. Z tohoto diivodu vykazuji pacienti s LS spojenym s mtDNA
ruzné klinické projevy v zévislosti na jejich mutaéni zatézi.

Z jedinci pravdépodobné trpicich LS zapsanych v Klinice mitochondrialnich chorob
v nemocnici Gangham Severance v mésté¢ Soul v Korejské republice bylo vybrano 130
pacientli, kterym byl LS diagnostikovan mezi lety 2006 az 2018. Mezi kritéria pro vybrani
pacientli patfilo progresivni neurologické onemocnéni s motorickym a intelektudlnim
vyvojovym opozdénim, piiznaky a symptomy onemocnéni mozkového kmene
a/nebo bazalnich ganglii, zvySena koncentrace laktatu nad referen¢ni rozmezi V Krvi
a/nebo mozkomisniho moku a bilateraln¢ symetrické abnormality hyperintenzniho signalu
v mozkovém kmeni a/nebo bazéalnich gangliich na snimcich MRI.

Byla sekvenovéana celd mtDNA pacientll a tim byly objeveny mutace u 31 pacientd.
Nasledné byli ze studie vylouceni 4 pacienti, protoZze se u nich nachazela mtDNA
S nepotvrzenou patogenitou a takovéto ptipady nebyly diive v kazuistikach popsany.

Zbyvajicich 27 pacientli bylo podrobeno dal§im testim. U téchto 27 pacienti bylo
geneticky zjisténo, ze maji LS s mtDNA. 9 z 27 pacienti byli muzi. 20 pacientt (74,1 %)
vykazovalo prvni symptom pied dosazenim véku 24 mésicl, coz je v souladu s kritérii
pro diagnozu LS s casnym nastupem.

Nejcasteji prvnim hldSenym piiznakem u vétSiny pacientti bylo zpozdéni nebo pokles
vyvoje, zachvaty, ataxie, hypotonie, porucha vidéni a porucha chiize. U vSech pacientl
se projevovaly problémy s CNS (napf. nervovy zéachvat). Problémy s vidénim vykazovalo
59,3 % pacientli a problémy s dychacim systémem (napf. dychaci potize) mélo 44,4 %
pacientdi. Relativné vysoké procento pacienti (40 %) trpélo i postizenim gastrointestinalniho
traktu (napf. potiZe s polykdnim). Primérny vék, ve kterém byl LS pacientiim diagnostikovan,
byl 28 mé&sict, pfiC¢emz stfedni Casovy interval od objeveni se prvniho ptiznaku aZ do klinické
diagndzy byl devét mésici.

Geneticky potvrzené piipady LS spojeného s mtDNA byly klasifikovany na zakladé
mutaci pozorovanych v Sesti genech nebo deseti nukleotidech mtDNA. Mutované
mitochondrialni geny odpovidajici kazdé zméné nukleotidu byly klasifikovany na zékladé
diive potvrzenych patologickych variant. 27 pacientli Gi€astnici se studie bylo klasifikovano
na zaklad¢ Sesti mutovanych gentl. VétSina pacienti meéla mutace v genu MT-ATP6.
Nasledné se mutace jesté objevovaly v genech MT-ND3 a MT-ND5. Mutace v genech MT-
ND1, MT-ND4 a MT-ND6 se vyskytly kazda u jiného pacienta samostatné, coz znemozZnilo

srovnavaci analyzu.
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Podle predchozich studii jsou MT-ATP6, MT-ND3, MT-ND5 a MT-ND6 klasifikovany
jako typické kli¢ové geny u vzniku LS spojeného s mtDNA, protoze se s vysokou frekvenci
vyskytuji po celém svété. (Young-Mock a Ji-Hoon, 2022)

Mutace MT-ATP6 byly hlaseny u 5-10 % vSech pacientt s LS. (Lake et al., 2015)

Heteroplazmickd mutantni zatéz pacienti se pohybovala od 55,5 % do 100 %
s medianem 96,3 %. MT-ATP6 vykazoval relativné¢ vysokou mutantni zatéz, zatimco MT-
NDS relativné nizkou.

Frekvence mutaci mtDNA je piiblizné 1 z 200. Tyto mitochondrialni poruchy jsou
diagnostikovany u 1 z5 000 az 10 000 zivé narozenych déti. LS s mtDNA tvoti 21-34 %
vSech pripadd LS. V této studii byl LS spojeny s mtDNA potvrzen u 31 ze 130 klinicky
diagnostikovanych piipadt LS. (Young-Mock a Ji-Hoon, 2022)

4.4 Typy Leighovy syndromu

Z let 2006 az 2017 byly z nemocnice Gangham Severance Hospital v Soule pouzity
zaznamy o pacientech s LS pro studii, kterd se zaobirala v€kem nastupu tohoto onemocnéni.
Mezi pacienty bylo 89 pacientti (80,9 %) s nastupem onemocnéni pied vékem dvou let
a 21 pacientt (19,1 %) s nastupem po véku dvou let.

Pro studii bylo dulezité¢ analyzovat podskupiny dle véku prvniho klinického obrazu,
véku diagndzy a nékolik prvnich ptiznakl, které byly vyznamné pro klinické statistiky.
Co se ty¢e porovnani téchto dvou skupin, z hlediska diagnostického hodnoceni a MRI
nevykazovaly Zadné vyznamné rozdily.

Rozdil byl ale pozorovan v klinickém stavu a pii posledni navstévé byly patrné rozdily

V porovnani se skupinou s pozdnim nastupem. Pozdni nastup je vSak velmi vzacny. (Hong

et al., 2020)

4.4.1 Casny nastup

Prvni dité€ zdravych a neptibuznych rodict japonského ptivodu bez rodinné anamnézy
neurodegenerativnich onemocnéni se narodilo ve 37. tydnu (pfesné 37 tydnii a 2 dny)
cisatskym fezem. Jednalo se o dévce S porodni véhou 2698 g a obvodem hlavy 33,5 cm.
Apgar skore bylo 5 v prvni minuté po narozeni a 6 v paté minuté po porodu.

Ihned po narozeni se u dévcete projevila hypotonie a apnoe. Apnoe je chorobny stav,
pfi kterém dochazi k opakovanému nekontrolovatelnému zadrzeni dechu po urcity casovy

interval. Po dobu dvou dni byla nutnd mechanicka ventilace.
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Jeji hladina laktatu v Krvi byla zvySena v novorozeneckém obdobi a v celém tomto
obdobi méla problémy s krmenim.

Po 14 dnech provedené MRI mozku nebylo ni¢im patologické, avSak vyvojové
opozdéni bylo viditelné jiz v prvnich mésicich Zivota. Projevem bylo, ze dévcatko nebylo
schopné se usmivat nebo sledovat predméty o€ima.

Ve tiech mésicich se u ni projevily opakované fokalni zachvaty s tonickym drzenim
koncetin. MRI mozku odhalilo cerebralni atrofii a bilateralni 1éze v bazélnich gangliich
a v mozkovych pedinkulech. Laboratorni testy ukazaly vyrazné zvySeni laktatu a pyruvatu.
Na zakladé vyse zminénych nalezl byl diagnostikovén LS.

Lécba byla zahajena mitochondrialni koktejlovou terapii pozlstavajici z biotinu,
koenzymu Q10, komplexu vitamini B, vitaminl C a E i karnitinu. Zachvaty byly pfechodné
kontrolovany podavanim klobazamu.

V Sesti mésicich se u pacientky vyvinuly shluky tonické extenze hornich koncetin
a s o¢ima driftujicimi vzhiru. EEG ukdzal multifokdlni paroxysmalni hroty a iktalni EEG
ukazal vysokonapétové viny, které vedly k diagnéze symptomatické epilepsii. Po nasazené
terapii adrenokortikotropnim hormonem (0,005mg/kg/den) po dobu dvou tydni jeji kojenecka
symptomaticka epilepsie Uplné vymizela a jeji EEG ndlez se vyrazné zlepsil. Béhem 1éCby
pomoci adrenokortikotropniho hormonu vsak nastal progres v atrofii mozku a hladiny laktatu
Vv krvi se az trojnasobné zvysily.

Dva mésice po terapii se symptomatickd epilepsie vratila. Zachvaty uz nebylo mozné
plné kontrolovat, a to ani tehdy, kdyz byl podan 1€k na 1é¢bu epilepsie.

Nasledné¢ byl zahdjen druhy cyklus 1écby adrenokortikotropnim hormonem
(0,01mg/kg/den) po dobu dvou tydnl s postupnym snizovanim davky. Co se tyce kieci,
ty opét rychle ustaly, ale terapie vedla k vyrazné atrofii mozku a zvyseni hladin laktatu v Krvi.

Pacientka byla ve véku dvou let upoutana na ltizko z divodu hypotonického ochrnuti
vSech Ctyt koncCetin a trupu, nebyla schopna navazat o¢ni kontakt a méla polykaci potize.

Pro analyzu mitochondridlnich funkci byla pomoci koznich testi fibroblastl
analyzovéana rychlost spotfeby kysliku a aktivita respiracnich enzymu. Rychlost spotieby
kysliku ¢inila 59 % (mezni hodnota: 71,6 %) a respiraéni enzymové aktivity komplexu
OXPHQOS I-1V byly normalni.

Podatilo se identifikovat homoplazmatickou variantu m.9185T>C v pacient¢ing Krvi.
Varianta byla vidéna ve 28 z 28 sekvencnich c¢teni. Krev asymptomatické matky byla
testovana pomoci Sangerova sekvenovani a vysledkem bylo zjiSténi, Ze postrada variantu

m.9158T>C. I kdyz u této pacientky vznikla homoplazmaticka varianta m.9185T>C de novo,
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v mnoha pfipadech se dédi po materndlni linii. Protoze vysoka mutacni zatéz v postizené
tkani obecné vede k zdvaznému fenotypu, muze rozdil v mutacni zatézi v mozku pfispivat
ke klinické zavaznosti LS spojeného asociovaného s m.9185T>C. Dalsim moznym faktorem
spojenym s progresi onemocnéni jsou vlivy prostiedi. U sledované pacientky vSak nebyla
pozorovana akutni onemocnéni ani stresory prostfedi, coz naznacuje, ze faktory prostiedi

Jsou méné pravdépodobné spojeny s progresi onemocnéni. (Takada et al., 2019)
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Obr. 7: Elektroferogramy ziskané Sangerovym sekvenovanim MT-ATP6 s pouZitim krve pacienta a rodicu.
V krvi pacienta byla identifikovana homoplazmickd varianta m.9185T>C. Variantni signal nebyl
v elektoferogramech rodi¢t detekovan, coZ naznacuje, Ze u pacienta vznikla varianta m.9185T>C de novo.

(Upraveno podle: Takada et al., 2019)

4.4.2 Pozdni nastup

Dtive zdravy, 12lety chlapec byl pifijat do nemocnice 12. inora 2016 se stiznostmi
na pokles o¢niho vicka, chrapot hlasu, horecku a neschopnost chlize a mluveni. Pii poklesu
o¢niho vicka, chrapotu hlasu a horecce se jednalo o pfiznaky pfetrvavajici asi dva mésice.
Pozdg&ji si pacient stézoval na ospalost, poruchy polykani, slabost koncetin. Nasledovalo
respirani a obéhové selhdni. Klinické pfiznaky pacienta se po piijeti do nemocnice rychle
zintenzivnily. Umrti pacienta nasledovalo dva mésice po pfijeti do nemocnice na progresivni
dysfunkci mozkového kmene.

Co se tyce porodu, pacient se narodil koncem panevnim a s porodni hmotnosti 3250 g,
bez vyvojového opozdéni.

Ve veku 12 let vazil 50 kg a jeho vyska byla 156 cm. Rodinnd anamnéza, ktera byla
podobna stavu pacienta, byla pii jeho pfijeti do nemocnice negativni.

U pacienta byly provedeny rutinni testy krve a moci, vysSetfeni mocového sedimentu,
rutinni testy stolice. VSechny testy vykazovaly fyziologické vysledky. Hladina laktatu
Vv arteridlni plazmé byla mirné zvySena, hladina amoniaku a cukru byla fyziologicka. Ostatni
biochemické indexy krve byly fyziologické.

Cytologické a biochemické vySetfeni prokézalo normalni pifitomnost mozkomisniho

moku pozitivnich protilatek proti acetylcholinu.
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Dale byly provedeny testy protilatek na pfitomnost Mycoplasmaa pneumoniae, virus
Herpes simplex a virus Epstein—Barrové, vSechny testy byly analyzovany S negativnim
vysledkem.

Analyza genového sekvenovani odhalila T-to-C piechod na nukleotidu 9176
mitochondridlniho genu ATPazy 6 (zména aminokyseliny z leucinu na prolin). Jednalo
se tedy o pacienta s heteroplazmickou mutaci od matky (viz Obr. 8).
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Obr. 8: Sekvenéni elektroforegramy ukazujici substituci na m.9176T>C. Tato substituce byla odhalena

ve vzorcich krve pacienta. Varianta tét0 mutace se u pacienta vyskytovala ve zkoumanych tkanich a byla
homoplazmicka. Mutace byla nalezena také Vv matefské krvi na nizké urovni heteroplazie, ovsem nebyla

nalezena ve vzorcich DNA otce pacienta. (Upraveno podle: Takada et al., 2019)

MRI sken mozku ukézal symetrické abnormalni signaly v bazélnich gangliich,
medialnim thalamu, v oblasti stfedniho mozku a bilateralni bilé hmoté v oblasti lateralnich
komor obou hemisfér.

Leékar diagnostikoval LS na zdkladé klinickych fenotyptl, pozorovani laktatové acidozy
a cerebralnich 1ézi i diky analyze sekvenovani genii. Na zakladé vyjadieni 1ékate se jednalo
0LS sneobvykle pozdnim nastupem rychle probihajicimi piiznaky, ktery byl zdédén
PO matce.

Pacient byl 1é¢en dva mésice antivirotiky a léky na odvodnéni (z diivodu sniZeni
intrakranidlniho tlaku). Denné€ mu bylo podavano 100 mg komplexu vitamind B, 300 mg

vitaminu C, 50 mg vitaminu E, 90 mg koenzymu Q10 a 300 mg karnitinu. (Liang et al., 2021)

4.5 Preimplantacni geneticka diagnostika

Jedna s o Casnou formu prenatalni diagnostiky. Toto genetické testovani se provadi
najedné blastomefe ze tfidennich embryi, kterd byla ziskana po IVF. Do téla matky

se pienesou pouze ta embrya, které se prokazi jako zdrava.
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Pary, které se rozhodnou pro preimplantacni genetickou diagnostiku proto, aby
se vyhnuly  pfenosu  genetického onemocnéni, musi podstoupit 1écbu IVF
a intracytoplazmickou injekci spermie. Podobné jako u monogennich onemocnéni, jsou PCR
protokoly aplikovany na Grovni jedné bunky.

Nasledujici kazuistika popisuje prvni klinickou zkuSenost, ktera prokazala
preimplantacni genetickou diagnozu LS v disledku mutace v SURF1 genu.

Jedna se o pripad 42leté zeny. Jeji anamnézou je ztrata dvou déti s umrtim ve véku 5 a 7
let po diagnostikovani LS u obou déti.

Oba rodice (nedotceni nositelé nt769 G/A mutace v SURF1 genu) pozadovali IVF
spole¢n¢ s preimplantacni genetickou diagnostikou pro LS.

V IVF cyklu Zeny bylo dvanact oocytll. Sedm jich bylo mikroinjikovano a bylo ziskano
sedm embryi. Preimplantacni genetickd diagnostika byla provedena pomoci
mikromanipulace, tedy odebranim jednotlivych blastomer ze sedmi embryi ve tieti den
Stépeni pro biopsii. Blastomery byly testovany na mutaci nt769 G/A v genu SURF1 pomoci
analyzy polyakrylamidového gelu a amplifikaci PCR.

Byla provedena celogenomova amplifikace pro biopsii kazdé¢ bunky samostatné.
Dle vysledku gelu byla nalezena tii embrya heterozygotni a tii homozygotni pro sledovany
gen LS. Jedno embryo nebylo hodnoceno. Par poté podepsal formulat souhlasu s nadhradou 3
embryi.

Jednocetné tehotenstvi bylo potvrzeno v 7. tydnu téhotenstvi pomoci ultrasonografie.

Po bezproblémovém té€hotenstvi se narodila hol¢icka. (Unsal et al., 2008)

4.6 Lécba

Prvnim krokem 1é¢by je kvalitné sledovat specificky fenotyp a vék nastupu. Nastup LS
je dulezity pro predikci klinické zavaznosti a prognézy. Pro kazdého pacienta je nutné

poskytnout individualni 1é¢bu a individualni protokoly sledovani. (Hong et al., 2020)
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5 LEIGH-LIKE SYNDROM

Jak je patrné z piedchozich kapitol, LS ma zna¢nou klinickou i genetickou heterogenitu,
coz vede k siroké Skale abnormalit. Leigh-like syndrom je nejenom syndrom v genetickém
kontextu vychdzejici z LS vcetné¢ shodnych fenotypovych projevli, ale jsou k nému
pfidruzeny jesté dalsi. U LS je nejCastéji postizena CNS, coz doprovazi i psychomotoricka
retardace. Pacient pievazné trpi zachvaty, optickou atrofii, ataxii a respiraénim selhanim.
Pokud se ktémto pfiznakim pfipoji i postizeni PNS nebo jiné komplikace kromé
neurologickych (maly vzrist, diabetes mellitus, kardiomyopatie, anémie, zvraceni a prijem),

jsou tyto symptomy oznacovany jako Leigh-like syndrom. (Finsterer, 2008)

5.1 Leigh-like syndrom s fenotypem zptisobenym m.1091T>C v MT-ND3

V nasledujici kapitole bude jako piiklad uvedena kazuistika pacientky s Leigh-like
syndromem vcetné genealogického kontextu.

Pacientem byla Zena, 32 let, s vySkou 170 cm a hmotnosti 120 kg. Byla narozena
nepiibuznym rodic¢iim.

Jeji anamnéza po narozeni obsahovala tézkou novorozeneckou Zloutenku a opozdény
vyvoj fe¢i (az do veéku 2 let). Ve veéku 3 let byla u pacientky pozorovana hypermobilita
kloubt s opakujicimi se podvrtnutimi koncetin a snadna tvorba modiin. Ve véku 5 let se u ni
projevila snizend vytrvalost a cvi¢enim vyvolané péleni svall, coZ se zlepsilo po odpocinku,
prikladani studenych obkladii a doplnéni sacharidd. V tomto véku se u ni také zacaly
projevovat deprese, které byly 1éceny antidepresivy od 12 let. Opakujici se t€zké prijmy byly
pozorovany od 6ti let a podafilo se je zastavit az ve véku 26 let po podani ubiquinolu. Od 7 let
se u ni projevovaly tonicko-klonické zachvaty s frekvenci nékolikrat ro¢né€, migrény
projevujici se jednostrannou pulzujici bolesti vpravo a také prvni synkopa, ktera se ¢asem
zvysila na ¢etnost nékolikrat denné do veéku 14 let. Ve 12 letech byl pacientce diagnostikovan
hypogonadismus, pseudotumor cerebri s papilémem pak ve 14 letech. Od tohoto véku ji bylo
diagnostikovéano také mirné kognitivni poskozeni progredujici do tézké exekutivni dysfunkce.
Ledvinové kameny byly u ni nalezeny ve véku 18 let a celkem ctyfikrat poté. Od 19 let
se u pacientky vyskytovala trvala lymfocytéza a nervova bolest, taky supraventrikularni
tachykardie. Holterovo monitorovani a studie spanku odhalily recidivujici centralni
hypoventilaci. Ta se zlep$ila aerobnim tréninkem a podanim ubiquinolu.

Anamnéza dale pokracovala ve vypoctu: hypokorticismus uspésné lécenym

hydrokortisonem od 21 let, zvySenym laktaitem od 22 let, neuropatie malych vlaken
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diagnostikovana kozni biopsii ve veéku 23 let. V 25 letech se u pacientky projevila
hemolytickd anémie (nizky pocet erytrocytl, nizky hematokrit). Pacientce byla provedena
splenektomie v 26 letech. Hypogamaglobulinémie byla poprvé pozorovana ve 30 letech.
Zaznamenan¢ byly také chronicky zvysené zanétlivé markery, véetné sedimentace erytrocyti,
hladina C-reaktivniho proteinu byla 110mg/1, velmi vysoké byly i poéty CD19.

Rozséahlé vysetieni autoimunitnich onemocnéni nepiineslo zadny vysledek.

Co se tyc¢e pacient¢inych rodici, tak matka trp€la myalgii, hyperlaxitou a oboustrannym

O

zrakovym postizenim (viz Obr 9).

Myalgie Hyperlaxita Hyperlaxita
Hyperlaxita
Oboustranné

zrakové
postizeni

O

Hyperlaxita Hyperlaxita
Ptoza

Cyklické zvraceni

Epilepsie

Rhabdomyolyza

Obr. 9: Rodokmen pacientky (oranzova §ipka) a jejiho nevlastniho bratra (zelena Sipka). (Upraveno podle:
Newstead a Finsterer, 2022)

Nevlastni bratr pacientky (spolecna matka) trpél stiedné téZkou levou ptdzou,
syndromem cyklického zvraceni, epilepsii @ Syndromem rozpadu pfi¢né pruhovaného svalstva
charakterizovanym prinikem intracelularniho obsahu svalovych vldken do cirkulace
a extracelularni tekutiny (rhabdomyolyza), (viz Obr 9).

K témto diagn6zdm se pozdé€ji ptidal 1 horizontdlni nystagmus a ataxie pfi tandemové
chiizi. Studie nervového vedeni a jehlova elektromyografie neptinesly zddné nové informace.
CT mozku odhalilo abnormdlni kalcifikaci a mozkovd MRI prokézala mirnou

periventrikularni hyperintenzitu bilé hmoty spolu s hypointenzivni 1ézi ve stfednim mozku.
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Nebyl pozorovan zadny laktatovy pik a hladina kreatinkinazy se nachdzela ve fyziologickém
rozmezi. Laktat vykazoval mirné zvySeni hodnot, ale hladina pyruvatu byla fyziologicka.
Pomér laktat/pyruvat byl zvySeny, ale s aerobnim tréninkem se upravil. Sérové hladiny
kortizolu, adrenkortikotropniho hormonu a aldosteronu byly nizsi nez u zdravého jedince.

Zkoumani moci ptineslo ve vysledku nizky obsah organickych kyselin (napft. glykolova,
3-hydroxypropionova, 2-hydroxyisovalerova, jantarova, methyljantarova, glutarova, jablecna,
adipova a citronova). Na zéklad¢ tohoto zjiSténi byla diagnostikovana renalni tubuldrni
acidoza.

Neuropsychologické testy prokazaly zavaznou exekutivni dysfunkci a snizenou rychlost
zpracovani informaci, ktera se pti opakovaném testovani zhorsila.

Svalova biopsie prokazala vic nez 10 % roztiepenych cervenych vldken spolu
s odpovidajicim roztiepenymi modrymi vldkny pii barveni sukcindtdehydrogenazou. Toto
barveni taktéz prokazalo 2 % COX negativnich vladken, coz je mnohem vys§i hodnota,
nez by se o¢ekavalo u pacienta tohoto véku a odpovidajici degeneraci vlaken (viz Obr. 10).

(Newstead a Finsterer, 2022)

Obr. 10: Svalova biopsie pacienta z pravého musculus quadriceps femoris — rectus femoris. Cervena Sipka

oznauje COX negativni svalova vlakna. (Upraveno podle: Newstead a Finsterer, 2022)

Genetické vySetfeni ve véku 23 let u pacienta odhalilo variantu mtDNA m.10191T>C
v MT-ND3 a variantu m.12770A>G v MT-ND5 v burikach bukalni sliznice. Tato varianta
byla poté jeste dvakrat potvrzena, a to sekvenovanim celého genomu i sekvenovanim
mtDNA. Matka byla pozitivné testovana na variantu m.10191T>C.

Navzdory tomu, Ze pacient byl triatlonista, zdvodni para-plavec a jeho piijem byl méné
nez 1000 kcal/den, mél potize shubnutim. Pacient byl v dobé provadéni jednotlivych
vySetieni schopen vykonavat vSechny ¢innosti denniho zivota a i pfes mirnou progresi byla

jeho prognéza hodnocena jako dobra. (Newstead a Finsterer, 2022)
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5.2 Mutacev TMEM126B

THEM126B obsahuje pét exoni a koduje slozku sestaveni mitochondrialniho komplexu
I. Tato slozka je nutna pro sestaveni komplexu, avSak neni soucasti vysledného komplexu
mitochondrii. Tyto mutace zptisobuji izolovany deficit mitochondridlniho komplexu I a maji
za nasledek rtznorodé Kklinické fenotypy, napf. intolerance zatéze, svalovou slabost,
kardiomyopatii a renalni tubularni acidozu. Do doby zveifejnéni vysledku této studie (2023)
bylo celosvétové nalezeno deset pacientl, ktefi méli celkem c¢tyfi mutace v THEM126B.
Zadny z pacientii nejevil neurologické potize.

V této studii byly objeveny dvé nové heterozygotni mutace THEM126B, a to diky
sekvenovani.

Pacientka byla piijata na pediatrickou Kliniku University First Hospital v Pekingu. Jeji
klinicka diagnoéza Leigh-like syndromu byla stanovena v souladu s doposud ziskanymi
informacemi.

Pacientka se narodila do neptibuzné zdravé Einské rodiny s normalnimi gesta¢nimi
a porodnimi zaznamy.

Ve véku 15 mésict chodila nejistou chizi a na dva mésice absolvovala rehabilita¢ni
trénink, avsak bez ptiznivych vysledk.

Ve dvou letech se u ni projevil strabismus v levém oku a pietrvavaly poruchy chize.
Ve tiech letech méla slabou svalovou silu, snizené svalové napéti a trpéla podvyzivou. Méla
vSak dobfe vyvinuté reflexy a mentalni reakce. Oblicej pacientky byl Zluty, stejné jako dlané
achodidla. MRI prokazalo symetrické skvrnité signalni stiny. Elektromyogram odhalil
zpomalené vedeni senzorickym nervem na levém povrchovém svalu na zadni strané lytka
anormalni vedeni motorickych nervii. Metabolické vySetfeni prokazalo zvySené hladiny
laktatu v krvi spolu se zvySenou kyselinou hydroxymaselnou. Zvysena byla taktéz hladina
aspartataminotranferazy, coz naznacovalo zhorSenou funkeci jater.

Sekvenovani celého exomu a mitochondrialni genomové sekvenovani bylo provedeno
pomoci sekvenatoru Illlumina HiSeq 2000. DNA byla sekvenovana z periferni krve pacientky
a kontrola kvality probéhla pomoci elektroforézy na agarovém gelu. Varianta mutace

v THEM126B byla potvrzena pomoci Sangerova sekvenovani. (Xiyue et al., 2022)
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6 ZAVER

Ptedlozend bakalatska prace pojednava o problematice Genu SURF1 a o jeho mutacich,
které mohou zpusobovat vazna genetickda onemocnéni. Mutace v genu SURF1 vedou
K riznym onemocnénim spojenych s poruchou produkce mitochondridlni energie,
napi. k Charcot-Marie-Toothové chorobé. Mutace tohoto genu mize byt i1 jednou
z moznych pfi¢in vzniku Leighova syndromu. Tento syndrom je fazen mezi vzacna
neurodegenerativni onemocnéni s heterogennimi genetickymi i klinickymi ptiznaky.

Gen SURFI se nachazi na dlouhém raménku q chromozému 9 na pozici 34.2 a koduje
tvorbu proteinu Surfl. Chromozém 9 je jednim ze 46 chromozoémi v somatické buiice
¢lovéka. Obsahuje 9 exont a je tvofen pfiblizné 141 miliony part bazi. Pti translokaci tohoto
chromozému achromozoému 22 dochdzi ke vzniku Filadelfského chromozému
ptedstavujiciho onkogen, ktery je zodpovédny ve fenotypovém projevu za vznik chronické
myeloidni leukémie.

Gen SURF1 nese genetickou informaci pro stavbu proteinu Surfl. Tento protein hraje
vyznamnou roli v oxidativni fosforylaci, kterd probih4 na vnitini mitochondridlni membrang.
Mitochondrie patii mezi hlavni zdroj energie produkované ve formé ATP v organismu. ATP
fosforylace je COX — cytochrom ¢ oxidaza. Ta katalyzuje pienos elektronti. Absence proteinu
Surfl vede ke snizeni mnozstvi holoenzymu COX, kterd katalyzuje ptenos elektront,

Pro moznost zkoumani dilezitosti a vyznamu SURF1 genu bylo v poslednich desetiletich
vytvoieno nékolik zvifecich modeli s deficitem SURFI1, avSak vysledky byly pomérné
kontroverzni a neuspokojivé.

V roce 2021 byl proveden pokus na detekci tohoto genu s pomoci kolorimetrického
biosenzoru. Védci pro tento ucel vyvinuli ultrasenzitivni kolorimetricky biosenzor pro detekci
fragmenta SURF1. V této studii (2021) byla tuspésné ovéiena reprodukovatelnost metody
a citlivost biosenzoru, pticemz vysledky byly uspokojivé.

Gen SURF1 je podminujicim faktorem pfi riznych syndromech a onemocnénich. Jednim
Z nejznaméjsich onemocnéni, ktera jsou podminéna mutaci genu SURF1, je Charcot-Marie-
Toothova choroba typu 4K. Tento geneticky syndrom je charakterizovan svalovou slabosti

a atrofii spojenou s poruchou distalniho citéni. Postizeny byvaji jak horni, tak dolni koncetiny.
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Spole¢nost Taysha Gene Therapies predstavila v roce 2021 novou genovou terapii
pod nazvem TSHA-104. Tato genova terapie je zaloZena na principu adeno-asociovaném viru
sérotypu 9. Jedna se o jeden z nejlépe prozkoumanych systému, je hodnocen jako stabilni
a nepatogenni. Po podani TSHA-104 se zvysSilo mnozstvi mitochondrialné¢ kédované COX
vV myS$im modelu, ktery slouzil pro ovéfeni Uc€innosti. Ze zaveru laboratornich zkousek
vyplyva, ze TSHA-104 ma schopnost snizovat laktitovou acidéozu vyvolanou cvic¢enim.
Tim podporuje mitochondridlni funkci pfi stavech spojenych se stresem ve zkoumanych
preklinickych modelech. Diky t€émto vysledkiim se prozatim fadi k bezpecnym a G¢innym
konceptiim.

Mutace genu SURF1 mize byt i jednou z ptic¢in Leighova syndromu. Jedna se o vzacnou
heterogenni neurologickou poruchu, kterd je zplsobena posSkozenim mitochondridlni
produkce energie. S timto syndromem je v soucasnosti pojeno vice nez 75 gentl, co znamena
Sirokou heterogenitu jak klinického obrazu, tak jeho manifestaci. Rozeznavame dva zakladni
typy Leighova syndromu. Klasicka forma (Casny nastup) se projevuje pied druhym rokem
Zivota a jeji nasledky jsou vazné&jsi nez u pozdniho nastupu. Druha forma Leighova syndromu
(s pozdnim néstupem) je klasifikovana pii vyskytu az po druhém roce Zivota a je velmi
vzacna.

Leighiv syndrom nema pevné nadefinované privodni fenotypové ptiznaky. Diagnostika
probiha na zdkladé MRI a biochemickych testli, ptipadné testi provadénych individudlné
Vv piipadé kazdého pacienta. AvSak mezi Casté projevy patii bilateralni l1éze v mozkovém
kmeni a bazalnich gangliich, poruchy centralni nervové soustavy s psychomotorickou
retardaci, oftalmologické abnormality, respira¢ni selhdvani a variabilni multisystémové
postiZeni.

Leigh-like syndrom je ve své podstaté odvozen od klasického Leighova syndromu,
pficemz se u ngj pridruzuji i jiné, malo Casté projevy. Zatim co u Leighova syndromu
je vétsinou poskozena centralni nervova soustava, u Leigh-like syndromu je poskozena
I periferni nervova soustava a objevuji se i jiné komplikace kromé vySe zminénych
neurologickych projevi, napt. maly vzrust, diabetes mellitus typu Il, anémie, zvraceni
a prujem.

Z 1écebného hlediska se v téchto piipadech onemocnéni pacientl jedna pouze o tlumeni

jednotlivych projevii vhodnou medikaci.
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