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Abstrakt

Myotubulariny jsou rodina duélné specifickych fosfataz, d€lici se na dvé skupiny; aktivni a
neaktivni enzymy. Aktivni myotubulariny rozpoznavaji a defosforyluji fosfoinositidy
fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) a fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat (P1(3,5)P2). Fosfoinositidy
jsou soucasti riznych bunécnych membran, vcetné¢ plazmatické membrany a
endomembranového systému. Celkové existuje 7 typt fosfoinositida, které jsou mezi sebou
pfeménitelné diky fosfatdzam a kinazdm. Tyto pfemény jsou dilezité pro identifikaci
bunéénych membran, protoze v kazdé jeden fosfoinositid zpravidla pfevazuje. PI3P a P1(3,5)P>
jsou soucasti membran endozému a lysozoma a maji klicovou ulohu v bunééném vackovém
transportu. Myotubulariny ovliviiuji funkénost tohoto transportu. Mutace v genech pro
myotubulariny mohou negativné ovlivnit jejich proteinovou strukturu a aktivitu. Zavaznost
téchto mutaci je podlozena tim, ze defekty nékolika ¢lenti této rodiny jsou spojovany s vaznymi
genetickymi onemocnénimi, jako jsou X-vézana centronukledrni myopatie (XLMTM) a
Charcot-Marie-Tooth syndrom. Prvnim objevenym clenem myotubularini byl MTM1, jehoz
mutace je spojovana s X-vazanou centronukledrni myopatii. XLMTM je charakterizovano
svalovou slabosti a hypotonii, ¢asto vedouci k respiracnim problémim. Vedlejsi projevy
zahrnuji neurologické, endokrinologické, imunitni a kardiovaskuldrni problémy. Dulkladné
pochopeni téchto vedlejSich projevil je zasadni pro komplexni 1é€bu a zlepSeni kvality zivota

postizenych jedinct.

Kli¢ova slova: PI3P, PI(3,5P),, MTM1, myotubulariny, XLMTM



Abstract

Myotubularins are a family of dual-specific phosphatases, divided into two groups, active
and 1inactive enzymes. Active myotubularins recognize and dephosphorylate the
phosphoinositides phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) and phosphatidylinositol-3,5-
bisphosphate (PI(3,5)P2). Phosphoinositides are components of various types of cell
membranes, including the plasma membrane and the endomembrane system. In total, there are
7 types of phosphoinositides which are interconvertible by phosphatases and kinases. These
transformations are important for membrane identification because one type usually
predominates in each membrane. PI3P and PI(3,5)P; are part of endosomes and lysosomes and
both have a key role in cellular vesicle transport. Myotubularins influence the functionality of
this transport. Mutations in genes for myotubularins can negatively affect their protein structure
and activity. The severity of these mutations is supported by the fact that defects in several
members of this family have been associated with serious genetic diseases such as X-linked
centronuclear myopathy (XLMTM) and Charcot-Marie-Tooth syndrome. The first
myotubularin member discovered was MTM1, whose mutations are associated with X-linked
centronuclear myopathy. XLMTM is characterized by muscle weakness and hypotonia, often
leading to respiratory problems. Secondary symptoms include neurological, endocrinological,
immune, and cardiovascular problems. A thorough understanding of these secondary symptoms
is essential for comprehensive treatment and improving the quality of life of affected

individuals.
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1 Uvod

Mutace v genech kodujicich enzymy jsou casto spojovany s rtznymi genetickymi
onemocnénimi (Laporte et al. 2003). Jednou z téchto rodin enzymt jsou myotubulariny. Jde o
fosfatazy hrajici klicovou roli v regulaci bunécnych procesti defosforylaci fosfoinositidd,
dilezitych lipidovych signalnich molekul. Lidskd rodina myotubularini se sklada ze 14 gent,
jejichz mutace jsou spojovany s raznymi genetickymi chorobami. Tyto nemoci se projevuji
zejména v neuromuskularnim systému, ale mohou postihovat i dalsi tkané a organy (Raess et
al. 2017).

Nejvice zkoumanym, vzacnym, ale zdvaznym onemocnénim zplsobenym mutacemi v
genech myotubularinli je X-vazand centronukledrni myopatie (XLMTM), kterd postihuje
zejména muzské jedince. Toto onemocnéni je charakterizovano hypotonii a svalovou slabosti
(Laporte et al. 1996). Kromé svalovych problémt mohou mutace v genu MTM1 zpiisobovat i
fadu nesvalovych poskozeni, ovliviigjicich rizné organy v téle, vcetné nervového,
endokrinniho a imunitniho systému.

Cilem této prace je tvodem poskytnout vhled do rodiny myotubularini a do jejich funkce
v souvislosti s lipidovymi substraty. V hlavni ¢asti se prace soustfedi na prvni popsany ¢len
rodiny, myotubularin 1 (MTM1), jeho charakteristické rysy a co zptsobuji jeho mutace.
Zvlastni diraz prace byl kladen na nesvalové projevy MTM1 mutaci, jez se v literatufe objevuji

vyrazné s mensi frekvenci nez klasické projevy XLMTM, ve snaze ucelit a systematizovat je.



2 Myotubulariny

Myotubulariny jsou velka skupina evolu¢né konzervovanych proteint, které patii do
skupiny tyrozinovych dualné specifickych fosfatdz (PTP/DUSP) (Laporte et al. 2003). Dualné
specifické fosfatdzy tvofi Sirokou heterogenni skupinu enzymu relevantnich v lidskych
onemocnénich. Maji schopnost defosforylovat serin/threonin a tyrozinova rezidua proteind,
stejné jako odstranovat fosfaty z jinych neproteinovych substratl, vcetné signalnich lipida
(Pulido a Lang 2019). Myotubulariny jako substrat pouzivaji fosfoinositidy (PI) konkrétné
fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) a fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat (PI(3,5)P2) (Alonso et al.
2004; Schaletzky et al. 2003).

Lidska proteinova rodina myotubularinti se sklada ze 14 geni pojmenovanych MTM1
(MyoTubularinovd Myopatie) a od n€j odvozenych MTMR1-13. Pravé na MTMI1, jeho funkce
a fenotypy spojené s mutacemi v jeho sekvenci se bude tato prace soustiedit.

Katalyticky aktivni myotubulariny (MTM1, MTMR1-4, MTMR6-8) maji ve vazebném
misté pro substrat konzervovany motiv CXsR(Cys-Xaas-Arg). DalSich Sest myotubularinti
(MTMRS5,9-13) ma tento motiv mutovany; jde o katalyticky neaktivni proteiny, které ale maji

potencial vazat aktivni ¢leny rodiny a regulovat jejich aktivitu (Lorenzo et al. 2006).

2.1 Struktura myotubularinu

Myotubulariny jsou multidoménové proteiny, pfi¢emz vSichni ¢lenové rodiny obsahuji
doménu PH-GRAM, fosfatdzovou (PTP) s aktivnim mistem a CC (Obr. 1). Nekteti ¢lenové
maji navic dalsi specifické domény (Laporte et al. 2003).

2.1.1 Hlavni domény
PH-GRAM doména

PH-GRAM - (Pleckstrin Homology — Glucosyltransferases, Rab-like GTPase activators
and Myotubularin) vaze fosfoinositidy a zajiStuje specifickou lokalizaci myotubularint
v bunice, a je také regulacni doménou k fosfatazové aktivité myotubularinti (Kerk a Moorhead

2010).

Fosfatazova doména (PTP)

Fosfatazova doména zajistuje defosforylaci substratu. Obsahuje zminénou konsenzudlni
sekvenci aminokyselin C(X)5R nachdzejici se ve vSech aktivnich ¢lenech rodiny. Enzymaticka
katalyza byla dobfe charakterizovana a implikuje tfi nezaménitelné katalytické zbytky. Dva jsou

umistény v katalytickém misté: cystein (nukleofil) vaZze fosfat a tvofi kovalentni thiofosfatovy



intermediat, zatimco arginin asistuje pii vazani a katalyze fosfatu a stabilizuje komplex. Treti
nezameénitelny zbytek, aspartat, je umistén na flexibilni smycce obvykle asi 30 zbytkd N-

terminalné od konsenzudlniho mista a je nutny pro uvolnéni substratu (Laporte et al. 2003).

Coiled-coil (CC)

Coiled-coil je doména, ktera ptispiva k dimerizaci homologli myotubularinu. Tato doména
se sklada ze dvou amfipatickych helixti, které vytvaieji opakujici se vzory zbytkd heptad
'abcdefg'. V téchto vzorech jsou pozice 'a' a 'd' konzervované jako hydrofobni, coz umoziuje
vytvofeni rozhrani dimerizace mezi dvéma proteiny, zatimco pozice 'e' a 'g' jsou polarni a

zapojuji se do elektrostatickych interakci (Bhattacharyya 2023).

Vedlejsi domény

Dal$i domény se nachdzeji jen unékterych cClenii rodiny myotubularinti, ale souvisi
s membranovym transportem a fosfoinositidy. Napiiklad: FYVE doména, kterd v proteinu
EEA1 (Casny endozomdlni antigen 1) rozezndva PI3P, napomahé rekrutovat proteiny do
membran (Kutateladze 2006). OvSem FYVE doména ptitomna v MTMR3 je atypickd a nevadze
PI3P ani nepomdha rekrutovat MTMR3 na membrany endozoémi, coZ naznacuje, ze jeji funkce
je odlisné od ostatnich FYVE doménovych proteinti (Lorenzo et al. 2005).

DENN doména u MTMRS5/13 interaguje s malymi GTPazami a funguje jako Rab-
specificky faktor vymény guaninovych nukleotidi (GEF). To je dalsi dilezity mechanismus
regulace membranového transportu (Marat et al. 2011). U MTMRS a 13 se vyskytuje také
dodatecna PH doména, kterd vaze fosfoinositidy. Tato PH doména v ptipadé¢ MTMR13 vaze
PI1(3,4,5)P; (Berger et al. 2006).
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2.1.2 Role vyznamnych zastupci rodiny myotubularinii

Myotubulariny se v bufice nachazeji pfedev§im v cytoplazmé, kde se diky PH-GRAM
doméné dokazi vazat do membranovych struktur, jako jsou endozémy, autofagozémy a samotna
plazmatickd membrana. Myotubulariny hraji vyznamnou roli zejména v membranovém
transportu a autofagii. Diky své fosfatazové aktivite k PI3P a PI(3,5)P> také vyrazné ovliviiuji
bunécnou proliferaci, diferenciaci a cytokinezi, jelikoz udrzuji stabilni hladiny téchto
fosfoinositidl, coZ je nezbytné pro mnohé bunécné procesy (Michell et al. 2006; Montagnac a
Chavrier 2010). Tyto proteiny jsou vysoce konzervované a mutace v jejich genech jsou

pricinou nékolika neuromuskularnich onemocnéni (Raess et al. 2017; Clague a Lorenzo 2005).

MTM1
S MTM1 je spojovéana X-vazana myotubuldrni myopatie (XLMTM), ktera bude podrobné
probirana v kapitole 4 zabyvajici se MTMI.



MTMR1
MTMRI1 je blizkym homologem MTMI1. Mutace v genu MTMRI1 pfispivaji k patogenezi
dédi¢nych myotonickych dystrofii 1 a 2. NaruSuji normalni procesy svalové diferenciace a

regenerace, coz vede k progresivni svalové slabosti a dalsSim myopatickym zménam (Santoro

et al. 2010).

MTMR2

MTMR?2 je protein ptitomny ve vSech bunkdch. MTMR2 reguluje membranovy transport,
coz je obzvlast’ dilezité v neuronech i Schwannovych buiikach, které tvotfi myelinové obaly
okolo axonti perifernich nervii (Bolino et al. 2004). Gen pro MTMR2 se nachazi na
chromozomu 11q22 (Laporte et al. 2001). Mutace v genu pro MTMR2 jsou pfi¢inou Charcot-
Marie-Tooth syndromu 4B1 (CMT4B1) (Bolino et al. 2000).

CMT4BI1 je autosomaln¢ recesivné dédiéné neuropatické onemocnéni, projevujici se
nastupem svalové slabosti a ztraty citlivosti v détstvi, stejn¢ jako vyrazné snizenou rychlosti
vedeni nervovych vzruchii (Quattrone et al. 1996). Toto onemocnéni je charakterizovano
demyelinizaci, coz je ztrata myelinového obalu okolo perifernich nervovych vldken a tvorbou
myelinovych vybézkli - nadbyte¢né smycky myelinu kolem axont v perifernich nervech
(Previtali et al. 2007). Mutace zpusobujici CMT4B1 casto vedou k naruSeni fosfatazové
aktivity proteinu nebo k jeho zkraceni. Ztrata fosfatazové aktivity miZze vést k nahromadéni
fosfoinositidli v bunéénych membranach (Bolino et al. 2000; Schaletzky et al. 2003).

Akumulace fosfoinositidi vede k rozruSeni endocytdzy, exocytéozy a cytoskeletalni
dynamiky. Membranovy transport je narusen, protoze nespravna hladina fosfoinositidi
ovliviiuje formovani a fuzi vezikul, které jsou kli¢ové pro piesun molekul a iontil pies bunééné
membrany (Lee et al. 2010). Kromé toho je ovlivnéna i dynamika cytoskeletu, coz zptisobuje
jeho abnormalni uspotadéni, a tim 1 bun&cny tvar, motilitu a déleni (Bolis et al. 2007). Tento
komplexni rozvrat buné€nych procesit ma zavazné disledky pro bunécnou homeostizu a
funk¢nost, coz vede k patologickym zménam charakteristickym pro CMT4B1(Lee et al. 2010).

MTMR2 ma svoji roli 1 ve spermatogenezi. U jednoho zdokumentovaného
pfipadu CMT4BI pacienta se vyskytla azoospermie (Laporte et al. 2003). Nasledné bylo pfi
analyze varlat mysi s deletovanym genem Mtmr2 zjisténo, ze mysi ve véku 3 tydna vykazovaly
v epitelu semenotvornych kanalki ztratu zarodecnych bunék a ve véku 4 mésicti byly mnohé
semenotvorné kanalky bez elongovanych spermatid. Spermatidy a spermatocyty byly pfi

vétSim zvétSeni nalezeny v lumen vétSiny tubulll z mutantnich varlat. V normalnim mysSim
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varleti nebyly v lumen nalezeny zadné zarodecné buitky kromé plné vyvinutych spermatid ve
stadiu VIII epitelového cyklu. Tyto informace naznacuji, ze adheze mezi Sertoliho a
zarodeCnymi buiikami v epitelu semenotvorného kandlku byla poskozena ztratou Mtmr2

(Bolino et al. 2004; Mruk a Cheng 2011).

MTMRS a 13

MTMRS a MTMRI13 jsou katalyticky inaktivni ¢leny rodiny myotubularini. Oba tyto
proteiny maji fadu vedlejSich domén, které ostatni clenové nemaji (Obr.1). MTMRS 1 MTMR13
jsou reguléatory funkce MTMR2.

MTMR?2 interaguje s MTMRS prostiednictvim coiled-coil domény za tvorby heterodimert.
Prostfednictvim této interakce dochazi k subcelularni lokalizaci MTMR2 do blizkosti jadra
(Kim et al. 2003). Bylo prokazéno, Zze MTMRS je ve vysoké mife exprimovan v Sertoliho
buitkach semenotvornych kanalkti varlat. Mutace v genu MTMRS je spojovana s azoospermii
(Firestein et al. 2002).

MTMRI13 1 MTMR2 vytvareji homodimery prostiednictvim coiled-coil domén.
Homodimery MTMR13 a MTMR2 spolu tvoii tetramer. Katalytickd aktivita samotného
homodimeru MTMR2 vii€i substratu PI3P je 10krat niz$i nez aktivita tetrameru MTMR?2 a
MTMRI13 a aktivita samotného homodimeru viici substratu PI13,5P; je dokonce 25krat nizsi. Z
toho vyplyva, ze asociace neaktivni fosfatizy MTMR13 s aktivni MTMR2 ma zésadni vliv na
regulaci fosfatazové aktivity.

MTMR2 a MTMRI13 spolu interaguji i ve Schwannovych butnikach perifernich nervi.
Mutace v MTMRI13 zpiisobuje stejny fenotyp jako mutace v MTMR2 a to Charcot-Marie-
Tooth syndromu 4B2 (Berger et al. 2006).



3 Membranové fosfoinositidy

Jak jiz bylo uvedeno v uvodni kapitole, myotubulariny obsahuji rizné typy proteinovych
domén. Kromé¢ fosfatdzové domény =zahrnuji také PH-GRAM doménu, ktera vaze
fosfoinositidy (PI). Tato schopnost jim umoznuje regulovat a zajiStovat spravnou funkci
membranového transportu.

Membranové fosfoinositidy jsou minoritni lipidy pfitomné ve vSech eukaryotickych
membranach na cytozolické strané. Jedna se o latky, které 1ze reverzibiln€ fosforylovat a jsou
odvozeny z derivati membranovych fosfolipidl a fosfatidylinositolu. Jsou charakterizovany
svou amfifilni povahou, coz znamend, Ze obsahuji polarni inositolovou hlavicku a nepolarni
ocasky z mastnych kyselin, které jsou zakotvené v lipidové dvouvrstve. Inositolova hlavicka je
orientovana do cytozolu a slouzi jako misto pro vazani PI vazebnych domén vnitrobunéénych
efektort (Dickson a Hille 2019).

Inositolovy kruh muze byt fosforylovany cytoplazmatickymi lipidovymi kinazami, které
ptidavaji fosfaty na hydroxylové skupiny na pozicich 3,4 a 5. Tim vznikaji lipidy s vysokym
negativnim nabojem. Lipidovymi fosfatazami mize byt fosfat naopak odstranén. V celku tedy
v eukaryotické bunce existuje sedm riznych izoforem fosfoinositidi, které¢ jsou mezi sebou
castecn¢ preménitelné praveé diky fosfatazam a kinazam (Dickson a Hille 2019; Shewan et al.
2011).

Fosfoinositidy v bunéénych membranéach hraji kli¢ovou roli v bunééném ristu, migraci,
diferenciaci, endocytoze a vezikularnim transportu, jsou povazovany za ,navadéci systém*
bunéénych membran. Formuji ZIP kod signélnich lipida urcujicich, kam se maji vazat bunécné
proteiny, nebo kde maji byt aktivni. Rozdilné typy fosfoinositidli maji odliSné zastoupeni v
bunéénych membranach. Na kazdé membrané jeden typ PI pfevazuje nad ostatnimi. Napiiklad
Golgiho aparat (GA) je oznacovan za PI(4)P organelu, naopak PI(3,4,5)P; a PI(4,5)P> jsou
charakteristickymi PI plasmatické membrany (Dickson a Hille 2019). Polarizované bunky
pouzivaji asymetrické rozmisténi fosfoinositidi na své plazmatické membrané jako zplisob
generovani a udrzovani polarity. Na piiklad na Spic¢ce rostouciho neuronu najdeme vysokou
koncentraci PI(3,4,5)P3 (Shi et al. 2003).

Pravé rozdilné zastoupeni fosfoinositidii na membranach a jejich vzajemna pfeména za
pomoci kinaz a fosfataz jsou klicové vlastnosti pro vackovy transport v sekreci 1 endocytdze
(Obr. 2). Sekre¢ni draha zacind v endoplazmatickém retikulu (ER) a pokracuje ptes GA, kde
se proteiny tfidi do vackd pokracujicich na plazmatickou membranu nebo do

endolysozomalniho systému. Hlavni roli zde hraje PI(4)P, ktery reguluje sekrec¢ni drahy,



ovliviiuje tvorbu a transport sekrecnich nosicli a zajist'uje spravnou funkci a slozeni membran.
Endocyticka drdha zavisi na fosfoinositidech plazmatické membrany PI(4,5)P> a PI(4)P. V
klatrinem zprostfedkované endocytoze se postupné formuje klatrinovy plast’, ktery soustredi
transportované proteiny do jamky. Tento proces je podporovan postupnou preménou PI1(4,5)P>
na PI3P, coz je charakteristické pro endozomalni systém. Endocytovany material se
shromazd’uje v ranych endozémech, kde probiha dalsi tfidéni. Pro endozémy je dtlezity hlavné
PI3P. Obsah endozoému muze byt bud’ recyklovan na plazmatickou membranu, nebo

degradovan v lysozémech (Posor et al. 2022).

Plazmaticka membrana Pl4, 5P2 P13,4, 5P3 Pl4F
Pl4,5P,
Recyklujici
Endocyticky vacek endozom e
Ciliarni kapsa
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PI3P
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Obr. 2 Znazorneéni rozlozZeni fosfoinositidit v membrandch savci bunky a jejich role v dopravé endomembran, zahrnujict
endozomy a organely souvisejici s autofagii. PI(4,5)P2 a PI(3,4,5)Ps jsou zobrazeny tmavé modie a fialové a nachdzeji se v
plazmatické membrané. PI4P, zndzornény Zluté, je pritomen v Golgiho aparatu a trans-Golgi siti (TGN). PI3P, zobrazeny
zelené, se vyskytuje v endocytovanych vezikulech, casnych endozomech, pozdnich endozomech, autofagozomech, lysozomech
a také v primarni cilii. PI(3,5)P: je zobrazen svétle modie a nachazi se v pozdnich endozomech a autofagozomech, zatimco
PI5P, znazornény Sedé, je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu (ER) a ve vezikularné-tubularnich klastrech (VTC).

(Nascimbeni et al. 2017)
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3.1 Fosfoinositidy jako substrat myotubularini

Mezi fosfoinositidy, které¢ jsou substratem pro myotubulariny patii PI(3)P a PI(3,5)P>
(Alonso et al. 2004; Schaletzky et al. 2003). PI(3)P se nachdzi na membranach endozémt a na
membrandch autofagozomu. Funkce PI(3)P v dynamice membran je ddna vazebnymi proteiny
s doménou rozezndvajici specificky tento lipid. Pfikladem je jiz zminénd FY VE doména nebo
PX doména piitomnéd v regulacnich proteinech pro transport jako jsou napiiklad sortovaci
nexiny. Proteiny s témito motivy slouZzi jako leSeni pro proteiny, které¢ jsou zodpovédné za
remodelaci membran a signalni procesy. Jako vzor je uvadén komplex ESCRT zodpovédny za
rekrutaci a invaginaci endozémalni membrany a receptorovych tyrozinkindz (Nascimbeni et al.
2017). Za ekvivalent komplexu ESCRT v autofagii by se dal povazovat hVPS34/hVPS15
komplex a hlavné protein ATG14L, ktery je dilezity pro rekrutovani dalSich autofagickych
proteinli na membranu endoplazmatického retikula (Matsunaga et al. 2009).

Druhym substratem myotubularind je PI(3,5)P2, ktery je charakteristicky pro membrany
pozdnich endozémi, lysozému a také autofagozému (Jin et al. 2016). Reguluje Sté€peni a fuzi
endozomi, ¢imz udrzuje endomembranovou homeostazu a zajist'uje vyménu nékladu z vacku.
Produkce PI(3,5)P> na endozomech zptisobuje uvolnéni cortactinu, proteinu, ktery hraje
klicovou roli pfi bunééné migraci a invazi. Cortactin podporuje polymerizaci a piestavbu
aktinovych filamentii. Dynamika aktinového cytoskeletu je diilezitd pro vezikularni transport,

protoze zajistuje strukturu vétvenych aktinovych vlaken v endozomalni siti (Kirkbride et al.

2011; Dickson a Hille 2019).

myotubulariny myotubulariny

OH OH

Obr. 3 a) Desoforylace PI3P na PIP b) Desoforylace
PI(3,5)P2 na PI5P. Vytvoreno v programu Figma



4 MTMI1

Prvnim objevenym c¢lenem rodiny myotubularini byl MTM1 identifikovany diky jeho
spojitosti s XLMTM (Laporte et al. 1996). Jde o protein hrajici zdsadni roli ve fungovani burky,
a to hlavné pfi membranovém transportu a signalizaci (Hnia et al. 2012). MTM1 odstraiiuje
fosfat ze tfeti pozice na inositolu. Pfeménuje tak PI3P na PIP a PI(3,5)P2 na PISP (Obr: 3)
(Taylor et al. 2000; Schaletzky et al. 2003).

4.1 Charakteristika genu a proteinu MTM1

Gen pro MTMI1 je lokalizovan na chromozoému X v rozsahu pozic 150,562,653-
150,673,143 v lidském referenénim genomu (GRCh38/hg38) (Obr. 4). Je velky 110 491 bazi a
nachdazi se na pozitivnim feté¢zci DNA (MTM1 Gene - GeneCards [b.r.])
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Obr. 4 Oznaceni pozice genu pro MTM1 na chromozomu X, cervend znacka (MTM1 Gene - GeneCards [b.r.])

Myotubularin 1 je velky 603 aminokyselin a jeho molekularni hmotnost je 69932 Da
(Obr. 5). Jak jiz bylo fe€eno, jde o multidoménovy protein skladajici se z N-termindlni PH-
GRAM domény, za ni se nachazi katalytickd PTP doména, a nakonec coiled-coil doména

(Bhattacharyya et al. 2023).

Obr. 5 Struktura proteinu MTM1 (MTM1 Gene - GeneCards
[b.r])
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4.2 Role MTMI1 v ruznych ¢astech bunky

MTMI je vSudyptitomny protein. Na proteinové trovni byl detekovany napiiklad v mozku,
plicich, svalech, endokrinnich tkanich, jatrech, zlucniku a slinivce btisni (Cocanougher et al.
2019). Mutace v MTM1 mohou vést k riznym patologickym stavim v Sirokém spektrum
organovych systému (Biancalana et al. 2003).

V buiice se MTM 1 nachézi hlavné v cytoplasmé¢, na plazmatické membrané a endozoémech
(Taylor et al. 2000; Tsujita et al. 2004; Laporte et al. 2002). Nadmérnd exprese myotubularinu 1
v riznych bunéénych liniich vede ke vzniku velkého mnozstvi filopddii, coz je pfic¢inou zmeény
tvaru bunky (Obr. 6). Tento fenotyp byl pozorovan i u enzymaticky neaktivnich forem MTM1
vzniklych mutacemi, z ¢ehoz vyplyva, Ze je nezavisly na enzymatické aktivité proteinu

(Laporte et al. 2002).

Obr. 6 Srovnani normalni COS burniky (vievo) a COS buiiky s nadmérné exprimovanym MTMI1 (vpravo). Je patrnd

zména tvaru busiky s rozsirenymi filopodiemi (Laporte et al. 2002).

Endozomalni PI3P je kritické signalni molekula nezbytna pro tfidéni nakladu v endocytické
draze. PI3P je syntetizovan lipidovou kindzou hVPS34/hVPS15 a slouzi k naboru proteind
obsahujicich FYVE doménu na membranu, coZ je kli¢ové pro spravnou funkci endozémalniho
systému. Mezi tyto proteiny patii napiiklad PIKfyve PI3P 5-kinédza, ktera fosforyluje PI3P za
vzniku PI(3,5)P2 (Sbrissa et al. 2002).

MTMI se vaze na kinazu hVPS34, tato vazba je usnadnéna piitomnosti adaptorového
proteinu hVPS15. Kinazovy komplex hVps34/hVps15 je aktivovan malou GTP4azou RABS na
casnych endozomech a RAB7 na pozdnich endozomech (Murray et al. 2002; Stein et al. 2005).
GTPazy RABS a RAB7 hraji klicovou roli v regulaci syntézy PI3P, pfi¢emz jejich aktivace je
nezbytnd pro spravné fungovani kindzového komplexu. RABS a 71 MTM1 se vaZzou na WD40

doménu hVPS15, avSak vazba neni mozna soucasné.
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Hladina endozémalniho PI3P je regulovéna prostfednictvim koordinované syntézy a
degradace. Tento proces je fizen specifickym komplexem mezi lipidovou fosfatizou MTM1 a
lipidovou kindzou hVPS34/hVPS15. Naptiklad nadbytek MTM1 vede ke zméndm morfologie
endozomit a k snizenému mnozstvi PI3P. To zpisobuje ztratu FYVE doménou
zprostiedkovaného véazani proteinii a naruSeni celého endozomalniho transportu. To vse
smétuje k moznému zaveéru, ze na ¢asnych a pozdnich endozoémech je syntéza a degradace PI3P
koordinovana a sekvenéné regulovana (Cao et al. 2007).

Pti endocytické recyklaci se membrana vraci z endozomalnich kompartmenti na
plazmatickou membranu nebo do trans-Golgiho sité (TGN). Jak jiz bylo zminéno v kapitole o
fosfoinositidech, plazmatickd membrana je bohatd na PI4P a PI(4,5)P>, membrana TGN
predevsim na PI4P a membrana endozoémt na PI3P. Recyklace z endozoému na plazmatickou
membranu nebo do TGN musi byt spojena s pfeménou identity membrany z PI3P na PI4P.
Pteména PI3P na PI4P vyZzaduje MTM1, ktery defosforyluje PI3P na PI a PI4KII a kin4zu, ktera
fosforyluje PI na PI4P. Pii absenci MTMI1 recyklaéni endozém neni schopen fuze
s plazmatickou membranou, coz pravdépodobné pfispiva k patologii XLMTM viz dalsi

kapitola (Ketel et al. 2016; Posor et al. 2022).

4.3 MTMI1 a proteinové interakce
4.3.1 Interakce s MTMR12

Jak jiz bylo zminéno, neaktivni ¢lenové rodiny myotubularin mohou interagovat
s aktivnimi Cleny a regulovat jejich aktivitu. MTMRI12 je adaptorovy protein, ktery je
sekvencné homologni s MTMI, ale neobsahuje katalyticky motiv CXsR — je tedy neaktivni.
MTMRI12 tvoii s MTMI1 heterodimer (Nandurkar et al. 2001). Tvorba tohoto komplexu je
nezbytnd pro zajisténi stability MTM1 a normalniho fungovani kosterniho svalstva; zda se, ze
u nékterych mutaci MTM1 vedoucich k XLMTM jsou interakce s MTMR 12 naruSeny.

Bylo prokazano, Ze utlumeni exprese MTMR12 u Danio rerio (Déanio pruhované) vedlo k
defektim kosterniho svalstva a zhorSené¢ motorické funkci. Néslednd analyza ukazala
patologické zmény zahrnujici centralni nukleaci, dezorganizované triady, hypotrofii myofibril
a sto¢en¢ membranové struktury, které se podobaji t€ém pozorovanym u XLMTM. Pozorované
abnormality spojené s deficitem MTMRI12 se zdaji byt zpiisobeny hlavné ztratou funkce
MTMI. Nadmérna exprese MTMI zlepsila defekty kosterniho svalstva pozorované u rybich
embryi s delect MTMR12, zatimco nadmé&rna exprese katalyticky neaktivniho MTMR 12 mirné

zlepsila svalovou patologii u embryi s deleci MTMI.
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Tyto vysledky naznacuji, ze hlavni funkci MTMR12 je stabilizace MTM1 a jeho spravné
fungovani v kosternim svalstvu nikoliv jeho vliv na subcelularni lokalizaci MTM1, jak se

myslelo diive (Gupta et al. 2013).

4.3.2 Interakce s desminem

Desmin je specificky svalovy protein a diilezitd podjednotka intermedidlnich filament v
srde¢nich, hladkych a kosternich svalech. Je ptedpokladano, Ze hraje klicovou roli pfi udrzovani
strukturdlni a mechanické integrity svalového kontraktilniho systému (Paulin a Li 2004).
MTMI reguluje stavbu intermedialnich filament nezévisle na svoji enzymatické aktivité. Bylo
tak prokdzano v bunkéch kosterni svaloviny nikoliv v bunikdch svaloviny srde¢ni. Potlacenim
nebo Uplnym vyloucenim exprese MTM1 doslo k rozpadiim komplexu MTM1-desmin. Rozpad
téchto komplext vedl k agregaci desminu a navic k abnormélni lokalizaci, morfologii a

dynamice mitochondrii v buitkach kosternich svala (Hnia et al. 2011).

4.3.3 Interakce se SPEG

SPEG (kinaza obohacena v pti¢né pruhované svaloving) je protein kinaza hrajici dtlezitou
roli ve vyvoji, funkci a udrzovani srdecnich a kosternich svalii (Luo et al. 2021). Stejné jako
myotubularin 1 tvoii komplex s desminem, tvoii komplex také se SPEG. V lidském genomu
jsou geny pro desmin a SPEG v tandemovém uspofadani, coz naznacuje koordinovanou
regulaci téchto dvou proteind. Interakce SPEG-MTMI1 hraje klicovou roli v organizaci
sarkoplazmatického retikula a pozi¢nim uspofddano organel a jader v kosterni svaloviné

(Agrawal et al. 2014).
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5 X-vazana myotubularinova myopatie (XLMTM)

Jak jiz bylo diive uvedeno X-vazana myotubularinova myopatie je onemocnéni zptisobené
mutaci genu pro myotubularin 1. Jedna se o vzacné, ale zdvazné vrozené onemocnéni, které je
charakterizovdno hypotonii a svalovou slabosti. Postihuje piedev§im muze - 1/50000
novorozenct, Zeny jsou pak heterozygotnimi pirenaseCkami. Bylo identifikovano vice nez 245
ruznych mutaci genu MTMI, které zplsobuji ztratu funkce a ovliviiuji vSechny domény

proteinu (Kusikova et al. 2023).

5.1 Klinické projevy a pribéh nemoci

Hlavnim projevem XLMTM je svalova slabost. Az u 80 % postizenych jedinct se jedna o
tézkou svalovou slabost. V neonatalnim stadiu se projevuje polyhydramnii (nadbytek plodové
vody) a snizenou pohyblivosti plodu. U novorozenct se pak potkavdme se svalovou slabosti,
hypotonii, a hlavné respiracnim selhdnim. Motorické milniky jsou znacné opozdéné a vétSina
jedinc nedosdhne samostatné chtize. Postizeni jedinci se zfidka kdy dozivaji dospélosti.
Odhaduje se, ze 25 % chlapct zasazenych tézkou formou XLMTM umira v prvnim roce zZivota.

U 20 % jedinct se jedna o mirnou, nebo stiedné t€Zkou formu s vyssi Sanci na doziti se
dospélosti. VétSina vyzaduje ventildtorovou podporu nebo gastrostomické sondy (Dowling et

al. 1993).

5.2 Mutace zpusobujici XLMTM

Jak jiz bylo zminéno, myotubulariny se skladaji z PH-GRAM domény, kterd napomaha
interakcim s PIP na membranach, vlastni fosfatdzové domény a coiled-coil domény, ktera
usnadiiuje homo/hetero dimerizaci. Mutace v kazdé z téchto domén naruSuji funkci proteinu a
zpusobuji XLMTM s rliznou zavaznosti tohoto dédicného onemocnéni.

Bylo provedeno srovnani 13 riznych mutaci zatazenych do ¢tyfech skupin viz tabulka ¢.1.
Vsechny mutované formy MTMI1 nebyly schopny tvofit stabilni komplexy substrat-enzym.
Nékteré vykazovaly silnéj$i vazbu na hydrolyzovatelnou fosfatovou skupinu substratu, coz
naznacuje neefektivni defosforylaci. I mutace vzdalené od katalytického mista mély trvalé
negativni U¢inky na funkci proteinu. SniZzena exprese mutantd ve srovnani s kontrolnim MTM1
byla spojena hlavné s vaznym fenotypem XLMTM.

U mutanti C444Y, A389D, G402R, W346S, L470P nebylo ani mozné zméfit jejich
fosfatazovou aktivitu. Jedna se o ,,missense* mutace, kdy dojde k zamén€ aminokyseliny, které
zpusobuji destabilizaci proteinu. Mutace MTM1 také ovliviuji jeho schopnost vézat se na

desmin. Vazebna oblast pro desmin je uvnitt katalytické domény, ale mimo misto fosfatazové
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aktivity. Mutace W230C a 1264S zptisobily neschopnost udrzovat vodikové vazby s desminem
a to vedlo k nestabilit¢ komplexu.

Nékteré mutace, jako R220T a G378E, nebyly schopné tvofit stabilni komplexy s PI3P, coz
vedlo k uplné ztraté katalytické aktivity. Mutace R220T se nachazi mimo katalytické misto, ale
stale vyznamné ovliviiuje schopnost proteinu vazat se na substrat. Mutace G378E meéni
konzervovanou ¢ast katalytického motivu, coz zplsobuje zavazné naruseni fosfatdzové funkce

MTMI. Tyto zjiSténi ukazuji, jak i mutace vzdalené od aktivniho mista mohou mit kritické

dopady na celkovou funkci proteinu (Bhattacharyya et al. 2023).

Skupina Druh mutace Doména Zava‘z nost
projevu
C444Y Fosfatdzova doména Zavazny
_ Mutace s dokumentovanym 12643 Fosfatizova doména Zévarny
zavaznym fenotypem onemocnéni
A389D Fosfatdzova doména Zavazny
Mutace, které jsou podle n&kolika R220T Fosfatazova doména -
bioinformatickych nastroji W230C Fosfatdzova doména Zavazny
predpovézeny jako skodlivé 165N PH-GRAM Stiedni
R69S PH-GRAM Zavazny
Mutace v reziduich, ktera jsou . . .
hotspoty pro mutace v XLMTM G402R Fosfatdzova doména Zavazny
W346S Fosfatdzova doména Mirny
G378E Fosfatdzovy motiv Zavazny
Mutace v reziduich, ktera jsou L470P Fosfatdzova doména Zavazny
strukturalné nebo funk¢né dilezita — - —
pro MTM1 1502K Fosfatdzova doména Zavazny
R564H Coiled-coil -

Tabulka 1 Prehled MTMI mutaci pacientii s XLMTM v kontextu zdsahu do funkce jednotlivych domén. Prevzato
(Bhattacharyya et al. 2023)

5.3 Charakteristiky XLMTM v histologii svalové tkané

XLMTM je charakteristickd zménami ve stavbé svalového vldkna, které jsou zjistitelné
biopsii. Biopsie ukazuje hypotrofii vldken a vysoké mnoZstvi vldken s velkymi centralné
umisténymi jadry neobvyklého tvaru (Obr. 7). Pravé tento neobvykly vzhled jader odlisuje
degenerativni poruchy jako je naptiklad Duchennova svalova dystrofie od vrozenych

centronukledrnich myopatii (Dowling et al. 2009). MnoZzstvi satelitnich bun¢k, které jsou

! Hotspoty oznacuji specifické oblasti genu MTM1, kde dochazi k €astym mutacim spojenych XLMTM. Tyto
mutace zpusobuji vyznamné strukturalni a funkéni zmény proteinu myotubularinu, coz vede k riznym formam
onemocnéni.
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zodpovédné za rast, homeostazu a opravu svalovych vlaken, je u pacienti s XLMTM znaéné

snizené (Shichiji et al. 2013).

HE NADH-TR

Pacient €.15 Pacient .6

Zdrava kontrola

Obr. 7 Obrazek ukazuje patologické zmény ve svalech pacientit s XLMTM ve srovnani s normalnimi zdravymi svaly. U
pacientii 6 a 15 jsou patrné vyrazné zmény ve svalovych viaknech. Hematoxylin/eosin (HE) barveni (obrazky A a G) odhaluje
znacnou variabilitu velikosti vldken a pritomnost Cetnych hypotrofickych myofibril s centrdalné umisténymi jadry, coz je
znakem patologického stavu. V kontrastu s tim kontrolni vzorek zdravého jedince (obrazek M) vykazuje normalni svalova
vidkna bez této variability a centralnich jader. Dalsi rozdily jsou ziejmé pri barveni stanovujicich oxidativni aktivitu NADH-
TR (nikotinamidadenindinukleotid tetrazolim reduktdza) (obrazky B a H). U pacientii je pozorovana zvySend aktivita
oxidativnich enzymut v centralni ¢asti nekterych svalovych vidiken a bledy halo signal v oblastech pod sarkolemou, coz neni
pritomno ve zdravém kontrolnim vzorku (obrazek N), kde je aktivita enzymii rovhomérné rozloZena a bez bledého halo.

Prevzato (Shichiji et al. 2013).

5.4 Patogeneze XLMTM

Ve zdravém svalu je pro iniciaci svalové kontrakce nutny akcni potencial pfenaseny
motorickymi nervy. Spfazeni excitace-kontrakce, tedy pienosu signalu ze sarkolemy
(plazmatické membrany svalovych bunék) k aktin-myozinovému aparatu, je zprostiedkovan
sekundarnimi posly konkrétn¢ ionty vapniku. Bunky svalového vlakna maji vysoké mnozstvi
ulozeného véapniku v sarkoplazmatickém retikulu (SR) a jsou schopné ho vypoustét a navracet
zpét praveé na zakladné akéniho potencidlu. K ptekonavani prostorovych limitd, které vznikaji
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pii pouziti vapniku jako sekundarniho posla, napomahd vysoce specializovana struktura
nazyvana triada (Al-Qusairi a Laporte 2011).

Tridda je spojeni tzv. T-tubul s termindlnimi cisternami sarkoplazmatického retikula, které
umoziuje prenos signall ze sarkolemy k zasobarnam vapniku. T-tubuly jsou vychlipeniny
plazmatické membrany, které vedou z povrchu buiiky hluboko do jejiho nitra a tvoti rozsahlou
sit’ propojenych tubuli. Tato sit’ umoziuje efektivni Siteni elektrického signdlu z motorického
neuronu do celého svalového vlakna (Rossi et al. 2008).

T-tubuly jsou triddami spojeny se SR, coz je specializovand forma endoplazmatického
retikula, ktera obsahuje velké zasoby Ca’" a obklopuje myofibrily ve svalovych buiikach (Kelly
1969). Pii elektromechanickém spfazeni dochédzi k uvolnéni acetylcholinu z terminélu
motorického neuronu a generaci akéniho potencialu v sarkolemé. Tento membranovy potencial
putuje systémem T-tubulil a je rychle ptenesen do celého SR prostiednictvim kontaktnich mist
(Flucher et al. 1994). Nasledné je uvolnén Ca?" a dochazi ke kontrakei svalu. V kosternich
svalech napétové fizeny kalciovy kandl DHPR (dihydropyridinovy receptor) umistény v
membrané T-tubulll interaguje s RyR (ryandinovym receptorem) v membrané SR. Akéni
potencial indukuje zmény konformace DHPR, coZ vede k aktivaci RyR a uvoliiovani Ca** ze
SR do cytozolu. Uvolnény Ca** se pak vaZe na troponinovy komplex, coZ iniciuje sérii reakci
vedoucich k posunu aktin-myozinového aparatu a nasledné svalové kontrakcei (Heiny 2001).

Pfesny mechanismus funkce myotubularinu 1 ve svalovych bunkéach zatim nebyl plné
objasnén (Obr. 8). Studie na mysich prokazaly, Ze nedostatek MTM1 vede ke snizenému poctu
triad a abnormalné orientovanym T-tubulim. Spatni funkce myotubularinu 1 vede k
abnormalni vyméné véapniku, coz naznacuje, Ze tento protein hraje pfimou roli ve spravné
funkci sptazeni excitace-kontrakce (Al-Qusairi et al. 2009).

Studie zaméfené na kontraktilni funkce svalu a inhibici myostatinu, ukazuji, Ze hlavni
pfic¢inou svalové slabosti u XLMTM je pravé deficit spiazeni excitace-kontrakce (Lawlor et al.
2011). Nedostatek myotubularinu 1 dale muze vést k ndhodnému vyplavovani vapniku ve
svalovych bunkach, cozZ naruSuje normalni svalovou funkci. Toto ndhodné vyplavovani vapniku
je pravdépodobné disledkem dysfunkce v regulaci vapnikovych kanal v sarkoplazmatickém
retikulu a zpiisobuje neadekvatni svalové kontrakce. I tento mechanismus pfispiva k celkové

svalové slabosti pozorované u XLMTM (Kutchukian et al. 2019).
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Obr. 8 Model triady v kosternim svalu. MTM1, oznaceny fialovou barvou, ma roli v regulaci lipidového prostiedi. DHPR,

oznaceny zelené, je kalciovy kanal na membrdané T-tubulii zapojeny do prenosu signalu. RYR1, oznaceny modre, je kalciovy

kandl na sarkoplazmatickém retikulu odpovédny za uvoliovani kalcia do cytoplazmy. Upraveno (Al-Qusairi a Laporte 2011).

5.5 Vyzkum lécby a podpiirna péce

Lécba XLMTM je pouze podpirnd a velmi komplexni. Zahrnuje tym specialisti v
dlouhodobé péci o pacienty s neuromuskularnimi poruchami vcetné pneumologa, neurologa,
fyzioterapeuta a klinického genetika. Soucasti tymu byvaji také ortodontisté, oftalmologové a
ortopedové, ktefi fesi specifické komplikace souvisejici s myopatii, jako je naptiklad skolioza
nebo oftalmoplegie. Pacienti s XLMTM jsou pravidelné monitorovéani, pro v€asny zachyt
vaznéjSich komplikaci, jako je tfeba nutnost zavedeni plicni ventilace tracheostomii (Dowling
etal. 1993).

V soucasné dobé neni zadna schvalena terapie, kterd by nemoc mirnila. Ve fazi klinickych
studii se nachéazi prvni experimentalni genova terapie zprostfedkovand adenovirovym nosic¢em,
podavana ve form¢ intraven6zni jednordzoveé infuze. Pod kontrolou desminového promotoru
dodéva funkeni lidsky gen MTM1 do kosternich svalovych bun¢k. U skupiny 17 chlapci doslo
k vyznamnym zlepSenim — nezdvislosti na ventildtoru, nebo samostatné chtizi. Mezi vedlejsi
ucinky terapie patfi gastrointestinalni, respiracni a srdec¢ni poruchy. U 4 t¢astniku doslo k imrti
po cholestatické dysfunkci jater. Klinicka studie byla prozatim pozastavena pro zkoumani rizik

(Lawlor et al. 2023; Astellas Gene Therapies 2023).
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6 Nesvalova poskozeni spojena s mutacemi MTM1

Tato kapitola se bude vénovat nesvalovym poskozenim spojenym s mutacemi v genu pro
MTMI. Jak jiz bylo zminéno, mutace v MTMI1 maji hlavni projev v kosterni svaloviné
navzdory expresi tohoto proteinu v témét vSech tkanich a buiikach. Postupné se objevuji i
fenotypy MTM1 mutaci spojené s dal$imi organy, a to nejen u lidi pfimo postizenych XLMTM,
ale 1 u prenaSeCek této mutace. Heterozygotni ptenaSeCky mohou byt bud uplné
asymptomatické, nebo projevovat znaky XLMTM s rlznymi symptomy, kter¢ u muzi s
XLMTM nejsou pozorovany. PfenaSeCky mutaci se spiSe dozivaji dospélosti, a proto u nich

bylo prokazano §irsi spektrum patologickych zmén a klinickych ptiznakd.

6.1 Sekundarni neurologické problémy

Myotubularin 1 hraje zasadni roli v regulaci hladiny PI3P. PI3P je nezbytny k tvorbé
fagoforu — prekurzoru autofagozomu. Autofagie je proces degradace bunéénych struktur, ktery
je dulezitym zdrojem energie v obdobich vyvoje a nutri¢niho stresu (Glick et al. 2010). Pti
naruseni autofagie dochazi k hromadéni ubiqitinovanych proteinti, poskozenych mitochondrii
a zvySen¢ hladiné LC3-II a p62, jakoZzto markerd autofagozéml znacicich poruchu
autofagického toku (Fetalvero et al. 2013).

Naruseni autofagie vlivem mutace v MTMI ma vyznamné dopady na neurologické
problémy spojené hlavné se svalovou slabosti a neurodegeneraci (Deneubourg et al. 2022). U
zenskych nositelek mutace pro MTM1 byla pozorovana progresivni svalova slabost. V ptipadé
29leté Zeny nositelky mutace MTM1R224X byla od 5 let sledovana slabost dolnich koncetin
zhorSujici se s vékem. Ve v€ku 8 let se objevila slabost obli¢ejovych svall. Dale ji byla
diagnostikovana skolidza ve 13 letech a dva roky pted popisem piipadu inkontinence moci

(Sutton et al. 2001).

6.2 Sekundarni endokrinologické a metabolické problémy

Mutace v MTM1 mohou mit vyznamny vliv na metabolismus glukézy a inzulinovou
signalizaci, coZ miZe ptispét k porucham jako je naptiklad inzulinova rezistence (Chaussade et
al. 2003). Inzulinova rezistence je stav, kdy buiiky nereaguji spravné na inzulin, coZ vede k
vys$$i hlading glukézy v krvi (Freeman et al. 2024).

PI3P molekuly, které se podileji na transportu vacki a regulaci endozoémalnich drah, jsou
nezbytné i pro spravné smétovani vacka obsahujicich GLUT4. Tyto vacky jsou smérovany do
odpovidajicich endozomadlnich kompartmenti citlivych na inzulin. GLUT4 je

transmembranovy protein, ktery transportuje glukézu z extracelularniho prostoru do buiky
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(Huang a Czech 2007). Inzulin stimuluje translokaci GLUT4 na plazmatickou membranu, coz
zvySuje pifjem glukézy. Po ukonceni stimulace inzulinem je GLUT4 pfemistén zpét do
cytozolu z plazmatické membrany. Tato drdha je klicova pro spravnou homeostazu glukozy
(Watson a Pessin 2007; Bryant et al. 2002).

Myotubularin 1, jakozto PI3P fosfataza, pfimo ovliviiuje tuto signalni drahu. Pfi zvySené
expresi myotubularinu 1 doslo k sniZeni inzulinem stimulované translokace GLUT4 na
plazmatickou membranu, coz vedlo k poklesu piijmu gluk6zy. Naopak mutace v MTM1 vedla
ke zvysSeni hladiny PI3P a ke zvySenému piijmu glukozy bez ovlivnéni inzulinové odpovédi,
coz také naruSuje glukdzovou homeostazu a ptispiva k inzulinové rezistenci (Chaussade et al.

2003).

6.3 Sekundarni poruchy imunitniho systému

Neutrofily jsou typ bilych krvinek tvorici dilezitou ¢ast nespecifického imunitniho systému.
Jsou prvni linii obrany organismu proti infekénim patogentim, jako jsou naptiklad bakterie.
Zasadni pro jejich funkce je schopnost byt rekrutovan do mista infekce, rozpoznat a fagocytovat
mikroby a viry a poté je zabijet pomoci riznych cytotoxickych mechanismti (Mayadas et al.
2014). Mezi tyto mechanismy patii produkce reaktivnich kyslikovych radikali, uvoliovani
antimikrobidlnich peptidi a vylucovani jejich jaderného obsahu, coz vede k tvorbé
neutrofilnich extraceluldrnich pasti (NET0), které zachytdvaji a neutralizuji patogeny
(Papayannopoulos 2018).

Produkce volnych radikalti (ROS) je zprosttedkovana enzymem NADPH oxidazou, ktera
se skladd ze dvou integralnich membranovych podjednotek-gp9lphox a p22phox a tii
cytozolickych regulacnich podjednotek p40phox, p47phox, p67phox (Bedard a Krause 2007).
P40phox obsahuje PX doménu diky které interaguje s PI3P. PI3P hraje dtlezitou roli v regulaci
aktivity NADPH oxidazy prostfednictvim své vazby na p40phox (Ellson et al. 2001).
Mechanismus regulace aktivity NADPH oxidazy skrze PI3P zatim neni znamy.

Myotubularin 1 je klicovy regulator PI3P v casném endozému, coZ ho stavi do piimé
souvislosti s produkci ROS ve fagozémech. SniZeni exprese MTM1 vedlo ke zvySeni hladiny
PI3P ve fagozému a zvySené produkci ROS. Nadmérna exprese MTM1 naopak zptisobila
vymizeni PI3P z fagozému a doslo tedy i k sniZeni produkce ROS (Song et al. 2017). Mutace
vedouci ke ztraté funkce MTM1 mohou tedy navodit zvySenou hladinu PI3P ve fagozému a

zvysenou produkci ROS, coz mlze mit za nasledek hyperaktivni odpovéd’ imunitniho systému.
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6.4 Sekundarni poruchy kardiovaskularniho systému

Mutace v genu pro MTM1 zptisobuji vazné kardiovaskularni poruchy jako je naptiklad
arytmie nebo dilata¢ni kardiomyopatie. Myotubularin 1, jak jiz bylo zminéno, hraje roli v
organizaci transverzalnich tubul@i a homeostaze Ca®" v karydiomyocytech. Spolu s BIN1
(Bridging Integrator 1), ktery funguje jako proteinové leSeni a DNM2 (Dynamin 2), ktery
reguluje membranové Stépeni, prispivaji k udrzeni strukturalni integrity a funkci srdeCnich
bunék. Mutace nebo dysfunkce téchto proteinii mohou vést k naruSeni srde¢ni funkce a rozvoji
kardiomyopatie (Perdreau-Dahl et al. 2023). Podobny fenotyp ma i mutace genu pro SPEG,
ktery také interaguje s myotubularinem 1. OvSem spojitost mezi mutaci MTM1 s dysfunkci

SPEG zatim nebyla fadné prokazana (Agrawal et al. 2014).

6.5 Poruchy jater spojené s MTM1 mutacemi

Pti klinickych studiich 1é€by XLMTM za pomoci AAV8 virové genové terapie v ramci
studie ASPIRO (viz kapitola 0 XLMTM) doslo ke smrti ¢tyt chlapcti v diisledku selhani jater.
Tyto tragické udalosti vedly k hlubsimu zkoumani vlivu mutaci MTMI na jaterni funkce.

Endozomalni transport je zasadni pro spravnou funkci hepatocytl pfi produkcei a sekreci
zluc¢i. Bez efektivniho endozémalniho transportu by nebyly transportéry Zluovych soli a
dal$ich latek spravné umistény na apikdlni membranu hepatocytti. Mezi tyto transportéry patii
naptiklad BSEP (zlu¢ova exportni pumpa) a MDRI1 (Mnohocetna Iékova rezistence 1).
Nespravné umisténi transportérd na apikalni membranu hepatocyti by vedlo k porucham tvorby
a vylucovani Zlu¢i, a tim k problémim, jako je cholestdza (onemocnéni charakterizované
poruchami toku zlu¢i, zpiisobujici vnitrojaterni akumulaci toxickych Zlu€ovych kyselin) (Ellis
et al. 2018; Strautnieks et al. 1998).

Studie provedend na zvifecim modelu Danio rerio s deletovanym Mtml zaznamenala
poruchy jaternich funkci. Jednim z prvnich ovétenych zjisténi bylo abnormalni hromadéni
lipidl v hepatocytech, coZ naznacuje jaterni steatozu. Dale byla pfi zkoumani slozeni Zluc¢ovych
soli nalezena zvySena hladina taurochenodeoxycholové kyseliny (TCDCA), ktera je spojovana
s jaterni toxicitou. Byla pozorovéna dilatace zlucovoda, ztrata komplexity Zlu¢ového stromu a
také ztrata exprese kanalikuldrnich transportéri. Pfi pfimé vizualizaci struktury Zlucovych
kandlkii u mladych rybek s deleci Mtm1 byly nalezeny narusené a fragmentované kanalikuly?,
které byly méné cetné a mély méné mikroklki. Exprese transportéru na transkripéni trovni

zménéna neni, ovSem jejich bunécnd lokalizace za pomoci PI3P a GTPazy Rabll ano. U

2 Kanalikuly jsou malé kanélky, které transportuji Zlu¢ v jatrech. V kontrolnich rybach jsou dlouhé a nepferusené,
v rybach s deletovanym Mtm1 jsou fragmentované. Tvoii mensi, nesouvislé Useky, coz narusuje jejich funkci.
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mladych ryb s deletovanym Mtml je Rabll (marker recykla¢nich endosomt) rozptylena
v cytoplazmé v agregatech, zatimco u normalnich jedinci se Rabll nachéazi hlavné okolo
kanalikulG. NaruSeni transportniho komplexu Rabll miZze byt moznym mechanismem
vedoucim ke sniZzeni exprese genovych transportérii. Poskozeni kanalka spolu s nedostatkem
transportérti poukazuje na nezbytnost Mtm1 pro tvorbu a udrzovani této kliCové struktury
(Karolczak et al. 2023).

U lidi s mutacemi v MTM1 jsou komplikace jaternich funkci rtizné. Hlavni jaterni
abnormalitou projevujici se obzvlasté u starSich pacientl (5-10%) byva hepaticka pelidza (v
jatrech se vyskytuji abnormalni dutiny vyplnéné krvi), ktera je pro pacienty mnohdy fatalni
(Herman et al. 1999). Dalsi hepatobiliarni onemocnéni byla hlaSena u 7-17% pacientii
s XLMTM a mohou se projevovat jako zloutenka, hepatomegalie (zvétSeni jater), pruritus
(svédeni klize) a jiz zminénd cholestdza (Molera et al. 2022).

V klinické studii 12 pacientii s XLMTM ve véku od 1 mésice do 18 let mé¢lo 8 pacientii
stiedné tézky fenotyp a 4 t¢zky fenotyp. U poloviny ptipadi se vyskytly hepatobiliarni poruchy.
U sedmi z 12 pacientli se projevila abnormalni struktura jater a u péti zlucové kameny.
Hepaticka pelidza se objevila u 2 pacientl a u jednoho doslo k spontdnnimu krvaceni z jater
(D’Amico et al. 2021). Dalsi studie zahrnujici pét pacienti s XLMTM zaméfend na jaterni
fenotypy ukazala, ze dochazi ke zvySovani hladin jaternich enzymu. Prvni pacient vykazoval
ptiznaky cholestazy ve véku 7,5 mésict. Testy ukazaly zvysené hladiny celkového i pfimého
bilirubinu®, Zlucovych kyselin a normalni hodnoty b&zné méfenych jaterni enzymy
vyuzivanych pro hodnoceni jaterni funkce a diagnostiku jako je aspartitaminotransferaza
(AST), gama-glutamyltransferaza GGT a alaninaminotransferdza (ALT). U druhého pacienta
se také projevila cholestaza ve véku 8 meésicli se zvySenymi hodnotami hladiny bilirubinu,
zluovych kyselin a GGT. U ostatnich pacientll se rovnéz objevila cholestaza se zvySenou
hladinou bilirubinu a Zlucovych kyselin; u jednoho byly hladiny enzymi normalni, zatimco u
dvou z nich byly zvySené hladiny ALT a u jednoho z nich i hladina AST. Zajimavé je, Ze u 4
z 5 pacientl se cholestaza objevila po styku s infekénim agens jako je naptiklad respiracni
infekce nebo ockovani (Molera et al. 2022). Tyto studie prokazaly, Ze hepatobilidrni obtize jsou

nezavislé na veéku i vaznosti fenotypu pacienta (D’ Amico et al. 2021).

3 Celkovy bilirubin je souétem frakce nepfimého (nekonjugovany navizany na albumin a ve vodé nerozpustny) a
pfimého (konjugovany s kyselinou glukuronovou a ve vod¢ rozpustny) bilirubinu.
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7 Zavér

Tato bakalafska prace se zamétuje na MTMI a jeho vliv na rizné bunécné procesy. Byla
zdiiraznéna vyznamnost MTM1 v defosforylaci fosfoinositidit PI3P a P1(3,5)P2, coz je klicové
pro spravny prubéh membranového transportu a dalSich bunéénych funkci. V préci jsou také
zminény genetické choroby spojené s mutacemi v dalSich myotubularinech, které vedou k

Sirokému spektru patologickych stavi.

Detailni zaméfeni na MTM1 a X-vazanou myotubularni myopatii (XLMTM) odhalilo
komplexni roli tohoto proteinu v buiice, zejména pii regulaci endozémalniho transportu a
homeostazy vapniku. Byla popsana rtizné nesvalova poskozeni zpisobend mutacemi v MTM1,
vcetné neurologickych, endokrinologickych, imunitnich a kardiovaskularnich problémii.

I ptes pokroky v porozuméni funkcim MTMI, je o nesvalovych poskozenich zptsobenych
jeho mutacemi stale nedostatek poznatkll. Nejvice se vi o jaternich komplikacich, které zahrnuji
hepatickou pelidzu, cholestdzu a dalsi poruchy jaternich funkci. Studie ukazuji, Ze mutace v
MTMI1 mohou vést k vaznym jaternim onemocnénim, coz bylo potvrzeno i klinickymi studiemi

genové terapie pro XLMTM.

Budouci vyzkum by mél sméfovat k hlubSimu pochopeni svalovych i nesvalovych
poSkozeni spojenych s mutacemi v MTMI1 a dalSich myotubularinech. Ziskané poznatky
mohou pfispét k vyvoji novych terapeutickych strategii, které by mohly zlepsit kvalitu zivota

pacientll trpicich t€émito vzacnymi genetickymi onemocnénimi.
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