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ANOTACE

Lidska mitochondridlni DNA je kruhova dvouvldkna molekula DNA, ktera se
dédi vyhradné po materndlni linii, tedy po matce. Mutace v mtDNA mohou zpusobit
rizna onemocnéni, jako jsou mitochondridlni myopatie, opticka neuropatie nebo ztrata
sluchu. Tyto mutace se vyskytuji ¢astéji nez mutace jaderné DNA, pravdépodobné kvuli
vysokému vyskytu oxida¢niho poskozeni v mitochondriich.

KLICOVA SLOVA

Mitochondrie, mitochondrialni DNA, mutace mtDNA, mitochondrialni onemocnénti,
diagnostika mitochondridlniho onemocnéni, 1é¢ba mitochondridlniho onemocnéni

TITLE
Human Mitochondrial DNA and its mutations

ANNOTATION

Human mitochondrial DNA is circular double-stranded DNA molecule that is
exclusively inherited after maternal lineage, therefore from the mother. Mutations in
mtDNA can result in range of diseases, including mitochondrial myopathies, optic
neuropathy or hearing loss. These mutations occur more frequently than mutations in
nuclear DNA, likely due to the high rate of oxidative damage in mitochondria.

KEYWORDS

Mitochondria, mitochondrial DNA, mutations of mitochondrial DNA, mitochondrial
diseases, diagnostics of mitochondrial diseases, treatment of mitochondrial disease
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TERMINOLOGIE

Apoptéza — zanik bunky; programovand bunécna smrt

Biogeneze — vznik organismu z organismui jemu podobnych
Biomarker — indikator stavu nebo udalosti v biologickém systému

Biparentalni mitochondrialni dédi¢nost — zdédéni mitochondrialni genetické informace
od obou rodict

Delece mtDNA — ubytek mtDNA

Diferenciace bunék — proces vyzravani a rozliSovani, béhem néhoz jednotlivé bunky
ziskavaji specializované vlastnosti a funkce

Divoky typ DNA — termin pouzivany k popisu genu, pokud se nachazi v jeho pfirozené,
nemutované formég

Exprese genu — proces, kdy se genetickd informace, obsazena v genu, projevi jako fenotyp
Fagocytdéza — proces, kdy buiika pohlcuje pevné ¢astice z okolniho prostiedi

Fenotyp — soubor pozorovatelnych znakt jedince, ktery je vysledkem jeho genotypu a
pusobeni prostredi

Geneticky drift — stala nebo ndhodna zména ve frekvenci genti populace za jednotku ¢asu
Genom — veskera geneticka informace ulozend v DNA

Haplotyp — kombinace alel, jeZ odkazuje na rtizné mista sekvence DNA

Helikaza — enzym, ktery pfi replikaci DNA rozviji dvousroubovici DNA

Heteroplazmie — smiSena populace mutantnich a normalnich molekul mtDNA v jedné bunce



UVOD

Lidska mitochondrialni DNA se od 90. let minulého stoleti zacala vice dostavat do
popiedi a stala se genetickym artefaktem, ktery lze vyuzit i v ostatnich védnich oborech.
Mitochondrialni DNA se velmi cCasto vyuziva napf. v Iékaiské a forenzni genetice,
kriminalistice, evolucni Ci systematické biologii. Tato bakalarska prace se zamétuje predevsim
na lidskou mitochondridlni DNA a jeji mutace. Cilem této prace je pfiblizit a sjednotit
nejnovejsi a dostupné informace o mitochondriich, o mitochondridlni DNA a jejich mutacich.
V této praci jsou uvedeny i diagnostické postupy, které jsou nezbytné k odhaleni a urceni

diagn6zy mitochondrialniho onemocnéni.
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1  MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou organely endosymbiotického piivodu, které jsou obklopeny dvojitou
membranou, (viz Obr. 1). Mitochondridlni buiiky jsou rozhodujici pro fadu bunécnych funkci,
jako je bunécny metabolismus, signalizace a apopt6za nebo produkce ATP oxidac¢ni fosforylaci.
S ostatnimi organelami se nachéazeji v eukaryotickych bunkéach. Eukaryotickd buika je
definovana jako zdkladni stavebni a funk¢ni jednotka vSech organismu. Je rozliSovéna na

zivocisnou a rostlinnou bunku [1, 2].

Zivodisna buiika obsahuje jadro a cytoplazmu, kterou obklopuje plazmaticka
membrana. Tato membrana zptisobuje oddéleni cytoplazmy od extracelularniho prostoru. Jejich
charakteristickym znakem je organizace do membranové vazanych kompartmentd, neboli do
endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu, endozémd, lysozoémd, peroxizomi a
mitochondrii. U vétSiny ZivociSnych bunck nachdzime také fasinky. Endoplazmatické
retikulum je podle sou€asnych poznatki zodpoveédné taktéZ za koordinaci zdsadnich procesi a

homeostazy [2, 3].

Rostlinna burika je odlisSna od zivoc¢isné ve vyskytu bunécné stény, ktera obsahuje
celulozu a dalsi polysacharidy. Dalsi odliSnosti jsou plastidy a plazmodezmy [4].

vy

U eukaryot Zijicich v prostiedi s nizkym obsahem kysliku byly mitochondrialni funkce
do rizné miry omezeny. V zavislosti na existenci dychaciho fetézce, produkce vodiku a
schopnosti vyrabét ATP byly mitochondrialni organely rozdéleny do 5 tfid, takzvané do
klasické aerobni mitochondrie, anaerobni mitochondrie, vodik produkujici mitochondrie,
hydrogenozém a mitozém [5].

ATP synthase particles

Intermembrane space
Matrix

Ribosome Slis s

Granules

Inner membrane
Outer membrane

Deoxyribonucleic acid (DNA)

Obrizek 1 - Struktura mitochondrie; DNA, ribozomy (ribosomes), DNA, Granule (Granulas), ¢astice ATP
syntetazy, matrix, vnéj$i membrana (outer membrane), vnitini membrana (inner membrane), mezimembranovy
prostor (intermembrane space), kristy (cristae). Pievzato z [6]
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1.1 Evoluce mitochondrii

V evoluci mitochondrii hrdla nejvétsi roli endosymbiodza, diky ni se pravdépodobné

vyvinuly eukaryotické butiky do dnesni podoby [7].

Fenomén endosymbidzy neboli existence jednoho organismu ve druhém, hluboce
ovlivnil evoluci Zivota a nadale utvaii ekologii nes¢etnych druhii. Urcita buinika ptsobi jako
hostitel a pfijima mensi buiiku, vyuziva k tomu fagocytdzu ¢i pinocytézu. Alternativné muze
endosymbiont vyuzit specializované mechanismy pro vstup do cytoplazmy hostitelské buiky.
Za uspésného sjednoceni endosymbionta do cytoplazmy hostitelské buiikky dojde k jeho
ptfetvoreni za vzniku organely s jedinecnymi vlastnostmi. Endosymbiont vytézi z jeho vztahu
ochranu pfed pfipadnymi predatory, déale pfistup k prostfedi bohaté na ziviny. Hostitelska
buika taktéz ziskava vyhodu z tohoto vztahu v podob¢ nutri¢ni cesty. Obecny predpoklad je,
Ze prave timto zplisobem se vyvinula jednobunééna eukaryota, a to z prokaryotickych bunek,
z domény starovekych Archea nebo primitivniho eukaryotického ptredka. I kdyz byla teorie
endosymbidzy v roce 1920 odmitnuta bunéénymi biology, v roce 1960 byla znovu piijata.

Endosymbidza se vyuzila i v ptipad¢ charakteristiky a studia mnohobunécnych eukaryot [7, §].

Literatura nabizi hned nékolik diikkazi o endosymbidze. Jednim z nich je strukturni a
funk¢éni podobnost bakteridlni DNA s mitochondridlnimi a chloroplastovymi organelami. Dalsi
vychazi z podobnosti bakterialniho biochemického aparatu, ktery je schopny produkovat ATP
oxidativni fosforylaci ¢i fotosyntézou. Teorii endosymbidzy podporuje 1 senzitivita
prokaryotickych, chloroplastovych a mitochondridlnich ribozom na podobné reagencie proti
bakteriim. NejvyznamnéjSim dikazem je, Ze organely mitochondrii a chloroplastli nejsou
zpisobilé vyvijet se de novo. Namisto toho se zdvojuji podobnym zplsobem jako je binarni

déleni [7, 9.

Jeden z nejpodstatnéjsich dikazl podpory této teorie pochazi z organelovych genomt.
Organely maji tendenci uchovavat miniaturizovany prokaryoticky chromozém kodujici 200
proteini nebo méné v piipadé plastidi, 63 proteini nebo méné v piipadé mitochondrii.
Navzdory této redukci genomu se ob¢ organely nachazeji v fddu 2000 proteinti. Rozpor mezi
poctem proteint, které organely koduji a poctem proteint, které obsahuji je obecné vysvétlen
teorii endosymbidzy, kterd zahrnuje pfenos genii do jadra neboli endosymbioticky pienos genli
(EGT). V pribéhu evoluce bylo mnoho geni ptfeneseno z organel do chromozomil jejich
hostitele. V ranych fazich evoluce organel, pied vyndlezem zafizeni pro import proteint, které

umoziovalo plastidim a mitochondriim importovat proteiny z cytosolu, se ptenesené geny bud’
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staly pseudogeny, nebo se projevily jako cytosolické proteiny. S pirichodem importu
organelovych proteinit mohly pfenesené geny ziskat potiebné expresni a cilové signaly, které

by byly zaméfeny zpét na organelu, ze které byl ziskan jaderny gen [7].

Endosymbiotické genové pienosy se vyznacCuji prenosem a trvalym sjednocenim
genetického materialu z endosymbionta do jadra hostitelské butiky. Jednim z dulezitych faktort
EGT je vyvolani genové prevahy hostitele, dale spusténi cytoplazmatickych spojeni a umoznéni
vhodné kontroly nad biosyntetickou kapacitou endosymbionti. EGT se také muize projevit
ve fyziologickych a strukturnich zménach endosymbiontl. Jedna se o druh horizontalnich

genovych ptrenost (HGT) [10].

Predpoklada se, ze k endosymbidze predchiidce mitochondrii doslo jenom jednou,
kdezto u endosymbidzy chloroplastii, kterd vedla ke generaci modernich chloroplastii, doslo 1
nckolikrat. Tato mnohondsobnd evoluce chloroplasti sméfovala k riznym stupiiim
endosymbidzy, coz mélo za dusledek odlisné zaméteni rliznych prvokd, rostlin a fas. Na rozdil
od tohoto faktu se mitochondridlni anatomie zdéa byt podobna u rtiznych druht. Vyjimku tvoii
pouze vyskyt mitozonil a hydrogenozému u nékterych prvokil a organismii. Mitochondrie jsou
povazovany za endosymbiotickou rodovou linii proteobakterii a chloroplasty jsou vyvinuté

formy sinic [7, 9].

Dalsi z teorii ptivodu mitochondrii je teorie vodiku. Ta vyvolava metabolickou
symbidzu mezi doménou Archea produkujici metan a a-proteobaktériemi. V tomto piipadé
vzniké eukaryotickd bunééna komplexnost po endosymbidze. Obé¢ teorie jak teorie vodiku, tak
teorie endosymbidzy zahrnuji rozsahly pfenos genu z a-proteobaktérie do archealniho hostitele
a evoluci systému pro cileni proteini kdédovanych jadrem na endosymbionta, ktery se

transformoval na organelu [8].

Zatim 7adna z teorii o plvodu mitochondrii nebyla doposud uznéna za jedinou
spravnou. Vzhledem ke skute€nosti, Ze se stale objevuji nova data, dale se pracuje na variantach

puvodnich teorii a vznikaji i teorie nové [11].
1.2 Struktura mitochondrii

Mitochondrie jsou organely protdhlého tvaru se zaoblenymi konci. Vyznacuji se
prichozi pro ionty a malé molekuly bez naboje pfes membranové proteiny (poriny), které tvori
pory. Jakékoliv vétsi molekuly, zejména proteiny, jsou pievadény specidlnimi translokdzami.
Vnitini membrana je tésnd difuzni bariéra pro vSechny ionty a molekuly. Ty se mohou
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transportovat pouze pomoci specifickych transportnich proteintl, z nichz kazdy je selektivni pro
konkrétni iont nebo molekulu. Vnitini membrana je misto, kde probihd oxida¢ni fosforylace
v sadé¢ membranovych proteinovych komplexti. Dale obsahuje proteinové komplexy Fi-Fo,

ktery je zodpovédny za syntézu adenosintrifosfatu (ATP) [12].

Vnitini a vnéj$i membrany mitochondrii vymezuji tfi kompartmenty uvniti organely,
z nichz kazdd ma svou odli$nou roli a odpovidajici proteinové slozky. Je to mitochondridlni
matrix, kterd je mistem replikace mtDNA, transkripce, biosyntézy proteini a cCetnych
enzymatickych reakci. Déle zde najdeme mezimembranovy prostor, o Sifce 10-20 nm. Vnitini
membrana tvoii zahyby, nazyvané cristae, které zasahuji hluboko do matrice. Cristae definuji
posledni kompartment, crista lumen. Membrany cristae obsahuji vétSinou plné sestavené
komplexy elektronového transportniho fetézce. Obsahuji velké mnozstvi malého rozpustného
nosného proteinu cytochromu c. Mitochondridlni cristae jsou tedy hlavnim mistem pfemény

biologické energie u vSech eukaryot nevyuzivajici fotosyntézu [13].

Mitochondrie jsou dynamické organely, které tvofi komplexni sit' trubicovitych
struktur. Podstupuji fuze a St€peni, aby vytvoftily specifickou mitochondrialni morfologickou
sit’ podle potieb bunécné energie, metabolického stavu buiiky nebo se prizplisobily bunéénym
podnétim. Mitochondrialni fize umoziuje organeldm sdilet metabolity, proteiny a mtDNA a
hyperfizni mitochondrialni morfologie je spojena s mechanismem obrany, ktery zvySuje pieziti
bunck. Naproti tomu, zatimco fragmentace mitochondrii je ¢asto spojena s mitochondridlni
dysfunkci a bunécnou smrti, tento proces je také vyzadovan pro mitochondridlni pohyblivost

[13, 14].
1.3 Funkce mitochondrii

Mitochondrie jsou pievazné znadmé pro vyrobu energie ve formé¢ ATP. Ale nejsou jen
vyrobci energie, slouzi také jako signalni organela podilejici se na mnoha dalSich
fyziologickych funkcich, vetn€ apoptdzy, syntézy hemovych a Zelezo-sirovych klastri a

homeostdzy vapniku [13].

Hlavni zdroj energie v buitkach pochazi z defosforylace molekuly ATP na molekulu
adenosindifosfatu (ADP). Aby byl tento proces udrzitelny, buiika potiebuje pouzivat ziviny k
regeneraci pouzitych molekul ATP. Molekula gluk6zy se v disledku mnoha chemickych reakci
postupné rozpada na oxid uhlicity a jeji atomy vodiku se odizoluji, ty se pak pouZivaji ke
slouceni s kyslikem a vznika tak voda. Prvni faze tohoto déje je nezavisla na mitochondriich,

je anaerobni a probiha v cytosolu. Takto je popisovan d¢j glykolyzy, pii niz vznikaji pouze dvé
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molekuly ATP z jedné molekuly rozkladané glukézy. Tim vznikaji dvé jednotky pyruvatu. Pro
nejlepsi produkcei ATP je glykolyza spojena jesté s druhou cestou, zndmou jako Krebstv cyklus
nebo cyklus kyseliny citronové (viz Obr. 2), ktery probiha v mitochondriich a je aerobni.
Krebstuv cyklus obsahuje devét riznych enzymatickych reakci a kazdé kolo cyklu vyprodukuje
tfi molekuly nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), jeden flavinadenindinukleotid (FADH.)
a jeden guanosintrifosfat (GTP). Z jedné molekuly glukézy jsou katabolickou glykolyzou
vyprodukovany dvé molekuly kyseliny pyrohroznové (pyruvat). Pyruvat vstupuje diky nosici
mitochondrialniho pyruvatu (MPC) do matrice, kde je dekarboxylovan, nasledné oxidovan a
spojen s koenzymem A pyruvat dehydrogendzou (PDH), za vzniku acetyl-CoA. Dvé molekuly
acetyl-CoA odvozené¢ od glukézy v mitochondridlni matrici tedy vedou ke slozitému
katabolickému cyklu, ktery dava vzniknout dvéma molekuldam CO», a to diky tomu, Ze jejich
atomy vodiku jsou odstranény a pouzity k vyrobé celkem Sesti NADH, dvou FADH, a dvou
GTP [13, 15].

GlYyKOlYyZa =p Acetyl-CoA
CoA-SH

Oxaloacetat & itra
NADH+H* Citrat
NA‘ED/ \

Isocitrat

Malat R

Krebsuv cyklus NAD*

[ F‘ NADH+H*
Fumarat a-ketoglutarat
FADH /Qim
2
NADH+H*
FAD Sukcinat Sukcinyl-CoA
CoA-SH

Obrdzek 2 - Krebsiiv cyklus. Prevzato z [13].

NADH a FADH, molekuly pak nasledn¢ mohou byt vyuzity v procesu oxidacni
fosforylace, kde je pfevazna vétSina energie nakonec pieménéna na ATP. Oxidac¢ni fosforylace
se sklada z prichodu elektronti z NADH a FADH, do konec¢ného akceptoru, kterym je kyslik,
a to diky elektronovému transportnimu tetézci (ETC). Z oxidacni fosforylace vychazi bunécné
dychani, které vyuziva tento proces jako zasobnik pro vazbu elektronti ve formé molekularniho
kysliku. Dychéni je spojeno s produkci ATP syntézou. Teoreticky se tedy z jediné molekuly
glukozy da vyprodukovat az 29 molekul ATP [15].
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DalSim zptsobem vyroby NADH a FADH. je vyuZiti procesu znamého jako B-oxidace
mastnych kyselin, kdy je mastné kyselina pfeménéna na mastny acyl-CoA a poté na kyselinu
karnitinovou, aby mohla vstoupit do mitochondrii. Nakonec je znovu pieménéna na acyl-CoA.
V organele se acyl-CoA s dlouhym fetézcem rozklada na molekuly acetyl-CoA a vznika jeden

NADH a jeden FADH; pro kazdy par uhlikli hydrolyzovanych z acylového fetézce [16].

Mitochondrie také hraji roli v regulaci bunécné smrti neboli apoptdze, ktera je nutna pro
embryonalni vyvoj a fadu fyziologickych funkci. Apoptdza vede k fizené a programované
bunécné smrti, ktera se mize objevit jako reakce na rtizna poskozeni ¢i stresory, napft. jako
poskozeni DNA, oxidac¢ni stres, imunitni reakce a na absenci urcitych rastovych faktord,

ptipadné jako pfirozend soucast vyvoje a starnuti [17].

Za syntézu hemu a homeostazu vapniku jsou tedy zodpovédné mitochondrie. Pro
transport a skladovani kysliku, pfenos signali a metabolismus 1¢ékti a steroidi je dilezity hem
neboli porfyrin, ktery obsahuje zelezo. Je nezbytny pro bunééné dychani. Je také zaclenén do
né¢kolika podjednotek elektronového transportniho fetézce. Jako signalni molekula se ve velké
mife pouZziva vapnik. Z tohoto diivodu je 1 jeho regulace kriticka. Déle se vyuziva jeho zvySena

hladina na stimulaci syntézy ATP [13, 18].

Enzymaticky mechanismus provadéjici bunécné dychani neboli elektronovy transportni
fetézec (ETC), se sklada ze ¢tyt proteinovych komplext viozenych do IMM a dvou mobilnich
nosic¢li elektronli, a to koenzymu Q a cytochromu c. Elektrony jsou transportovany z
elektronovych nosict redukované béhem glykolyzy a Krebsova cyklu (NADH a FADH2) na
koenzym Q a cytochrom c, a nakonec pienesen na O, ze kterého se nasledné tvoti H,O. Energie
uvolnéna timto fetézcem redoxnich reakci vede ke generovani elektrochemického protonového
gradientu napiic IMM, ktery je vyuZivan komplexem V, komplexem F; — Fo nebo ATP
syntetazy pro generovani ATP [13, 19].
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2 MITOCHONDRIALNI DNA

Dle vyse uvedeného jsou mitochondrie tzv. semiautonomni organely, které¢ produkuji
potfebné ATP k fungovani bunécnych funkci a slouzi jako centra zpracovavajici metabolity,
bunécné signalizace a regulaci apoptdzy. K plisobeni téchto funkci se mitochondrie spoléhaji

na genetickou informaci ve svém genomu, tzv. na kruhovou mtDNA [20].
2.1 Struktura mitochondrialni DNA

Kazda buika obsahuje 100 az 10000 kopii mtDNA, kterd je umérn¢ zavisla na
energetické narocnosti specifické tkané. Lidskd mitochondridlni DNA ma délku 16 569 part
bazi a je uspotadana do dvouvlaknové kruhové struktury, neobsahuje introny a je polycistronni,
(viz Obr. 3). Jedna se ptiblizn€ o 1 500 gend, které byly béhem evoluce pfeneseny do hostitelské
buiky. Timto zptisobem doslo k vytvofeni genomu jaderné DNA. Z celkového poctu gentl je
kédovano pouze 37 gend, 2 ribozomalni RNA (rRNA) (12 S a 16 S) a 22 molekul transferové
RNA (tRNA) a 11 mediatorovych ribonukleovych kyselin mRNA, pieloZenych na 13 proteinil.
Vsechny tyto proteiny jsou zékladnimi slozkami systému tzv. oxidacni fosforylace. Zbytek
mitochondrialniho genomu, ktery se v souc¢asné dobé odhaduje na 1 158 proteinti, je kodovan
jédrem v disledku lateralniho pfenosu mitochondridlnich genii. Tento evoluc¢ni tlak na redukci
mtDNA znamen4, Ze lidskd mtDNA obsahuje jedinou nekddujici oblast, a to oblast nazyvajici
se vytésiiovaci smycka nebo D-smycka a oblasti ptekryvajicich se geni. D-smycka je jako

jedina na rozdil do celé¢ mtDNA tiivlaknova [21, 22, 23].

rRNA

M (RNAs
Complex |

[l Complex Il

Il Complex IV
ATP synthase
non-coding

mRNA

Obrazek 3 - Schematické zndzornéni mitochondrialni DNA (mtDNA). Kazdy gen kodujici proteiny je oznacen
barevnym pruhem a vSechny geny kodujici podjednotky stejného komplexu jsou reprezentovany stejnou barvou.
rRNA jsou oznaceny zluteé a tRNA Sedé. Prevzato z [13].
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Mitochondrialni DNA (mtDNA) je ve formé nukleotidi, tedy komplexti jedné molekuly
mtDNA s fadou proteint, které jsou spojeny vnitini membranou. Podle jejich slozeni se
rozliSuji fetézce mtDNA na tézky H-fetézec a lehky L-fetézec, z nichz kazdy obsahuje sviij
vlastni ptivod replikace a promotory pro transkripci. L-fetézec obsahuje 9 genti kodovanych
matefskou mtDNA, které jsou bohaté predev§im na cytosin. Zbyvajicich 28 genu je na H-
fetézci, ktery je bohaty na guanin. H-fetézce maji pocatek syntézy pravé v D-smycce, ktera
obsahuje 1 jeho dva promotory — HSP1 a HSP2. Nukleotidy také obsahuji mtDNA polymerazu,
vazebné proteiny TWINKLE a mtSSB a helikdzu mtDNA [23].

2.2 Replikace, transkripce a translace

Béhem bunééného déleni se jaderna DNA replikuje pouze jednou a na rozdil od ni se
mtDNA replikuje nepfetrzité, nezavisle na bunééném cyklu a také v nedélicich se bunkach.

Takové buriky jsou pfedevs§im vlakna kosterniho svalstva a centralni neurony. [21].

Proteinovy komplex zodpovédny za syntézu DNA se nazyva replisome. Jadrem
odpovédi je DNA polymeraza-y (POLy), kterd je zodpovédna za syntézu DNA. POLy je
heterotrimer tvotfeny katalytickou podjednotkou (POLyA). Tato podjednotka funguje jako
vysoce piesny korektor nov€ syntetizované DNA. Procesivita POLYA je zvySena dvéma
kopiemi piidatné podjednotky (POLyYB), které interaguji se substratem DNA. Aby m¢l POLy
pristup k DNA a replikoval ji, je nutné, aby byla DNA nejprve odmotana. To je provadéno
helikdzou Twinkle. Twinkle, ktery funguje jako 5'-3" DNA helikéza, je nutny pro
naruseni vodikovych vazeb, které drzi dv€ vlakna DNA pohromadé. Twinkle zptisobi duplexni
denaturaci mtDNA, a odvijeni a odd¢€leni vldken. Aktivita Twinkle i POLy je zvySena
mitochondridlnim jednovlaknovym proteinem vazajicim DNA, tzv. mtSSb. Dale je tento
protein vyzadovan pro stabilizaci. Mitochondridlni RNA a mitochondrialni transkripéni faktor
A (TFAM) jsou pottebné pro mitochondridlni transkripci a taktéZ pro tvorbu RNA primert
k zah4jeni replikace DNA POLy [23, 24, 25].

Pro replikaci mtDNA byly navrZeny riizné mechanismy, pfi¢emz asynchronni replikace
je nejpiijatelnéjSim modelem. V tomto mechanismu, ktery se také nazyvad model posunuti
vldkna, dva pocatky replikace sméiuji odpoveéd’ k zahajeni syntézy DNA, ale iniciace na obou
koncich neprobihd soucasné. Replikace mtDNA je iniciovana syntézou H-vlakna na On. Kdyz
syntéza H-vldkna dosahne O, O sekvence je vystavena a pfijme strukturu kmenové smycky.
Ta je rozpoznana mtRNAP, ktery nasledné iniciuje syntézu primerti. Syntéza L-vldkna je

iniciovana z Ot a postupuje pozpatku. Proto je mtDNA obousmérna, ale asynchronni. RNA
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pokryva rodi¢ovské H-vlakno, které je premisténo béhem replikace a prodlouzeného intervalu

mezi zahdjenim syntézy H-vlakna a L-vldkna [21, 23, 24, 25].

Replikace mtDNA musi byt ukoncena pii On a Or kde POLYy pokracuje v syntéze, coz
vede k posunu RNA primert a vytvoreni tzv. lalokového meziproduktu. Nasledné jsou RNA
primery odstranény RNéazou. Samotnd RNdaza je vSak nedostateCna, protoze tento enzym
nemuze odstranit posledni dva ribunokleotidy na kfizovatce RNA-DNA. Zbyvajici RNA a
DNA v meziproduktu jsou odstranény nukledzami DNA2, FEN1 a MGME]1. Jakmile jsou
odstranény, POLy muze prodlouzit nebo vyjmout konec a ukoncit replikaci (viz Obr. 4) [24,

25].
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Obrazek 4 - Schéma replikace mtDNA. Pievzato z [24].

Mitochondrialni transkripce se da rozd€lit na tii faze, a to na iniciaci, prodlouzeni a
ukonceni. Transkripce mitochondridlniho genomu pochazi z hlavni nekddujici oblasti
obsahujici promotory L-vldkna (LSP) a H-fetézce (HSP). Promotor lehkého fetézce fidi
transkripci osmi tRNA a genu MT-ND6. Na téZkém vlakné byly historicky navrzeny dva H-
vlaknové dvoupromotorové systémy. HSP1 transkripce vytvaii transkript obsahujici tRNAP,
tRNAV? a dvé rRNA (12S a 16S). Zatimco transkripce z HSP2 generuje transkript, ktery
pokryva témét cely genom. Iniciace transkripce v mitochondriich je fizena DNA dependentni
RNA polymerazou nazyvanou POLRMT. Iniciace transkripce vyZaduje spolupraci POLRMT
s mitochondrialnim transkripénim faktorem A a mitochondrialnim transkripénim faktorem B2
(TFB2M). TFAM je protein vazajici DNA, ktery kromé aktivace transkripce také bali DNA do
nukleoidu. TFB2M byl vyroben v disledku genové duplikace. Nedavné ditkkazy ukazuji, ze v
komplexu iniciace transkripce TEAM rekrutuje POLRMT k promotérovi prostfednictvim svého
N-koncového rozsiteni [26, 27, 28].

POLRMT vyzaduje dodateény faktor prodlouZeni transkripce (TEFM) pro fazi
prodlouzeni. Rekombinantni TEFM silné podporuje procesivitu POLRMT, protoze stimuluje

tvorbu delSich transkriptt in vitro. Také vyCerpani TEFM v zivych bunkéach vede ke snizeni
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produktli prodlouZeni promotoru a distalni transkripce. Transkripce z LSP je Casto piedcasné
ukoncena kolem konzervovaného sekvenéniho bloku 2 (CSB2). CSB2 je hlavni nekodujici
oblast mitochondridlniho genomu. Molekula RNA byla navrzena, aby hrala klicovou roli pii
priprave replikace DNA. Mnohocetna RNA pripravuje prechodova mista DNA a ta se shlukuji
kolem CSB2. Schopnost TEFM zrusit pfedcasné ukonceni transkripce byla navrzena tak, aby
fungovala jako piechod od replikace k transkripci primarniho piepisu. Nedavné strukturalni
prace ukazaly, ze TEFM obsahuje pseudonukledzové jadro, které tvoti "posuvnou svorku"
kolem mtDNA za transkribujicim POLRMT. To interaguje s POLRMT prosttednictvim své C-

koncové domény [27].

Mechanismus ukonceni transkripce HSP je stale nejasny. Jiz dfive bylo zminéno, ze
mitochondrialni terminacni faktor 1 (MTERF1) ohybd mtDNA spojujici misto promotoru
HSP1 a jeho misto ukon¢eni. MTERF1 by pak indukoval ukonceni transkripce prevracenim
baze a odvijenim DNA. Tento model byl pivodné navrzen k vysvétleni 50krat vyssiho vyskytu
mitochondrialnich rRNA. Nov¢jsi dikazy vSak tuto hypotézu vyvraceji. Jejich zvySeny vyskyt
je pravdépodobné spise vysledkem zvySené stability nez pfitomnosti jiného promotoru. Navic
bylo také neddvno prokézéano, ze transkripce z LSP je pfedcasné¢ ukoncena MTERF1 na 3'-
konci sekvence kodovani mt-rRNA. Vazba MTERF1 na toto misto zabraiuje progresi

replikacni vidlice do geni mt-rRNA behem jejich transkripce [26, 29, 30].

Podobné jako transkripce i translace ma tfi stejné faze, ale ma 1 ¢tvrtou, a to recyklaci
ribozémi. Mitochondridlni translace je pln€ zavisld na riznych nuklearné kodovanych
regulac¢nich proteinech. V lidskych mitochondriich fidi iniciaci translace mitochondridlni
kodony mRNA na peptidylové misto. Stejné¢ jako ve vSech systémech syntézy proteint je
translace v mitochondriich iniciovana zbytkem methioninu. Mitochondrie se vSak lisi tim, Ze

pouze jedna tRNA se pouziva jak pro iniciaci, tak pro prodlouzeni [27, 31].

Translace v lidskych mitochondriich se 1i§i od cytoplazmy nebo kvasinkovych
mitochondrii ¢astecné kvuli absenci 5'-neptelozenych oblasti na mRNA, genové specifickych
RNA (ty plsobi jako regula¢ni prvky) a kvili absenci intrond. Na rozdil od regulace v
kvasinkach se musi proteinové faktory vazat pfimo na mitochondridlni transkript a ovlivilovat

genovou expresi. Napiiklad proteinové faktory, jako jsou TACO1, MITRAC [27, 31, 32].

ProdlouZeni translace je zprostfedkovano mitochondridlnimi prodluZovacimi faktory,

TUFM a GFMLI. Pii prodlouZeni tvoii TUFM komplex s GTP a aminoacylovou tRNA.
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Nasméruje tRNA na misto akceptoru, kde se baze tRNA paruje s mRNA v misté¢ kodon-
antikodon. Tvorbu peptidové vazby katalyzuje hydrolyza GTP. D¢j, kdy se mRNA pohybuje o
jeden kodon, zplsobuje GFMI1. Ten také zpilisobuje translokaci peptidyl-tRNA z mista
akceptoru do mista vystupu a také zpiisobuje uvolnéni deacetylované tRNA z peptidylového

mista. [27, 31, 32].

Ukonc¢eni mitochondridlni translace je nakonec vyvolano pfitomnosti stop kodonu v
akceptoru. U lidi byly identifikovany ¢tyfi mitochondridlni proteiny s homologii k faktoriim
uvoliiyjicim ribozom, vcetné mtRF1, mtRF1la a dalsi. Tyto faktory jsou charakterizovany
ptitomnosti tripeptidového GGQ, ktery proptjcuje peptidyl-tRNA  hydroldzovou
aktivitu. Strukturdlni analyza mtRF1 ukazala, ze je schopen rozpoznat UAA a UAG stop
kodony, zaméfené na ribozomy s volnym mistem akceptoru. mtRF1a katalyzuje hydrolyzu
peptidylové tRNA na UAA a UAG stop kodonech. mtRF1a byl navrZzen jako dostate¢ny pro
ukoncenti translace vSech 13 polypeptidi kodovanych mtDNA [27, 33].

Kone¢né, po uvolnéni polypeptidu, mitochondrialni ribozomalni recyklac¢ni faktory,
mtRRF a EFG2 katalyzuji uvoliiovani mRNA, deacetylovanych tRNA a ribozomalnich
podjednotek [27, 33].

2.3 Materska dédi¢nost mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA je prenasena vyhradné po matefské linii, 1 kdyZ byly objeveny 1
ojedinél¢ piipady prenosu po otcovske linii. Lidskda DNA je dédéna z 99 % po matce, mtDNA

otce je eliminovana [34, 35].

Spermie, které vstupuji do cytoplazmy oocytd pii oplodnéni, docasné koexistuji
v zygoteé spolu s prebytkem matefskych mitochondrii, obsahuji geneticky material mtDNA
otce. Nicméné otcovské mitochondrie jsou eliminovany a nejsou pfendSeny na potomky. Byly

3

navrzeny dvé hypotézy, hypotéza ,Rediciho mechanismu® a , Aktivni degradace”, které
vysvétluji mechanismus zakladu matefské dédi¢nosti mtDNA. Podle “ Rediciho mechanismu ”
je otcovska mtDNA, kterd je pfitomna pii mnohem niz§im poctu mitochondrii (cca 100), je
jednoduse zifedéna prebytkem mtDNA oocytll, jenz obsahuje az 100 000 mitochondrii. A
Timto disledkem je stézi detekovatelna u potomkti. Na druhé strané¢ hypotéza “Aktivni
degradace® predpoklada, Ze samotna otcovskda mtDNA nebo jeji mitochondrie jsou selektivné
degradovany, a to bud’ pfed, nebo po oplodnéni, aby se aktivné zabranilo ptenosu otcovské

mtDNA na dalsi generaci. Tato hypotéza vyuZziva procesu autofagie spolecné s molekulami

ubikvitinu, které oznacuji mitochondrie spermii. Diky tomuto procesu, pii kterém
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autofagozémy vstfebaji otcovské mitochondrie po oplozeni, dochazi k jejich degradaci
v lysozomech. Autofagie vyuziva ubikvitin-proteazomové drahy. Z degradace je tedy dosazeno
pouze mateiské dédicnosti mtDNA. Doposud neni znadm divod, pro¢ musi byt otcovské

mitochondrie odstranény. Tato hypotéza je ilustrovana na Obr. 5 [34, 35, 36].

Autophagy of paternal mitochondrial structures (C. elegans) e me—

membranous fusion with
organelles (MOs) (ioyUb lysosomes
— [ A A

) fertilization @ o~
CAN

mitochondria =

with mtDNA .
engulfment by autophagosomes degradation

Obrazek 5 - Popis autofagie u druhu Caenorhabditis elegans, kde jsou otcovské mitochondrie a membranové
organely pohlceny autofagozomy a po oplodnéni se zameéruji na lysozomalni degradaci. Ubikvitinace je
detekovatelnd na membranovych organelach. Prevzato z [34].

Jak bylo jiz vyse uvedeno, mize se objevit ptipad pfenosu po otcovské linii. Jednalo se
konkrétné o 4letého chlapce, ktery byl vySetfen pro unavu, bolest svalil a hypotonii. Z ditvodu
podezieni na mitochondridlni poruchu byl vySetien on 1 jeho rodina, a bylo provedeno celkové
sekvenovani mtDNA. Ackoli tato analyza neodhalila zddné patogenni mutace ani dispozice pro
né, odhalila pfitomnost matetské a otcovské mtDNA. V celé linii této rodiny byly odhaleny

Ctyti ptipady pfitomnosti obou rodicovskych mtDNA z 11 testovanych, (viz Obr. 6) [37].
A

11

v

Obrdzek 6 - Vzor dédicnosti mtDNA v rodiné. Cerné vyplnéné symboly oznacuji étyri ¢leny rodiny ukazujict
obou rodicovsky prenos mtDNA a diagonalné vyplnéné oznacuji Sest ¢lenii taktez s prenosem obou rodicovskych
mtDNA, ale bez mitochondrialni nemoci. Ptevzato z [37].

Dale byly testovany dals$i dvé nezavislé rodiny. I u téch byla nalezena ptitomnost obou
rodicovskych mtDNA, ale mitochondridlni onemocnéni nebylo prokazano. Stale ale otcovska
dédi¢nost zlistdva vyjimkou. K formulovani zavéru jsou zapotiebi dalsi studie a identifikace

ptipada [37].
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2.4 Mutace mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA ma desetindsobné vétsi pravdépodobnost vzniku mutace nez
jadernda DNA (nDNA). Jeji poskozeni, zptisobené reaktivnimi formami kysliku (ROS) nebo
schopnosti opravy genomu. mtDNA se nachazi v blizkosti vnitini mitochondrialni membrany
a komplexti oxida¢ni fosforylace (OXPHOS), kde je mozné poskozeni diky vystaveni se
vysokym hladindm ROS. Pokud dojde ke vzniku mutace v mtDNA, dojde k vytvofeni
intracelularni populace mutantnich a normalnich molekul tzv. heteroplazmie. Pfi déleni se
mutantni mtDNA ndhodné rozdéli, cemuz se fika replikativni segregace a diky této vlastnosti
se muze v dalsich bunécnych liniich procento mutantnich mtDNA snizit nebo zvysit, piipadné
se dostat zpatky do normalniho stavu. Tento stav se nazyva homoplazmie. Diky této skutecnosti
je vysledné onemocnéni fenotypu zavislé na poméru mutantnich a normélnich molekul
v buiikach tkdn¢. Nadmérné mutace mtDNA mohou vést k onemocnénim spojenym s funkci
mitochondrii. V soucasnosti bylo zjisténo, Ze mnoho nemoci je spojeno s mutacemi mtDNA a

vétSina matefskych onemocnéni mtDNA se mize pfenaset na své potomky [38, 39, 40].

Nedavné vysledky studii ov§em naznacuji, Ze dysregulovana mitochondrialni dynamika
a mutace zpusobené replikaci mtDNA mohou vést ke starnuti a také zvySujici se mutace
mtDNA zvySuji rychlost starnuti. Mutace v mtDNA mohou byt bud’ dédi¢né, nebo sporadicky
ziskané v prab¢hu zivota. Zdédéné mutace jsou nahodné segregovany mezi primarnimi oocyty
a mezi riznymi tkanémi. Studie hodnotici mutacni zatéz v riznych tkénich plodu prokazala, Ze
mutacni zaté€Zz je ve vSech tkanich podobnd. Od roku 1988, kdy byla popsana prvni lidska
mutace mtDNA, bylo identifikovdno nckolik mutaci mtDNA a s nimi spojené mtDNA

onemocnéni [40].
2.5 Mitochondrialni onemocnéni

Pti objeveni prvni mutace mtDNA, byly objeveny i nemoci s nimi spojené. Prvni z nich
byla Leberova dédi¢nd neuropatie zrakového nervu, kterd byla objevena v roce 1988. Doposud
se objevilo kolem 330 mutaci mtDNA. Tyto mutace jsou piivodci celé skupiny onemocnéni.
Nejcastéjsi jsou poruchy zraku, sluchu, demence, mrtvice, cukrovka a dalSi. Proces, diky
kterému se hromadi mutacni mtDNA, nazyvame klonalni expanze, ktera je povazovana za jeden
z faktord, které pfispivaji k rozvoji mnoha forem mitochondridlniho onemocnéni. Kromé toho

dikazy naznacuji, Ze funk¢ni disledky klonaln€ expandovanych mutaci mtDNA mohou pfispét

k patogenité u jinych onemocnéni souvisejicich s v€kem, jako je Parkinsonova choroba. Pro

30



biology zabyvajici se mutacemi mitochondrii je tento proces klicovy, protoze piredstavuje

potencidlni terapeutickou cestu, kterd mize byt aplikovana na celou fadu onemocnéni [38, 41].
2.6 Vyuziti mitochondrialni DNA

V archeologii se mitochondrialni DNA stala zasadnim néstrojem pro vyzkum evoluce
lidstva. Je odolnéjsi vici degradaci oproti nDNA a to hlavné diky jeji malé velikosti a specifické
kruhové formé. Mitochondridlni DNA je také zasadni pro studium piibuznosti mezi
jednotlivymi skupinami organismu. Dle souc¢asnych studii lze fici, ze mtDNA lze potencialné

vyuzit jako biologicky marker mitochondridlni dysfunkce [42].
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3 MUTACE MITOCHONDRIALNI DNA
3.1 Vznik a piivod mutaci

Mutace v mitochondriich mohou vznikat zriznych zdroji, vcetné chyb béhem
replikace, expozicim mutagenli nebo karcinogeniim a defektim mitochondrii. Zejména
mitochondrialni DNA je nachylnd k mutacim kvili jeji blizkosti k reaktivnim formam kysliku
(ROS) generovanych béhem oxidacni fosforylace. ROS mohou zptisobit oxidacni poskozeni
mtDNA, coz vede k akumulaci mutaci v ¢ase. Krom¢é toho mohou defekty mitochondrii vést
k akumulaci poSkozenych molekul mtDNA, které se mohou replikovat a pfispét k vyvoji

mutaci [42, 43].

Ve srovnani s mechanismy regulujicimi replikaci mtDNA jsou repara¢ni drahy mtDNA
mén¢ charakterizovany. Kromé toho jsou opravné mechanismy DNA v mitochondriich $patné
reparacni aktivity mtDNA, 1 kdyZ s kli¢ovymi rozdily ve srovnani s jadernymi drahami.
Zatimco jaderna DNA je chranéna opravné orientovanou udrzbou, molekuly mtDNA jsou bud’
opraveny, nebo degradovany. Déle je oprava mitochondridlniho genomu omezena z diivodu

neschopnosti kddovat proteiny zodpovédné za opravu mtDNA [42].

Mutace v mtDNA mohou byt bud’ dédi¢né, nebo sporadicky ziskané v pribehu Zivota.
Zdédéné mutace jsou ndhodné segregovany. U jedinct, kteti zdédi nizkou mutacni zatéz, neni
pravdépodobné, Ze by patologie mitochondriadlniho onemocnéni vznikla v priibéhu zivota, ptip.
nevznikne vibec. Nacasovani nastupu mitochondridlniho onemocnéni je proménlivé a
patologie mliZe byt heterogenni postihujici nékteré tkan€ nebo ¢asti tkani ¢i bungk, ale ne jiné.
Sporadicky ziskané mutace vznikaji v jediné molekule mtDNA v jedné buiice a vyskytuji se
béhem zdravého starnuti, poruchy udrzby mtDNA a tady dalSich onemocnéni. Tato jedina
mutovand molekula mtDNA je pak bud’ ztracena z buiiky, nebo klonalné expanduje na vyssi

uroven [38].
3.2 Typy patogennich mutaci

Poskozeni nebo replikacni chyby mtDNA maji za néasledek bodové mutace nebo
pfeskupeni (translokace) ¢i ztratu genetického materidlu (delece), které mohou byt bud
dédi¢né, nebo sporadické. Mutace vykazuji vysokou variabilitu, a to hlavné z pohledu véku,
zavaznosti symptomt a postizeni organt pacienta. V disledku OXPHOS, kter¢ vyzaduji znacné

mnozstvi energie, miize dochazet k vyznamnému poskozeni tkani, jako napft. u nervosvalového
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systému a centralni nervové soustavy. Dané mutace se vyznacuji rozdilnosti mutacni zatéze a
urovni heteroplazmie. Déle lze fici, ze jednotlivé varianty mutaci budou mit i dany prubéh

klinickych symptomtl, a tak se u kazdého pacienta mohou lisit [41].

3.2.1 Bodové mutace

Bodové mutace se nejcastéji vyskytuji v genech proteind, a to, jak v tRNA tak i v rRNA.
tRNA vSak obsahuje tyto mutace nejcastéji [41].

Mechanismus, kterym jsou vytvaieny bodové mutace mtDNA ve tkanich, je spojen
s nadchylnosti mtDNA k poskozeni zpGsobené ROS. A to kviili jeji tésné blizkosti dychaciho
fetézce v mitochondrialni matrici. PoSkozeni DNA vyvolané ROS zptsobuje modifikace bazi,
dvojité a jedno fetézcové zlomy. Nejcastéji hlaSenymi bazickymi 1ézemi jsou thyminglykoly a
7,8-dihydro-8-oxo0-2'-deoxyguanosin. Tato léze je povazovana za nejvice mutagenni, ktera
muze zpusobit, ze mtDNA polymeraza nespravné zacleni bazi adenin (A) naproti oxidovanému
guaninu (G). Toto nespravné zafazeni vede k pfechodu z guaninu a cytosinu na thymin a adenin
(G:CnaT:A). AvSak z nedavné analyzy mutacnich spekter mtDNA v butikach vychazi, Ze neni
v souladu s pfedpokladanym vzorcem poskozeni vyvolanym ROS. Misto toho jsou nejcastéji
hlaSenymi mutacemi piechody zguaninu a cytosinu na adenin a thymin (G:C na
A:T). Pfechody jsou s vétsi pravdépodobnosti vysledkem chyb polymerazy-y, nebo spontanni
deaminaci cytosinu na uracil, ktery se pak chybné paruje s adeninem, coz vede k pfechodu

guaninu na adenin [38].

3.2.1.1 Sporadicky a dédi¢ny vznik bodové mutace

Sporadicky ziskané bodové mutace mtDNA jsou nejcastéjSimi klonaln€ expandovanymi
mutacemi v mitotickych tkanich. Ty byly detekovany, kdyz se sekvenovaly jednotlivé buiiky z
normalniho starnouciho bukalniho epitelu a zjistilo se, ze podskupina téchto bunék obsahuje
mtDNA bodové mutace na vysokych urovnich. Dale se ukazalo, ze nahodny geneticky drift je
pfi¢inou popula¢ni dynamiky bodovych mutaci. Ndhodné genetické driftové modely naznacuji,
ze klonalni expanze mutované molekuly mtDNA na vysoké hladiny v buiice je relativné pomaly
proces, a ze pocatecni mutacni udalosti musi nastat v raném stadiu zivota. Tyto mutace v raném
ztraceny. Po sobé jdouci cykly tohoto procesu umoznuji, aby se mutované molekuly mtDNA
staly dominantnimi druhy v nékterych bunkach, coz vede k mozaikové formé bunécnych

defekttii OXPHOS, které jsou pozorovany ve starnoucich lidskych mitotickych tkanich [38].

33



Kromé toho ma vétSina mitotickych tkani vysokou miru obratu a je udrZovana
kmenovymi bunikami s dlouhou zivotnosti. Mutace mtDNA, které se v téchto kmenovych
jsou jatra, prostata, zaludek a tlusté stievo, to vede k velkym klondlnim shlukiim bun¢k s
identickymi mutacemi mtDNA a souvisejicimi defekty OXPHOS. V ramci ¢etnych studii, které
defekttit OXPHOS ve starnoucich lidskych bunkach, jejich funkéni disledky nebyly dosud zcela
objasnény [38].

Na rozdil od akumulace somatickych mutaci mtDNA ve starnoucich tkanich se zjistilo,
ze nekteré zdédéné bodové mutace mtDNA jsou ztraceny po cely zivot v rychle se délicich
bunkach vcetné krevnich bunék, bunc¢k bukalni sliznice a epitelu tlustého stfeva, zatimco
zUstavaji stabilni v postmitotickych tkdnich. Neni vSak zndmo, zda pokles mutacni zatéze
mtDNA v rychle se délicich bunikach je vysledkem nahodného genetického driftu nebo

vysledkem aktivni selekce proti funkéné skodlivym variantdm [38].

3.2.2 Delece

Delece se obvykle nachazeji mezi pocatky replikace té¢zkého a lehkého vlakna mtDNA.
Delece neboli ztrata je vysledkem replikace mtDNA nebo jeji opravou. Piivodné bylo navrzeno,
ze se delece vytvaieji béhem replikace. Tento model pfedpokladd, Ze mtDNA je replikovana
asynchronnim mechanismem vlakna a Ze lehké vlakno se vychyli tak, Ze 3’ opakovani lehkého
vldkna se rekombinuje na 5’ konec tézkého vlakna. Tim se vytvoii jednovldknova smycka, ktera
je nachylnd k pferuseni a degradaci. Pozdé€ji byla navrzena alternativni hypotéza, ktera
naznacuje, ze delece mtDNA vznikaji béhem opravy mtDNA dvou fetézcovych zlomu
rekombinaci segmentovych duplikaci. Ty jsou vytvofené aktivitou exonukledzy pii dvou
fetézcovych zlomech. AvSak nejnovéjsi studie tyto hypotézy nepotvrzuji. Studie z roku 2019
naznacuje, Ze tvoreni deleci nastava pifi rekombinacich béhem aktivni syntézy DNA s L-
vlaknem. Tato studie je zajimav¢jsi z divodu detekce delece mtDNA s pfimymi opakovanimi,
nedokonalymi opakovanimi anebo zadnymi opakovanimi. Jako takové se nyni pfedpoklada, Ze
delece mtDNA vznikaji bud’ rekombinacich béhem aktivni syntézy DNA s L-vldknem, nebo

opravou dvouretézcovych zlomu [38].
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3.2.2.1 Sporadicky a dédi¢ny vznik delece

Na rozdil od bodovych mutaci mtDNA jsou sporadicky ziskané delece mtDNA
nejcastéji klonalné expandovanou mutaci mtDNA v postmitotickych buiikach. Vysoké hladiny
klonadln¢ expandovanych deleci mtDNA byly nalezeny v populacich substantia nigra,
hippocampus, striatum a medulla spinalis u starSich pacientl s pfidruZenymi onemocnénimi,

taktéz byly objeveny ve vlaknech kosterniho svalstva. Tyto hromadici se delece mtDNA vedou

k mitochondrialni dysfunkci [38].

Podobné jako u bodovych mutaci mtDNA existuje rozdil v tom, co se déje u zdédénych
a sporadicky ziskanych deleci mtDNA. Zdédéné delece mtDNA nenalezneme v krevnich
bunkach. V postmitotickych tkanich se vSak zda, Ze zdédéné delecni zatéZe mtDNA jsou
udrzovany po cely zivot nebo klondln€ expandovany. V jednotlivych svalovych vldknech byly
zjistény vysoké hladiny deleci mtDNA, které jsou spojeny s deficitem dychaciho fetézce.

Vysoké hladiny zdédénych deleci mtDNA byly také detekovany v neuronech [38].

3.3 Onemocnéni spojované s mitochondrialnimi mutacemi

Mitochondrialni DNA kéduje proteiny systému oxidacni fosforylace. Mitochondrialni
mutace tedy mohou zménit aktivitu tohoto systému. Nejvice se méni produkce ATP, kterd se
snizi, a produkce ROS, kterd se naopak zvysi. Dale nastavaji zmé€ny v homeostaze vapniku.

Tyto zmény pfispivaji k vyvinu mitochondridlniho onemocnéni [44].

Jak uZ bylo fe€eno, mitochondridlni mutace jsou nejvice spojené s neurologickymi
poruchami, poruchami tkani, mitochondridlni dysfunkci. Nejvice objevované mutace
spojované¢ s mitochondridlnimi onemocnénimi, vcetné jejich klinickych projevi jsou

vyobrazeny na Obr. 7 [44].
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m.1555A>G — deafness

m.14708T>C — myopathy,
weakness, diabetes

m.1624C>T
LS

m.3243A>G - MELAS/MIDD/CPEO
m.3271T>C — MELAS

\RNRQ
L1
m.3460G>A - LHON ND1
several mutations - MELAS

m.4300A>G
cardiomyopathy ND2

m.5545C>T
multisystemic disorder,
RC deficiency

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

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

\

ND4 m.i1777C-A - LS
m.11778G>A — LHON

ATPE .10158T>C, m.10191T=C, n1.1D197G>A]

LS/Leigh-like syndrome

m.7445A>G, m.7472Cins
deafness, myopathy

m.8e93T>G/C, m.9176T>G/C
NARP/MILS

m.8344A>G, m.8356T>C
MERRF

Obrazek 7 - Genotypovy a fenotypovy vztah u mitochondridlniho onemocnéni. Dvouvlaknovy lidsky
mitochondrialni genom se zvyraznénymi misty béZznych mutaci mtDNA. Pfevzato a upraveno z [44].

3.3.1 Bodové mutace a jejich dusledky
3.3.1.1 Mutace typu A3243G

Tato bodova mutace v mtDNA je nejrozsitenéj$i mutaci mtDNA a vede k nukleotidové
substituci guaninu za adenin v nukleotidu 3243 (A — adenin, G — guanin, mezi nimi je uvedeno
¢islo nukleotidu) v genu leucin tRNA. Mutace A3243G je spojena s 80 % pacientll se
syndromem MELAS. MELAS neboli mitochondridlni encefalomyopatie, laktatova acidoza a
epizody podobné mrtvici zahrnuji onemocnéni s timto oznacenim. Tento syndrom je také
spojen s nejméné 12 dal§imi mutacemi genu mtDNA. MELAS syndrom je klinicky
charakterizovan abnormélnim vyvojem, laktitovou aciddézou, prerusovanym zvracenim,
zachvaty, epizodami podobnymi mrtvici a hemiparézou nebo kortikalni slepotou. Asi 20-38 %

pacient s MELAS muze vykazovat srde¢ni postizeni [45, 46].

Mutace A3243G muze byt soucasti multisystémového postizeni, ale ziidka je pfitomna
jako jediny klinicky projev kardiomyopatie. Byly popsany i dalsi fenotypy jako CPEO,
hluchota a diabetes mellitus dédicny matkou [45, 46].

3.3.1.2 Mutace typu T12297C

Tato mutace byla poprvé diagnostikovana v roce 1999. Studie deseti déti, které
pochazeji z osmi neptibuznych rodin s dilata¢ni kardiomyopatii. Mutace T12297C (T — thymin,
C — cytosin, mezi nimi je uvedeno Cislo nukleotidu) byla identifikovana u dvou sourozenct

nepiibuznych rodi¢l s dilata¢ni kardiomyopatii a endokardialni fibroelastozou. Tato nové
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identifikovand mutace byla u obou pacienti hojné rozvinuta a heteroplazmaticka. Stejna mutace
byla také hlasena u 36letého muze, ktery se echokardiograficky projevil méstnavym srdecnim
selhanim a rozSifenymi komorami. Ultrastrukturdlni studie tkani ukazaly proliferaci

mitochondrii s Sirokou Skalou zmén tvaru a velikosti. Mutace byla heteroplazmaticka [45].

3.3.1.3 Mutace typu A4269G

Prvnim pacientem, ktery byl s touto mutaci diagnostikovan, byl 18lety chlapec s malym
vzrastem, ktery nakonec zemfel v duasledku srde¢niho selhani. Chlapec zpocatku vykazoval ve
véku 4 let epilepsii, multiorgdnovou dysfunkci a pozdé€ji se u n¢j vyvinula dilataéni
kardiomyopatie. Ve studii byla mutace A4269G (A — adenin, G — guanin, mezi nimi uvedeno
¢islo nukleotidu) nalezena v indexovém piipad¢ bez mutace nalezené v kontrolnich skupinéch.
Poté bylo zjisténo, Ze mutace bodu A4269G zcela inhibuje syntézu proteinti v mitochondriich,

a proto vede ke sniZeni respiracni aktivity [45].

3.3.1.4 Mutace typu A8344G

Mutace A8344G (A — adenin, G — guanin, mezi nimi uvedeno ¢islo nukleotidu) je
typicky spojovana se syndromem MERRF (myoklonické epilepsie s roztrhanymi ¢ervenymi
vlakny). Multisystémova porucha je charakterizovana myoklonem, generalizovanou epilepsii,
slabosti, ataxii a roztrhanymi ¢ervenymi vldkny. Pacienti s diagn6zou MERRF obvykle byvaji
pacienti détského veku, ale 1 pacienti v raném obdobi dospélosti. Neddvny piehled pacientt
ukazal, ze u 22 % pacienti se vyvinula kardiomyopatie. Mutace A8344G se také vyskytuje v
jinych klinickych fenotypech, jako je Leighiiv syndrom, myoklonus nebo myopatie s

truncélnimi lipomy a proximalni myopatie [47].

3.3.1.5 Mutace typu G8363A

Tato mutace byla poprvé popsana ve dvou rodindch s matefskou hypertrofickou
kardiomyopatii. Pozitivni na tuto mutaci pacient byl chlapec ze Spanélska, ktery vykazoval
srdecni selhani a kognitivni regresi ve véku 8 let a zemfiel na kardiorespiracni zastavu ve véku
17 let. Sourozenec pacienta vykazoval mirné vyvojové zpozdéni, slabost panevniho pletence a
hypertrofickou kardiomyopatii ve véku 4 let. Ve druhé rodiné byl pacient 44lety American, u
kterého se vyvinula progresivni ztrata sluchu ve v€ku 35 let. Pozdé&ji se objevila fada klinickych
ptiznaki, které zahrnovaly potiZe s chizi, nezfetelnou fe¢, dusnost a bolest na hrudi. Pacientova
dcera méla vrozenou hypertrofickou kardiomyopatii a tézkou mentalni retardaci. Komplexni

systematicky ptehled tykajici se klinickych a molekuldrnich tdaji o mutaci G8363A (G —
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guanin, A — adenin, mezi nimi uvedeno ¢islo nukleotidu) v 6 studiich ukazal, ze u 4 ze 41

pacientl s riiznou urovni mutacni zatéze v krvi se vyvinula kardiomyopatie [45, 48].

3.3.1.6 Leighiiv syndrom

Leighiv syndrom neboli nekrotizujici encefalomyelopatie, je charakterizovan
progresivni neurodegenerativni poruchou, ktera postihuje jak kojence, tak i dospélé. Jednim z
hlavnich diagnostickych kritérii je pfitomnost degenerace mozkového kmene s bazalnimi
gangliemi nebo bez nich. Predstavuje jedno z progresivnich neurodegenerativnich onemocnéni
spojenych s abnormalni tvorbou mitochondridlni energie. Mutace mtDNA T8993G a T8993C
(T — thymin, G — guanin, T — thymin, C — cytosin, mezi nimi uvedeno ¢islo nukleotidu)
predstavuji 10 — 20 % mutaci Leighova syndromu a dal$i mutace mtDNA (napt. C1624T,
C11777A, C14487T, T10158C, T10191C, atd.) tvofi dalSich 10 — 20 % mutaci Leighova
syndromu. Extraneurologické ptfiznaky mohou zahrnovat srde¢ni postizeni a zejména

hypertrofickou kardiomyopatii [45].

3.3.1.7 Mutace typu T8528C

Tato mutace byla nalezena u ctyi nepiibuznych déti s infantilni hypertrofickou
kardiomyopatii a multisystémovym onemocnénim. Sekvenovani celého mitochondridlniho
genomu odhalilo novou mitochondridlni mutaci T8528C (T — thymin, C — cytosin, mezi nimi
je uvedeno cislo nukleotidu). Tato mutace vede ke zméné ATPaz 6 a 8 a vede ke
kardiomyopatii, pokud je téméf homoplazmaticka. Pozice 8528 se nachazi v prekryvajici se
oblasti kodujici podjednotky ATPazy 6 a ATPazy 8 a zména nukleotidii vede ke zméné iniciace
methioninu na threonin v podjednotce ATPazy 6, ¢imz se rusi zacatek translace. Nedavna studie
Imai et al. (2016) informovala o ptipadu japonského pacienta s mutaci T8528C, ktery zemiel
na rychle progresivni kardiomyopatii do 5,5 mésice v€ku, coz dokazuje, Zze mutace je vysoce
heteroplazmatickd v myokardu zhruba z 90 % a syntéza proteini ATPazy 6 a 8 byla v srdci
narusena. Dale byla potvrzena mutace T8528C v krvi pomoci Sangerova sekvenovani a také

kvantitativni PCR ukdzala vysokou miru heteroplazmy v krevni DNA (88%) [45, 49].

3.3.1.8 Mutace typu G3337A

Studie Zifa z roku 2008 oznamila novou mutaci G3337A (G — guanin, A — adenin, mezi
nimi uvedeno ¢islo nukleotidu) v mitochondridlnim genu NADH dehydrogendzy-1 u dvou
neptfibuznych pacientii. Prvnim pacientem bylo dévce, které vyzadovalo resuscitaci pfi
narozeni. Tento novorozenec me¢l respiraéni dysfunkci a byl hypotonicky. Srde¢ni nalezy

zahrnovaly aneurysma intra aurikuldrni pfepazky a zuZeni plicni tepny a nékteré rysy
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naznacujici kardiomyopatii. Druhou pacientkou byla 65leta zena s diabetes mellitus, u které se
projevovala tato genetickd mutace bolesti na hrudi a dusnosti. Echokardiogram ukazal
hypertrofii levé komory. Ve studii byla mutace 100 % homoplazmaticka jak v krvi pacientd,
tak v krvi matky a babicky prvniho pacienta. Mutace G3337A nebyla detekovana u 150

kontrolnich jedincii. Jedna se tedy o vzacnou mutaci [50].

3.3.1.9 Leberova dédi¢na neuropatie

Leberova dédi¢na neuropatie zrakového nervu neboli ,,Syndrom LHON* byl objeven
v roce 1988 a spojen s bodovymi mutacemi, tim se stal viibec prvnim onemocnénim v historii
spojenym s mutacemi. V soucasné dob¢ se u vice nez 3 % pacientli na celém svété vyskytuji tii
klicové primarni mutace postihujici podjednotky m.460 1G > A v genu MT-ND11, m.778 4G
> A v genu MT-ND14 a m.484 6T > C v genu MT-ND90. Existuje vSak také rostouci seznam
vzacnych zcela novych mutaci mtDNA. Syndrom LHON putisobi na zrakovy nerv a dochézi k
jeho poskozeni, coz se projevuje ztratou centralniho vidéni. Onemocnéni se projevuje od 18 do
40let Zivota a prevazné postihuje muze. Kromé ztraty zraku se mohou objevit pohybové

poruchy, migréna a roztrousena skleroza [51].

3.3.2 Delece a jejich disledky

3.3.2.1 Pearsoniiv syndrom

Pearsontiv syndrom (PS) byl poprvé popsan v roce 1979 Howardem Pearsonem jako
porucha refrakterni sideroblastické anémie s vakuolizaci prekurzord kostni dien¢ a exokrinni
dysfunkci pankreatu. PS je unikatni primarni mitochondrialni onemocnéni, které se typicky
projevuje tézkou hypoproliferativni anémii v raném détstvi. Nésledovanou progresivnimi
pfiznaky a multiorganovymi dysfunkcemi vcetné laktatové acidozy, pankreatické insuficience,
renalni tubulopatie, svalové hypotonie a endokrinnich poruch. PS je zpiisoben jednotlivymi
rozséhlymi mtDNA delecemi (SLSMD) rtizné velikosti a umisténi. SLSMD se také vyskytuji
u déti nebo mladych dospé€lych s chronickou progresivni externi oftalmoplegii (CPEO) nebo

Kearns-Sayreovym syndromem (KSS) [52].

VeétSina pacientd umird pred dosazenim 6 let v€ku. V posledni dobé je PS vénovéana
zvysena pozornost v disledku vyvoje novych terapii, které mohou byt potencialné aplikovany
u déti s timto vzacnym onemocnénim. Ackoli pfevazna vétSina ptipadl PS je sporadicka a
zpisobend somatickou mutacni piihodou béhem casného embryondlniho vyvoje, existuje

nékolik zprav o matkéch s CPEO, které mély déti s PS [52].
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3.3.2.2 Kearnsiv—Sayreiv syndrom

Mitochondrialni encefalomyopatie je skupina onemocnéni, ktera jsou dusledkem
mitochondrialni dysfunkce zahrnujici centralni nervovy systém, endokrinni systém, myokard,
kosterni svalstvo a dal$i vicendsobné systémy. Kearnstiv—Sayretiv syndrom (KSS) je vzacny
typ mitochondridlni encefalomyopatie, ktery byl poprvé popsan v roce 1958 a charakterizovan
progresivni externi oftalmoplegii a retinitis pigmentosa (RP). Pacienti obvykle maji symptomy
pied 20. rokem Zivota a vykazuji dal$i ptfiznaky, véetné srdecni blokady, cerebelarni ataxie a

koncentrace bilkovin v mozkomi$nim moku [53].

3.3.3 Mitochondrialni dysfunkce a jeji vztah k onemocnénim

Deficity v mitochondridlni biogenezi mohou pfispét k mitochondrialni dysfunkci u
mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, vcetn¢ Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy
choroby, Huntingtonovy choroby. Ddle zpiisobuji starnuti bunck, pii zvysSené akumulaci
mutovanych mtDNA. Nasledné udalosti mitochondridlni dysfunkce, které zpiisobuje smrt
neuronalnich bun¢k, nejsou zcela rozklicovany. Neurodegenerativni proces zahrnuje oxidaéni
stres z produkce ROS (reaktivni formy kysliku). Mitochondrie jsou nejen hlavnim zdrojem
produkce ROS, ale také cilem jejich zvySené expozice. Pokud je mitochondrialni biogeneze

nedostatecna, expozice ROS se zvySuje zvySenou produkci a snizenou mirou tolerance [54].

3.3.3.1 Parkinsonova nemoc

Parkinsonova choroba (PD) je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim
onemocnénim, které postihuje pfiblizn€ 1% populace ve véku nad 60 let. PD je
charakterizovana tuhosti, tfesem a posturalni nestabilitou. Zatimco etiologie PD je stale
neznama, mitochondrialni dysfunkce byla navrZena jako pfispivajici faktor PD. Rotenon a
MPTP, kteti podporuji vznik symptomi podobnych PD a tvorbu proteinovych agregati
obsahujicich a-synuklein. Studie v roce 2006 ukézaly, Ze dopaminergni neurony starSich lidi
maji vysoké hladiny deleci mtDNA. To bylo dale pozorovano u pacientii s PD v ¢asném stadiu.
Tato pozorovani naznacuji, Ze dopaminergni neurony se blizi prahu pro biochemicky defekt a
bunécnou smrt. Diky témto pozorovanim byl pak stanoven Alpha-synuklein jako nejslibnéjsi

biomarker pro Parkinsonovu nemoc [55].

3.3.3.2 Alzheimerova choroba

Jedna se o nejcastéjsi progresivni neurodegenerativni onemocnéni s pozdnim nastupem
(AD), kdy se defekty cytochromu c oxiddzy podileji na progresi onemocnéni. Fragmenty

amyloidu beta (AP) tvoifi cytotoxické plaky, které se castéji vyskytuji v kife a
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hipokampu. Mitochondridlni funkce je negativné ovlivnéna témito fragmenty. Diky tomu bylo
zaznamenano, ze mitochondrialni dysfunkce je dasledkem toxicity AB. Stejn¢ jako u PD je
problémem pii hodnoceni poskozeni mtDNA u pacientll pozdni stadium progrese onemocnéni
AD, kdy neurony s vysokou urovni poskozeni mtDNA jiz mohly byt ztraceny. Pfi hodnoceni
pacientli v ¢asném stadiu AD bylo pozorovéano zvyseni frekvence mutaci mtDNA v hipokampu.

Biomarkery jsou pravé fragmenty A [56].

41



4 DIAGNOSTIKA A LECBA
MITOCHONDRIALNICH ONEMOCNENI

Diagnostikovani mitochondridlnich mutaci muze byt obtizné kvuali heterogenité
mitochondridlniho genomu, pfitomnosti jak divokého typu, tak mutovanych molekul mtDNA
v téze bunce a variability poctu kopii mtDNA mezi tkanémi. Nicméné, pokroky
v molekularnich technikach vedly ke vzniku rtiznych metod pro detekci a kvantifikaci mtDNA

mutaci v klinickych vzorcich [57].

Jednim z béznych postuptl je sekvenovani celého mitochondrialniho genomu pomoci
technologii nové generace sekvenovani (NGS). Tento postup umoziuje detekci jak znamych,
tak novych mutaci mtDNA, stejn¢ jako identifikaci heteroplasmatickych mutaci, které existuji
jako smés mutovanych a divokych molekul mtDNA v bunice. Dalsi techniky, jako je
polymerazova tetézova reakce (PCR), kterda urCuje konkrétni oblasti mtDNA nasledovana
Sangerovou sekvenaci, mohou byt také pouzity k detekci znamych mutaci v cilenych oblastech

mitochondrialniho genomu [57, 58, 59].

Kromé téchto technik mohou byt biochemické testy pouzity k méfeni funkce
mitochondrii a detekci pfitomnosti mitochondrialni dysfunkce spojené s mtDNA mutacemi.
Napt. méteni aktivit respiracniho fetézce nebo mitochondrialniho membranového potencialu
mohou poskytnout informace o funkénim stavu mitochondrii ve vzorcich pacientli. Pfestoze
doslo k pokroku, diagnostikovani mitochondridlnich mutaci zlstava obtizné a pro pfesnou
diagnézu je Casto nutné kombinovat molekularni a biochemické pfistupy. V nékterych
ptipadech mohou byt vyzadovany svalové biopsie nebo jiné tkadnové vzorky pro analyzu,
protoze pocet kopii mtDNA a mira mutace mohou mezi tkanémi kolisat. Kromé toho mohou
byt nutnd geneticka poradenstvi a rodinné studie k urceni dédicnosti mtDNA mutaci

u postizenych jednotlivct a jejich rodin [57, 58].
4.1 Technologie nové generace sekvenovani

Sekvenovani nové generace (NGS) se odkazuje na skupinu vysoce propustnych
sekvenacnich technologii divokého typu mtDNA, které umoziuji rychlou a ndkladové efektivni
analyzu velkého mnozZstvi sekvenci DNA nebo RNA. NGS zasadné zménil oblast genomiky a

stal se nezbytnym ndstrojem pro vyzkum a klinické aplikace [59].

V kontextu mitochondridlnich mutaci miize byt NGS pouzito k sekvenovani celého

mitochondrialniho genomu nebo konkrétnich oblasti z4jmu, jako jsou mitochondrialni tRNA

42



geny nebo D-loop oblast, coZ je nekddova oblast mitochondridlniho genomu, kterd obsahuje
regulacni prvky pro replikaci a transkripci. NGS miize detekovat jak znamé, tak nové mutace
mtDNA, stejn¢ jako pfitomnost heteroplasmickych mutaci, které existuji jako smés

mutovanych a divokého typu mtDNA molekul v bunce [59, 61].

Technologie NGS Ize také pouzit k detekci prestavéni mitochondrialniho genomu, jako
jsou velkoustupové delece nebo duplikace, které jsou bézné spojeny s mitochondridlnimi
chorobami. Sekvenovani celého genomu (WGS) miize poskytnout jesté komplexnéjsi analyzu
tim, Ze sekvenuje jak jaderny, tak mitochondriadlni genom, coz umoziuje identifikaci jaderné

kédovanych genti, které jsou zapojeny do funkce mitochondrii [61].

NGS ma nékolik vyhod oproti tradiénimu Sangerovu sekvenovani, véetné vétsi
propustnosti, vyssi citlivosti a niz$i nakladi na par bazi. Platformy NGS mohou generovat
miliony ¢teni v jednom béhu, coZ umoznuje detekci vzacnych variant a poskytuje komplexnéjsi
pohled na mitochondridlni genom. NGS také umoznuje detekovat nizkondkladovou
heteroplasmii, ktera by mohla byt piehlizena tradi¢nimi sekvenacnimi metodami. Piestoze ma
NGS n¢kolik vyhod, existuji urcité omezeni. Jednim z vyzev je presnost sekvenacnich dat,
zejména v oblastech mitochondridlniho genomu, které jsou obtizné k sekvenovani kvili
homopolymerovym usekiim nebo strukturdlnim variantdm. Dal$i vyzvou je interpretace dat,
zejména v pripadech, kdy jsou detekovany nové varianty nebo kdy je klinicky vyznam varianty

nejisty [59, 61].
4.2 Technologie OMICS

Technologie OMICS se vztahuji k mnoziné vykonnych nastrojt, které umoznuji Siroce
rozsahlou analyzu biologickych molekul, jako jsou DNA, RNA, proteiny a metabolity. Zahrnuji
podobory, jako jsou genomika, transkriptomika, proteomika a metabolomika. Tyto technologie
zpisobily zasadni ptevrat v oblast molekuldrni biologie a maji zna¢ny potencial pro rozvoj
naseho porozuméni a pochopeni biologickym systémim a nemocem. Jednim z kli¢ovych
pfinosii technologii OMICS je jejich schopnost poskytnout komplexni pohled na biologické
systétmy. Napf. genomika se vztahuje ke studiu celého genomu, vcéetné vSech genl a
nekddujicich oblasti. Diky vyvoji technologii vysoké propustnosti se nyni da genomové analyza
provést behem nékolika dnl nebo tydnii, coz poskytuje nevidany a rychly vhled do genetického

kontextu nemoci [62, 63].

Transkriptomika je dal$i oblast vyzkumu OMICS, ktera se zabyva rozsahlou analyzou

vzorcli exprese gend. Pokroky v mikroarray a sekvenacnich technologiich RNA umoznily
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vyzkumniktim studovat exprese desitek tisic gend soucasn¢, coz poskytuje podrobny pohled na

bunécné procesy, které lezi v zdkladech biologickych systémt a nemoci [64].

Proteomika je nasledna oblast vyzkumu OMICS, ktera se zabyva rozsahlou analyzou
proteinti. Proteiny jsou pracovnici v bunce, plni Sirokou skalu funkci, které jsou klicové pro
bunécné procesy. Proteomické technologie umoziuji vyzkumnikiim studovat celou skupinu
proteini v daném vzorku, coz poskytuje velké mnozstvi informaci o exprese, modifikaci a

interakci proteini [65].

Metabolomika je dilezitou oblasti vyzkumu OMICS, kterd se zabyva rozsahlou
analyzou metabolitd. Metabolity jsou malé molekuly, které se i¢astni bunéénych procest, jako
je produkce energie, signalizace a biosyntéza. Metabolomické technologie umoziuji
vyzkumnikiim studovat celou skupinu metaboliti v daném vzorku, coz poskytuje podrobny

pohled na metabolické drahy, které lezi v zdkladech biologickych systémil a nemoci [66].

Integrace téchto a dalSich technologii OMICS umoziuje vyzkumnikiim budovat
komplexni pochopeni biologickych systémi na mnoha trovnich. Napf. integrace genomiky,
transkriptomiky, proteomiky a metabolomiky muze poskytnout podrobny pohled na
molekularni udalosti, které lezi v zadklad€ urcitého onemocnéni nebo biologického procesu, coz

umoziuje vyvoj cilenéjsich terapii a personalizované mediciny [62, 63, 65].
4.3 Biochemické vySetieni

Biochemické analyzy lze pouzit k méteni funkce mitochondrii a detekci pfitomnosti
mitochondrialni dysfunkce spojené s mtDNA mutacemi. Jednim z nejpouzivanéjsich testa je
meteni aktivity enzymilt dychaciho fetézce, které hodnoti aktivitu komplexti zapojenych do
elektronového transportniho fetézce (ETC), ktery generuje ATP uvnitf mitochondrii. Tyto testy
mohou poskytnout informace o funkénim stavu mitochondrii v pacientskych vzorcich a mohou
pomoci identifikovat pacienty s mitochondridlni dysfunkci, ktefi by mohli mit prospéch

z dal$iho genetického testovani [67].
Existuje n€kolik rtiznych testl, které lze pouZzit k méteni aktivity enzymi dychaciho
fetézce, véetné spektrofotometrickych testli a enzymovych imunoanalyz (ELISA). Tyto testy

1ze provést na pacientskych vzorcich, jako jsou krev nebo svalové biopsie a vysledky mohou

wrwe

DalSim ¢asto pouzivanym biochemickym testem pro detekci mitochondrialnich mutaci

je méfeni mitochondridlniho membranového potencidlu. Mitochondridlni membranovy
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potencial je kli¢ovy pro udrzovani funkce mitochondrii a generovani ATP a zmény
v membranovém potencidlu mohou byt indikativni pro mitochondridlni dysfunkci. Tento test
zahrnuje pouziti fluorescencnich barviv, ktera se selektivné hromadi v mitochondriich a jsou

citlivd na zmény v membranovém potencialu [67, 69].

Krom¢ téchto testli Ize pro detekci mitochondridlni dysfunkce spojené s mtDNA
mutacemi pouzit i dal$i techniky, jako naptf. méfeni produkce ROS nebo hodnoceni
mitochondrialni dynamiky. Napt. nadmérna produkce ROS muze poskodit mitochondrialni
DNA a vést k mitochondrialni dysfunkci, zatimco abnormality
v mitochondridlni dynamice mohou vést k poruseni mitochondridlni funkce a pfispét

k patogenezi onemocnéni [68, 69].
4.4 Lécba mitochondrialnich nemoci

Mitochondrialni choroby jsou heterogenni skupinou onemocnéni, kterd mohou
ovliviiovat rizné organy a tkédné v téle a momentéalné neexistuje Zadna lécba téchto chorob.
Nicméne¢ jsou k dispozici riizné 1é¢ebné moznosti, které mohou pomoci fidit ptiznaky a zlepsit

kvalitu zZivota postizenych jedinct [70].

Jednim z ptistupti k 1é¢bé je poskytovani podplrné péce postizenym jedinciim, coz mize
zahrnovat koordinaci pfiznaki, jako jsou kiece, svalova slabost a inava. To miiZe zahrnovat
pouziti 1€k, fyzioterapii nebo jiné formy rehabilitace. Dal§im pfistupem je zaméfit se na
konkrétni aspekty dysfunkce mitochondrii, jako je energeticky metabolismus nebo oxida¢ni
stres. Napf. dopliky stravy jako koenzym Q10 nebo L-karnitin mohou byt pouzity ke zlepSeni
funkce mitochondrii a metabolismu energie u nékterych jedincli s mitochondridlnimi
chorobami. Antioxidanty jako vitamin E nebo N-acetylcystein mohou také byt pouzity k sniZzeni

oxidac¢niho stresu a ochrané proti poskozeni mitochondrii [71, 72].

V nékterych ptipadech mohou byt pouzity terapie zaméiené na specifické genetické
defekty spojené s mitochondrialni chorobou. Napf. pfistupy ke genové terapii mohou zahrnovat
dodavani funkénich kopii defektnich mitochondrialnich genii do postizenych bunék nebo
upravu exprese gent, které se podileji na funkci mitochondrii. Kromé toho probihaji vyzkumy,
aby se vyvinuly nové terapie pro mitochondrialni choroby, v€etné novych pfistupti, jako je
terapie mitochondrialni nahrady. Tato technika zahrnuje nahrazovani mitochondrii postiZzené¢ho
jedince zdravymi mitochondriemi od darce a prokazala se jako slibnd potencialni terapie pro

urcité typy mitochondridlnich chorob [73].
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Celkové je 1écba mitochondridlnich chorob komplexni a ¢asto vyzaduje
multidisciplindrni pfistup, zapojeni 1ékart, genetickych poradct a dalSich specialistd. Ackoli
momentalné neexistuje zadna 1écba pro tyto poruchy, pokrok v oblasti vyzkumu a 1é¢ebnych

moznosti nabizeji nad¢€ji na zlepSeni managementu a vysledki pro postizené osoby [72, 73].

4.4.1 Genetické nizky
Jednim z ptistupt k 1é¢bé mitochondridlnich onemocnéni je vyuziti technologii pro
editaci genti, jako je CRISPR/Cas9. Tato technologie umoznuje piesné zaméteni na specifické

mutace v mitochondridlnim genomu, s potencidlem pro korekci nebo eliminaci mutovaného

mtDNA [74].

Systém CRISPR/Cas9 funguje tak, ze pomoci RNA priivodce sméruje protein Cas9 na
konkrétni misto v mitochondridlnim genomu. Jakmile se tam dostane, protein Cas9 mize
vytvorit dvojité fiznuti v DNA, které muze byt nésledné¢ opraveno pomoci vlastniho
mechanismu opravy DNA v bunice. Tento opravny proces mize obnovit sekvenci mtDNA

typickou pro zdravou buiiku nebo eliminovat mutované mtDNA [75].

ey e

mutaci. Napft. ve studii z roku 2018 [75] védci pouzili CRISPR/Cas9 k selektivni eliminaci
mutovaného mtDNA v buiikdch pacientli s Leighovym syndromem, coz je mitochondrialni
onemocnéni zplsobené mutacemi v mitochondrialnim genu ATP6. Tento pfistup vedl k
vyznamnému sniZzeni mutovaného mtDNA a zlepSeni funkce mitochondrii. Nicméné ptred
pouzitim technologii pro editaci gent v klinické praxi pretrvavaji nékteré vyzvy. Jednou z nich
je efektivni doruceni systému CRISPR/Cas9 do mitochondrii, coZ vyzaduje vyvoj novych
zptisobll doru€eni. Kromé toho musi byt peclivé zvaZeny potencialni nezaddouci ucinky a
nasledky uprav genu. PouZiti technologii pro editaci gentl, jako je CRISPR/Cas9, pfesto pfinasi
velké nadéje pro 1€€bu mitochondridlnich onemocnéni. S pokracujicim vyzkumem v této oblasti
se doufa, ze tyto technologie poskytnou nové cesty pro 1é€bu a fizeni téchto obtiznych

onemocnéni [75].
4.5 Vyskyt mitochondrialnich onemocnéni ve svété a u nas

Podle odhadli jsou mitochondrialni choroby postihujici ptiblizné 1 z 5 000 lidi na celém
svété. Prevalence mitochondrialnich chorob se 1i8i v zavislosti na konkrétnim onemocnéni a na
studované populaci. Napif. studie zroku 2016 [76, 77] naznacuji, Ze prevalence
mitochondrialnich chorob v USA miZe byt az 1 z 2 500 osob, zatimco jiné studie z roku 2021

uvadeéji vyssi prevalenci od 1 z 5 000 do 1 z 10 000 osob. V Evropé se odhaduje, ze
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mitochondrialni choroby postihuji pfiblizn€ 1 z 10 000 osob. Nicméné, tato ¢isla mohou byt

podhodnocena kvili vyzvam pii presné diagnostice mitochondridlnich chorob [76, 77].

V Ceské republice jsou k dispozici omezené tdaje o prevalenci a incidenci
mitochondrialnich nemoci. Podle studie publikované v Casopise Neuroendocrinology Letters v
roce 2017 se odhadované prevalence mitochondrialnich nemoci v Ceské republice pohybuje
pfiblizné€ v rozmezi 1 z 5 000 jedincii. Tato studie také uvadi, Ze mitochondridlni nemoci jsou
Castéjsi u deti, nez u dospélych a nejcastéjSimi piiznaky jsou slabost svall, zpozdéni vyvoje a
kiece. Dalsi studie publikovana v ¢asopise BMC Neurology v roce 2018 zkoumala klinické a
genetické vlastnosti mitochondrialnich nemoci u skupiny 33 pacientii v Ceské republice. Studie
zjistila, ze nejCastéj$imi piiznaky jsou slabost svalli, nesnaSenlivost cviceni a Unava a
nejcastéjSimi genetickymi mutacemi jsou mutace v mitochondridlnich genech MT-TL1, MT-

TK a MT-ND4 [78, 79].
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S ZAVER
Predlozena bakalarska prace pojednava o problematice mitochondridlni DNA a jejich

mutacich. Ve Ctyfech kapitolach shrnuje dostupné informace o tomto tématu a pfiblizuje

nejnovejsi studie o mutacich.

V prvni kapitole se prace zaméfuje na semiautonomni organely — mitochondrie, vénuje
se podrobnému popisu mitochondrii, dale pojednava o evoluci mitochondrii a jejich evolucnich
teoriich, kde vice piiblizuje tzv. teorii vodiku a endosymbiozy. V dalsi ¢asti prace je popisovana
funkce mitochondrii, a to pfedev§im mechanismus tvorby energie ve form¢ ATP ziskavané

z Krebsova cyklu, apoptoze — bunécné smrti, syntéze hemu a také homeostazy vapniku.

Druhé kapitola se vénuje jiz konkrétn€ mitochondrialni DNA. Popisuje strukturu a jeji
schématické znazornéni, ddle se zabyva replikaci, transkripci a translaci, kde jsou tyto
mechanismy dikladné popsany. DalSim tématem je matefskd dédicnost mtDNA, kde jsou
rozebrany jednotlivé teorie aktivni degradace a fediciho mechanismu v souvislosti s otcovskou
DNA a je znazornéna moznost pfenosu po biparentalni linii na modelovém vzoru dédi¢nosti.
Kone¢nou casti druhé kapitoly je praktické vyuziti vzorkii mitochondridlni DNA, dale mutaci

mtDNA a mitochondrialnich onemocnéni.

Tteti kapitola se zamétuje na mutace mtDNA, jejich vznik a ptivod, typy patogennich
mutaci, kde se prace detailné zamécfuje na bodové a deleéni mutace. Tento oddil prace
pojednava o onemocnéni zpiisobené mutacemi. V tomto oddilu prace jsou popsany neznamé;jsi
a nejvice probaddana onemocnéni MELAS, MERRF, syndrom LHON, Leighliv syndrom,
Pearsontiv syndrom a Kearnstiv-Sayreoviiv syndrom. Posledni ¢ast tohoto oddilu je vénovana
mitochondrialni dysfunkci a jejimu vztahu k onemocnéni, kde jsou podrobnéji predstaveny dvé

nejznaméjsi choroby, a to Parkinsonova a Alzheimerova choroba.

Posledni kapitola bakalaifské prace pojednava o diagnostice a mozné 1écbé
mitochondrialniho onemocnéni. Dtikladnéji propojuje dostupné informace o pfiistupech a
technologiich, které se vyuzivaji pfedevsim k v€asné diagnostice. Dalsi ¢ast prace se vénuje
1é¢bé mitochondridlnich onemocnéni, které jsou stale predmétem mnoha studii, a tak prozatim
existuji jen velmi omezené moznosti, jak poskytnout 1écbu a adekvatni péc¢i pacientim. V této
kapitole je také popisovana technologie editace genti. Zminéna metoda v sobé obsahuje velky
potencial k reparacim mitochondridlnich mutaci a dava tak nemalou nad¢ji na GspéSnou 1é€bu
v budoucnu. V konec¢né ¢asti prace je uvedeno porovnani prevalence mitochondrialnich chorob

ve Svete a u nas.
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