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Abstrakt

Mitochondrialni FiFo ATP syntaza je klicovy enzym, ktery syntetizuje vétSinu bunééného ATP
v ramci procesu oxidacni fosforylace. Oxida¢né-fosforylacni aparat je tizce spjat s dilezitymi
metabolickymi drdhami, a proto poruchy ATP syntdzy vedou k vaznym metabolickym
onemocnénim, které se vétSinou projevuji ve velmi raném veku. V zéavislosti na typu defektu
dochazi ke zménam funkce mitochondrii, které mohou ovlivnit bunéény metabolismus
odliSnym zptasobem. Cilem bakalafské prace je shrnout dosavadni znalosti o disledcich
ruznych poruch mitochondridlni F1Fo ATP syntazy pozorované u pacientti. Jsou zhodnoceny
dopady téchto defektli na funkci mitochondrii (napf. tvorbu membranového potencialu nebo

vznik reaktivnich forem kysliku) a také na celkovy bunéény metabolismus.
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Abstract

Mitochondrial FiFo ATP synthase is a crucial enzyme that synthesizes the majority of cellular
ATP and is part of a process called oxidative phosphorylation. This process is closely connected
with important metabolic pathways in the cell, hence defects of the ATP synthase usually lead
to serious metabolic disorders manifesting at a very early age. Based on the type of the enzyme
defect, the mitochondrial function is affected leading to various changes in the cellular
metabolism. The aim of this bachelor thesis is to summarize our knowledge about consequences
of mitochondrial FiFo ATP synthase disorders reported in patients. Emphasis is placed on how
these defects impact the function of mitochondria (e.g. the formation of the membrane potential

or production of reactive oxygen species) and on the whole cellular metabolism.
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Uvod

V lidskych buiikach slouzi jako hlavni energeticky zdroj pro udrzovani chodu a rdstu buiiky molekula
ATP. Nejvétsi produkee této molekuly probihd v mitochondriich. Zde je umistén proces oxidacni
fosforylace skladajici se z elektron transportniho fetézce a mitochondrialni Fi\Fo ATP syntazy (ATP

syntazy).

Na komplexech elektron transportniho fetézce dochazi k oxidaci koenzyml a odebiraji se znich
elektrony, které putuji fetézcem komplexid. Pfesouvanim elektronli se uvoliiuje energie vyuZzita
komplexy na transport protonti z matrix do mezimembranového prostoru, ¢imz vznika elektrochemicky
gradient protonii na vnitini membrané. Utvoteny protonovy gradient je vyuzivan ATP syntazou

k fosforylaci molekuly ADP na ATP.

Komplexy respiracniho fetézce a ATP syntdza jsou enzymy slozené z vicero podjednotek, ty mohou byt
kédované v jaderném, nebo mitochondridlnim genomu. Sklddani enzymatickych komplexti asistuji

asemblacni faktory, jejichz role je zasadni ve spravném a funkénim poskladani podjednotek dohromady.

V piipadé¢ vyskytu mutace v genu pro podjednotky nebo asemblacni faktory miize nasledkem toho dojit
k poruse enzymu, kdy neni schopen spravné vykonavat svoji funkci a mlze byt narusena interakce
jednotlivych podjednotek nebo komplexil. V navaznosti miize byt ovlivnén proces oxidacni fosforylace,
dopad se odviji od zpiisobu postizeni komplexu a také do jaké miry byl pozménén. MiiZe tedy dojit napft.
k hromadéni redukovanych koenzymil, mensimu budovani protonového gradientu, omezené produkci
ATP, rozptazeni syntézy ATP od vyuzivani protonového gradientu atd., ¢imz se muZze jako nésledek

pozménit metabolismus v celé buice.

Na urovni organismu pak mize dochazet k rizn€ zavaznym patologiim, postizené jsou zejména tkané,
kde je vysoka spotieba energie, napt. nervova tkan, srdecni ¢i kosterni svalova tkan. Projevy sahaji od
samovolnych svalovych stahii ¢asti téla, problému s koordinaci pohybi a opozdéného vyvoje aZ po
potencialné fatalni encefalo-kardio-myopatie. Porucha se prezentuje zpravidla béhem détstvi, bézné uz

od prvnich tydni zivota.



Mitochondrialni F1Fo ATP syntaza

Hlavnim producentem ATP je ATP syntaza lokalizovana na vnitfni mitochondridlni membrané a
katalyzuje syntézu z ADP a anorganického fosfatu. ATP je nukleotid, v jehoz struktufe jsou fosfaty na
sebe vazany makroergni vazbou, pii Stépeni této vazby se uvoliyje velké mnozZstvi energie vyuzitelné
jinde. Nejefektivnéj§im zdrojem ATP je proces oxidacni fosforylace, dal§imi drahami, kde se produkuje

ATP je napt. draha glykolyzy nebo cyklus trikarboxylovych kyselin.

V lidskych mitochondriich se vyskytuje na vnitini membrané ATP syntdza typu F, ktera se sklada ze
dvou hlavnich domén, F; a Fo (Obrazek 1). F; doména je hydrofilni a nachazi se v matrix, tato oblast
obsahuje katalyticka mista pro syntézu ATP na katalytickém hexameru, ktery je slozeny z tii a a tii 8
podjednotek. Dale doména obsahuje centralni stonek, na ktery je pfenasen rota¢ni pohyb z membranové
¢asti, je v kontaktu s azf3 hexamerem a pomoci své rotace stonek méni konformace podjednotek
hexameru a tim i konformaci katalytickych mist. Aby se katalyticka hlava neotacela spolu s centralnim
stonkem, je potieba pfitomnost periferniho stonku. Na jednom konci je zabudovan do membrany a
spojen s Fo doménou, druhym koncem v matrix udrzuje katalyticky hexamer staticky pomoci

podjednotky OSCP.

Obrazek 1 — Slozeni podjednotek monomeru FiFo ATP syntazy. Fi doména: kat;lyticky hexamer (3 X 0,3 X ) a
centralni stonek (y, 9, €), Fo doména: membranové podjednotky (a, 8 x c, A6L, e, f, g, DAPIT, 6.8PL) a periferni
stonek (b, d, F6, OSCP). Umisténi enzymu ve vnitini mitochondrialni membrané¢ (VMM) je znazornéno
prerusovanymi ¢arami (MMP = mezimembranovy prostor). Vytvofeno v ChimeraX podle (Lai, 2023), DAPIT
neni zobrazen (Protein Data Bank: model 8H9S - Human ATP synthase state 1 (combined),
https://doi.org/10.2210/pdb8H9S/pdb).



https://doi.org/10.2210/pdb8H9S/pdb

Fo doména je zabudovana ve vnitini membrané a jeji soucasti je podjednotka a a prstenec 8 podjednotek
¢, které spolecné zprostiedkovavaji prichod protont skrz membranu. Prstenec se béhem tohoto procesu
pootaci a rotace je pfendSena na centralni stonek. Zbylé podjednotky maji roli ve stabilizaci komplexu
a jeho upevnéni v membrané a interakci nckterych podjednotek dochazi k dimerizaci ATP syntazy
(Kuhlbrandt, 2019). Jak bylo zmin€no, domény jsou tvofeny vétS§imi castmi, které jsou sloZeny

z jednotlivych podjednotek, piehled podjednotek a jejich genti je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Ptehled podjednotek FiFo ATP syntdzy (pievzato a upraveno z (Lai, 2023)).

Doména Cast Podjednotka Gen

Fi katalyticky hexamer 3xa ATP5F1A

3xB ATP5F1B

centralni stonek Y ATP5F1C

d ATP5F1D

€ ATP5F1E

Fo membranoveé a MT-ATP6
podjednotky 8xc ATP5MC1, ATP5MC2, ATP5MC3

A6L MT-ATP8

e ATP5ME

f ATP5MF

g ATP5MG

DAPIT ATP5MK

6.8PL ATP5MJ

periferni stonek b ATP5PB

d ATP5PD

F6 ATP5PF

OSCP ATP5PO

Vsechny uvedené podjednotky, az na dvé vyjimky, jsou kodované v jaderném genomu. Znamena to, Ze
po transkripci v jadfe a translaci na ribozomech v cytoplazmé vzniké prekurzor proteinu, ktery obsahuje
N-koncovou signalni sekvenci pro smétovani do mitochondrie (von Heijne, 1986) a ktery byva udrzovan
v neslozeném stavu pomoci cytosolickych chaperonti (Young, 2003). Jakmile je prekurzor proteinu
transportovan k mitochondrii, interaguje s TOM komplexem (z angl. translocase of the outer
membrane), ¢imz se dostane do mezimembranového prostoru. Pokud prekurzor potiebuje cestovat dal,
musi nalézt komplex TIM (z angl. translocase of the inner membrane). Prekurzory podjednotek
vyhledaji TIM23 (Bauer, 1996) a dojde k jejich translokaci skrz nebo do vnitini membrany, cemuz

napomaha i mitochondridlni forma Hsp70, ta poté drzi prekurzor i v matrix a pfipadné napomaha jeho



slozeni (Kang, 1990). Signalni sekvence v tuto chvili splnila sviij Gcel a je ods$tépena mitochondrialnimi

peptidazami.

V mitochondrialni DNA (mtDNA) se zachovalo kédovani pouze pro dvé podjednotky ATP syntazy — a
(MT-ATP6) a A6L (MT-ATPS). Jejich geny se CasteCné piekryvaji, je proto mozné, ze jedna mutace
ovlivni 2 podjednotky naraz (Fearnley & Walker, 1986). Aparat pro jejich transkripci a translaci si
mitochondrie nese v matrix (Anderson, 1981), jsou po syntéze pfipraveny pro skladdni s jaderné

kédovanymi podjednotkami.

Asemblace holoenzymu prochézi sérii intermediatl, pfiCemz momentalné neni jednoznacné jasné, jak
cely proces probiha. Skladani ATP syntazy zacina nezavislou formaci membranového prstence z 8
monomert podjednotky c, zaroven slozenim F; katalytického hexameru spolu s centralnim stonkem.
Pravdépodobné nasleduje sestrojeni periferniho stonku, existuje vicero variant drah, které vedou ke
stejnému intermediatu, a momentaln¢ neni jasné, jaka z téchto drah je dominantni a za jakych podminek

vvvvvv

které pozoroval i Fujikawa a kol. (Fujikawa, 2015).

Od pocatku je na katalytickou hlavici navazan dimer IF1 (inhibi¢ni faktor) a to na rozhrani podjednotek
o a B (Mimura, 1993). Pro sav¢i IF1 bylo objeveno, ze blokuje hydrolyzu ATP a brani spotiebé ATP
v prostfedi naruSeného membranového potencidlu, ¢imz nastdva pokles pH v matrix. Pfi nastoleni
podminek vhodnych pro syntézu ATP, tj. vznikajici elektrochemicky gradient protond, IF1 disociuje,
tim je uvolnéno ATP vazané v katalytickém mist€, které uz nadale neni ,,uvéznéné* v neménicich se
podjednotkach (Pedersen, 1981; Penin, 1988; Pullman & Monroy, 1963). Bylo také publikovano, ze IF1
inhibuje i syntézu ATP a inhibice tak funguje obéma sméry (Garcia-Bermudez, 2015; Husain & Harris,
1983). Pomérné nedavno vysly vysledky od Carrolla a kol., kde bylo stanoveno, Ze IF1 je striktné
jednosmérny inhibitor hydrolyzy ATP a na syntézu vliv nema (Carroll, 2024), je vSak stale potieba vice

studii pro definitivni stanoveni funkce IF1.

IF1 je tedy vazan i v ramci zminéného intermediatu, ktery postrada uz pouze podjednotky a, A6L, 6.8PL
a DAPIT. Jako dalsi se vkladaji mitochondrialné kodované podjednotky a a A6L, bud’ samostatné¢ v
jakémkoli potradi, nebo soucasné. Tak dojde ke vzniku nestabilniho komplexu, ktery uz vykazuje
castecné spfazeni s protonovym gradientem. Stabilizaci komplexu zajisti podjednotka 6.8PL, zaroven

se odpojuje IF1 a ptipojuje DAPIT a vznika tak aktivni ATP syntdza (He, 2018).

Skladani asistuji pomocné faktory, bez kterych by asemblace nemohla byt Gspé$né dokoncena. Do
zasadniho kroku tvorby hexameru jsou zapojeny ATPAF1 a ATPAF2 (Wang, 2001), dal§im asistujicim
proteinem je FMC1 homolog, ktery interaguje s ATPAF2 a nejspi§ napomaha jeho funkci a stabilité
(Lefebvre-Legendre, 2001; Li, 2017). Spojovani monomerd podjednotky ¢ do oligomeru usnadiuji
faktory TMEM70 a TMEM242 (Carroll, 2021; Kovalcikova, 2019). Pro ostatni faze asemblace nejsou

zatim znamy dalsi asistujici faktory.



Bylo dokazano, ze v sav€ich mitochondriich se ATP syntaza vyskytuje jako dimer propojeny
v membranové casti enzymu (Schagger & Pfeiffer, 2000). U lidskych mitochondrii se ptedpoklada, ze
dimerizace se uskuteCnuje po vsunuti podjednotek a, A6L a 6.8PL do membranové ¢asti, dilezitym
komponentem pro udrzeni dimeru je podjednotka DAPIT (He, 2018). Pravé interakce podjednotek
6.8PL obou monomert zprostfedkovavaji vznik dimeru typu tzv. front-to-back, kde rotacni osy
prochazejici c prstencem sviraji mezi sebou ostry uhel, coz bylo pozorovano v mitochondriich hlodavct
i lidi (He, 2020; Strauss, 2008). Tato teorie koreluje se vzorem dimeru ATP syntazy pozorovaného
v tufich mitochondriich (Spikes, 2020), ale nelze zatim s jistotou potvrdit, jak pfesné dimery lidské ATP
syntazy vznikaji ani jaka je jejich struktura. Byla vSak vyvracena teorie o stabilizovani dimeru ATP
syntazy pomoci dimeru IF1, jehoz velikost neumoziiuje natdhnuti mezi katalytickymi hlavami obou

monomert syntazy (Carroll, 2024).

Dimery ATP syntaz byly u savcii pozorovany v zahybech mitochondrialnich krist, kde se vytvaii fady
az o 80 dimerech za sebou (Strauss, 2008). Strauss a dalsi teoretizuji, ze se takto pfispiva k zakfiveni
vnitini mitochondridlni membrany a Ze zahyby membrany funguji jako pasti na protony, tudiz by
v téchto oblastech mohly ATP syntazy fungovat efektivnéji. Takové teorie vznikaly uz diive na zaklade

pozorovani z mitochondrii kvasinek (Paumard, 2002).

Oxidacni fosforylace

ATP syntaza je soucésti systému oxidacni fosforylace (OXPHOS), ktery se nachdzi na vnitini membrané
mitochondrie. Slozkami OXPHOS jsou kromé ATP syntazy komplexy elektron transportniho fetézce,
které oxiduji metabolity vzniklé pifi degradaci nutrientli a zaroven tvoii elektrochemicky gradient na

membrang, ktery je vyuzivan ATP syntazou k tvorbé ATP (Mitchell, 1961).

Elektron transportni fetézec

Elektron transportni fetézec oxiduje NADH a sukcindt (Obrazek 2), které se tvoii v cyklu
trikarboxylovych kyselin (TCA). Vstupnim metabolitem TCA je acetylkoenzym A, ktery je ziskany
z drah rozkladajici Ziviny na jednodussi latky. Cukry jsou rozebrany na jednotlivé molekuly glukézy,
ktera vstupuje do metabolické drahy glykolyzy v cytosolu bunék a tuky jsou rozkladany v procesu -
oxidace odehravajici se v peroxisomech a mitochondriich. Elektrony ziskané oxidaci substrati se
presouvaji skrz sérii redoxnich center a postupné se uvoliluje energie, kterd je vyuzita na transport

protont z matrix do mezimembranového prostoru.

Konkrétné, NADH je oxidovan na komplexu I aneb NADH:ubichinon oxidoreduktaze, komplexem
prochazi 2 elektrony a jsou piedany na ubichinon (aneb koenzym Q), ¢imz vznika redukovana forma
zvana ubichinol. Komplex pumpuje 4 protony za kazdou dvojici elektronti. Komplex II, jinak také zvany

sukcinat dehydrogenaza, je soucasti TCA a oxiduje sukcinat na fumarat. Dva elektrony redukuji FAD,



ktery je kovalentné vazan v komplexu a poté se pfesouvaji na ubichinon za vzniku ubichinolu, tentokrat

ale nejsou pumpovany zadné protony.

Akceptorem elektronit z ubichinolu je komplex III, celym nazvem ubichinol:cytochrom ¢
oxidoreduktaza, takto se ubichinol oxiduje zpét na ubichinon, komplex redukuje cytochrom c procesem
zvanym Q cyklus. Vzhledem k tomu, Ze cytochrom c je jednoelektronovy prenaSec, musi na komplexu
probéhnout dva po sobé jdouci Q cykly. V prvnim cyklu se z ubichinolu odebere 1 elektron a je ptenesen
na cytochrom c, ktery se oddéluje od komplexu, druhy elektron je pfenesen pres molekuly hemu na
ubichinon za vzniku semichinonu, ktery je nestabilni a neodpoji se od komplexu. V druhém cyklu se
déje to samé s tim rozdilem, Ze semichinon je redukovan na ubichinol, ktery mtze vstupovat ke
komplexu III coby donor elektront. V pribéhu dvojice Q cykll jsou pfeneseny celkem 4 protony skrz

membranu.

Cytochrom ¢ se pohybuje s jednim elektronem od komplexu III ke komplexu IV, cytochrom c:dioxid
oxidoreduktaze. Zde je redukovana molekula kysliku (finalni elektronovy akceptor) na vodu. Vysledné
je tedy spotiebovano po Ctyfech protonech v redukci kysliku na vodu a dalsi ¢tyfi protony jsou

pumpovany do mezimembranového prostoru (Nicholls & Ferguson, 2013).

AH" 4H* 2H* nH*

MMP

VMM

matrix %

NADH  NAD* sukcindt  fumarat [2H" + 120, + - H:0] \
+ 2H* +2H* )

FAD FADH; ATP

syntaza

I
elektron transportni fetézec
@ () (aw

Obrazek 2 — Schématické znazornéni oxidacni fosforylace na vnitini mitochondridlni membrané (VMM).
Elektrony jsou transportovany z redukovanych koenzymi na koenzymem Q (CoQ) na komplex III, odtud probiha
jednoelektronovy pifenos na komplex IV pomoci cytochromu c¢ (Cyt c¢). Na transportu protontl
do mezimembranovém prostoru (MMP) se podili komplexy I, III a IV, protonovy gradient je vyuzivan ATP
syntazou k fosforylaci ADP na ATP.



Mitochondrialni syntéza ATP

Béhem syntézy ATP jsou protony translokovany zpét do matrix pfes podjednotku a, kterd naléha na
prstenec z 8 podjednotek c. Podjednotka a obsahuje dvojici polokanall na stran¢ priklonéné k prstenci.
Polokanaly neprostupuji naskrz celou membranou, jednd se o vstupni kanal na strané
mezimembranového prostoru a o vystupni kandl na stran€ matrix. Podjednotka v misté odpovidajicim
témto kanalim obsahuje zaporné nabité pole diky 2 glutamatovym zbytkiim, aGlul145 a aGlu203, na
stran€ matrix pfispiva zapornému ndboji navic i aspartatovy zbytek, aAsp224. Mezi témito zapornymi
oblastmi je kladné nabité pole vlivem zbytku argininu (aArg159). Na podjednotkéch c je na vnéjsi strané
prstence dulezity glutamat, cGlu58. Zminované aminokyseliny jsou v podjednotkach evolucné

konzervované a tudiz podstatné pro funkci (Lai, 2023).

Pfijem protonli ze strany mezimembranového prostoru probiha pravdépodobné na principu
Grotthussova mechanismu (Cukierman, 2006; Lai, 2023). Proton je pfijat na aGlu203 ve vstupnim
kanalu a predan na cGlu58, prstenec se pootoci (proti sméru hodinovych ruci¢ek z pohledu matrix) do
hydrofobniho prostfedi membrany. Jakmile se do oblasti vystupniho kanalu dostane protonovany
cGlu58 (po urazeni téméft celé kruznice prstence), proton je uvolnén do vystupniho kanalu. Uvolnéni je
podporovano nejspi$ spojenim vice jevi — vyS$§im pH matrix oproti mezimembranovému prostoru
(Kuhlbrandt, 2019), zaporné nabitymi zbytky aminokyselin aGlu145 a aAsp224 ve vystupnim kanalu a
kladné nabitou aArg159 na nésledujici pozici (tato pozice je odd€lujici mezi zdpornymi oblastmi kanali)

(Lai, 2023).

Pohyb vyvinuty rotaci ¢ prstence se pienasi na ptipojenou y podjednotku centralniho stonku. Vrchol y
podjednotky je ve spojeni s katalytickym hexamerem, rotuje uprostied Sestice podjednotek a tim
cyklicky méni jejich konformaci. Katalyticka mista syntézy ATP jsou tii a vyskytuji se na rozhrani o a
B podjednotky v jednom ze tii zakladnich stavi: Bg nema navazany zadny substrat, Bap vaze ADP a Brp

vaze ATP (Abrahams, 1994). Mista vici sobé zaujimaji uhel 120° a cyklicky se jejich stavy stiidaji.

Vzhledem k rozdilnym poctiim podjednotek v rotujicim prstenci (8 ¢ podjednotek) a v katalytickém
hexameru (3 a a 3 B podjednotky) musi dochazet k dynamickému spfaZzeni této asymetrie. U jinych
organismu byla pozorovana feSeni tohoto problému strukturnimi zménami v perifernim nebo centralnim
stonku, piipadné v molekulach lipidai v blizkosti enzymu. Upravou struktury téchto &asti se evokuji
v podjednotkach katalytického hexameru pfechodné stavy mezi zminénymi 3 zakladnimi, u riznych
organismu jsou jejich pocty rizné (Guo & Rubinstein, 2022; Montgomery, 2021; Murphy, 2019; Sobti,
2020). Na lidské ATP syntaze byl prozatim charakterizovany jeden pfechodny stav a to mezi stavy Pap
a Pe, tento prechodny stav ma navazané ADP, ale volné&ji nez v zakladnim stavu Pap. Zaroven s timto
pozorovanim bylo navrZzeno mozné feSeni symetrické neshody v poctu podjednotek pro dosahnuti

sptazeni prstence s hexamerem — torzni ohybani celého komplexu, ptedev§im vsak y podjednotky (Lai,



2023). Dalsi pozorovani struktury podjednotek pii aktivité¢ ATP syntazy a charakterizovani dals$ich pod-

stavil je nutné pro lepsi pochopeni spiazeni Casti enzymu.

Defekty mitochondrialni FiFo ATP syntazy

Projevy zptsobené poruchou ATP syntazy spadaji pod mitochondrialni onemocnéni. Poskozeni ATP
syntazy vétSinou ovlivni i cely bunéény metabolismus, problémem tedy nemusi byt pouze pozménéné
mnozstvi vznikajictho ATP. Snizené vyuziti protonového gradientu ATP syntdzou muze vést
k pomalejsimu presunu elektronil respiracnim fetézcem, ktery pak nema kapacitu oxidovat metabolity.
Takeé se zvysuje pravdépodobnost tniku elektronil na kyslik, vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) a
nartistu oxidac¢niho stresu (Mracek, 2006; Murphy, 2009). Je zasazen metabolismus a bunky se snazi
nahradit nedostatky, napf. nedostatecnou produkci ATP pomoci ATP syntazy kompenzuji navySenim
glykolytické aktivity (Park, 2019). Nejvice nachylné tkané na vyskyt defektl jsou takové, kde jsou
pozadavky na velké mnozstvi energie, napf. nervova a svalova tkan. Projevy obvykle za¢inaji ve velmi
raném véku v rozsahu od novorozenci po déti Skolniho véku, existuji ale 1 vyjimky, kdy se poruchy
zacCaly objevovat az v dospélosti. N&kteti jedinci mohou zit bez vétSich komplikaci napt. s mimovolnymi
svalovymi stahy nebo leh¢im mentalnim postizenim, je vSak nemalo piipadd, kdy jsou pacienti od
narozeni zasazeni t€zkymi fenotypy ze spektra encefalopatii a kardiomyopatii, které kon¢i tmrtim

(Tauchmannova, 2024).

Vzhledem k dudlnimu pivodu gend kodujicich podjednotky ATP syntdzy je mozné mutace v téchto
genech rozdélit na mitochondridlni a jaderné. Nejdéle jsou znamy poruchy plynouci z mtDNA, protoze
sekvenace mitochondrialnigo genomu byla podstatné jednodussi nez jaderného genomu (nDNA).
Mutace v jaderném genomu vedouci k mitochondridlnim onemocnénim byly vice studovany az
s nastupem sekvenovani nové generace (Stenton & Prokisch, 2020). I kdyZ je mtDNA oproti nDNA
nachylngjsi k poskozeni zejména vlivem ROS produkovanych respira¢nim fetézcem (Richter, 1988) a
nema propracovany opravny systém pro poskozenou DNA, tak pouze ~15 % mitochondrialnich
onemocnéni mezi pediatrickymi pacienty je zptisobeno mutacemi v mtDNA (Galber, 2021). VSechny
nahlasené mutace zpUsobujici mitochondrialni onemocnéni shromazd’uje databaze MITOMAP
(MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database., 2024), ne vSechny objevené mutace jsou vSak

potvrzené coby patogenni.

Defekty ATP syntazy zptisoben¢ mutacemi v mtDNA

Mitochondrialni genom je dédén vyhradné od matky v ramci mitochondrii obsazenych ve vaji¢ku. S tim
souvisi mira postizeni, protoze kazdé vajicko mtize obsahovat jiny pomér ,,zdravych” a mutovanych
kopii mtDNA, také nazyvany heteroplazmie. Vznikajici plod tak mize byt v pofadku, nebo se u néj
projevi symptomy o sile odvijejici se od hodnoty heteroplazmie (Obrazek 3). Ukazuje se, Ze mira

heteroplazmie a intenzita symptomu na sobé nejsou zavislé linearng, ale az pti presahnuti urcité prahové



hodnoty heteroplazmie se za¢ne projevovat patologicky fenotyp (Rossignol, 2003). Situace, kdy jsou
vSechny kopie mtDNA shodné, at’ uz jsou zdravé, nebo zasazené stejnou variantou mutace, se nazyva
ptipady. Zaroven je dllezité, Ze se mira heteroplazmie miize liSit mezi jednotlivymi tkanémi, coz ma

vliv na fenotyp.

zdravy fenotyp patogenni fenotyp
[ . |

prahova hodnota

homoplazmie heteroplazmie homoplazmie

normalni mtDNA (O defektni mtDNA

Obrazek 3 — Schéma heteroplazmie mtDNA. Heteroplazmie je definovana jako procento mutované mtDNA,
pokud mitochondrie obsahuje 100 % zdravé nebo mutované mtDNA, jedna se o tzv. homoplazmii. Prahova

hodnota urcuje mnozstvi mutované DNA, kdy dochazi k manifestaci patologického fenotypu.

Mitochondrialné kodované podjednotky ATP syntazy jsou dvé, podjednotka a kodovana genem MT-
ATP6 a podjednotka A6L kdédovand genem MT-ATPS. Tyto geny se CasteCné prekryvaji (Obrazek 4),
tedy transkripce genu pro podjednotku a za¢ina v genu pro A6L, sdili tak par desitek part bazi (Fearnley
& Walker, 1986). Je mozné, ze pti vyskytu mutace je zasazen jeden z proteind, ale mohou byt zasazeny

oba naraz.



MT-RNR1 MT-CYTB

MT-ND6
MT-RNR2 i MT-ND5
lidska mtDNA
MT-NDI [ D-smyeka
[ geny koduijici rRNA
[ geny koédujici tRNA
T ] oblasti kédujici proteiny
MT-ND4
MT-ND2
MT-ND4L
MT-ND3

MT-CO1

MT-CO2
MT-ATP8 \—‘ MT-ATP6

Obrazek 4 — Schéma lidské mtDNA s vyzna¢enim 2 gend kdodujici rRNA a 13 genti kodujicich podjednotky
OXPHOS, zvyraznény je tricistronni usek gentt MT-ATPS8, MT-ATP6, MT-CO3, kde MT-ATP8 a MT-ATP6 geny
maji piekryv.

Patogenni mutace v genech MT-ATP6 a MT-ATPS

Frekvence mutaci v genu MT-ATPS§ je velmi nizka, bylo jich popsano jen 12 a zadna z nich nebyla
potvrzena jako patogenni (MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database.,2024). Oproti tomu
v genu MT-ATP6 kodujici podjednotku a bylo popsano mnoho variant s riznymi projevy, maji vSak

spolecné, ze se ¢asto manifestuji jako neurodegenerativni onemocnéni (Tabulka 2).

Nejcastéjsi mutaci v MT-ATP6 je m.8993T>G, ktera vede kzaméné leucinu 156 za arginin
(p.Leul56Arg) a byla popsana ve stovkach pacienti (shrnuto v (Tauchmannova, 2024)). V&k nastupu
symptomi je velmi nizky a to b€hem prvnich mésict zivota (Stendel, 2020), béznym fenotypem jsou
Leigh nebo NARP syndromy (Ng, 2019; Stendel, 2020; Uziel, 1997). Typicky se Leigh syndrom (aneb
subakutni nekrotizujici encefalopatie) manifestuje pfi heteroplazmii ptesahujici 90 %. Zpocatku se
objevuje zvraceni, prijjem a problémy s polykanim, coz u novorozenct vede k neprospivani, postupné
se pridava psychomotoricka retardace, degeneruji bazalni ganglia a rozviji se respiracni obtize. Mirné&jsi
projevy ma NARP syndrom (neuropatie, ataxie, retinitis pigmentosa'), ktery obvykle byva u pacientt

se 70 az 90% heteroplazmii.

! Retinitis pigmentosa je degenerativni onemocnéni sitnice projevujici se ztratou periferniho vidéni, eventuelné
vede az k celkovému zhorSeni zraku a v nékterych piipadech slepote.
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Tabulka 2 — Shrnuti mutaci v mitochondrialnim genu MT-ATP6 zapojeném do defektli ATP syntazy.

Varianta genu (mtDNA) a Vek Bunécny fenotyp Reference
proteinu nastupu

MT-ATP6

m.8611_8612insC - 11| mnoZstvi podjednotky a, | || stabilita ATP

p.Leu29ProfsTer36 'R syntézy, | || produkce ATP (Jackson, 2017)

m.8612T>C i *5R 2 (Ganetzky, 2019;

p.Leu29Pro P Panwala, 2022)

i . 1| mnozstvi ATP syntazy, 1 mnozstvi (Bugiardini, 2020;
m?:rggsgfggrsg?) 1-4R subkomplexd, ||| produkce ATP, 1 produkce Lopez-Gallardo,
P- ROS 2009)
m.8782G>A 11 mnozstvi subkomplexd, | | produkce ATP, || S
0.GIy86Ter 25R OCR, 1 produkce ROS (Bugiardini, 2020)
m.8839G>C o L (Blanco-Grau,
0.Ala105Pro 35R 1| membranovy potencial 2013)

(De Meirleir, 1995;
strs%gz\? ~1-22R || mnoZstvi ATP syntazy Honzik, 2013;
p-1rp1E9Arg Wong, 2020)

(Berhe, 2018;
m.8969G>A fed*15R | = mnozstvi ATP syntzy, || produkce ATP, Burrage, 2014;
p.Ser148Asn P 1 produkce ROS Isohanni, 2018;

Wen, 2016)
m.8989G>C
0.Ala155Pr0 30R 1| produkce ATP (Duno, 2013)
m.89937>C (Tauchmannova,
0.Leu156Pro 7™M - 40R | produkce ATP, 11 produkce ROS 2024)
m.8993_8994TG>CA
p.Leu156Pro 2 @ (Wong, 2020)
m.8993T>G - (Tauchmannova,
o.Leut56Arg pfi * - 40R 11} produkce ATP, 11 produkce ROS 2024)
m.9032T>C 3M- 1 mnozstvi subkomplex, | produkce ATP, Knight, 2020
p.Leu169Pro dospélost 1 produkce ROS 20? 4) '

(Capiau, 2022; Ng,
mfeouﬁ‘r’;o}fo 6M-19R | || produkce ATP, 111 produkce ROS 2019: Pleffer, 2012:
P- Sikorska, 2009)
m.9127-9128delAT
0.lle201ProfsTer2 10R 1| produkce ATP (Mordel, 2017)
m.9134A>G - .
0.GIu203Gly pfi 1 produkce ATP (Honzik, 2012)
m.9155A>G o . (Adema, 2016;
0.GIn210Arg d — mnoZstvi ATP syntazy, — produkce ATP Bergs, 2022)
m.9176T7>C 1-30R — mnozstvi ATP syntézy, | | produkce ATP, (Tauchmannova,
p.Leu217Pro 1 produkce ROS 2024)

(Akagi, 2002;
mf;u7261T7>A? 5M-3R | ||| produkce ATP Carrozzo, 2001;
P- 9 Larson, 2019)
m.9185T>C Fi*_30R | mnoZstvi ATP syntazy, | produkce ATP, (Tauchmannova,
p.Leu220Pro P 1 produkce ROS 2024)
m.9191T>C .
0.Leu222Pro 4M | produkce ATP (Moslemi, 2005)
m.9205delTA __ . (Jesina, 2004;
Ter-Met 3D - 3M 11} mnoZstvi ATP syntazy Seneca, 1996)

Narozeni (*), den (D), tyden (T), mésic (M), rok (R), neznamé (@), normalni (-), snizeni (mirné |, stfedni ||,
velké | ]]), zvySeni (mirné 1, stfedni 11, velké 111), spotieba kysliku (OCR).
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Analyza tkani pacientll odhalila relativné normalni mnozstvi ATP syntazy (Garcia, 2000), ktera ma ale
velmi nizkou aktivitu. Kvili porusené podjednotce a, coz vede k neschopnosti ATP syntazy translokovat
protony skrz polokanaly, znacné vzrostl membranovy potencidl. Zarovenn byla namétfena zvySena
produkce reaktivnich forem kysliku (Baracca, 2007) zfejm¢ zplsobena zvySenym membranovym

potencialem (Murphy, 2009).

Existuji vyjimky, které se vymykaji klasické manifestaci m.8993T>G mutace. Napf. u péti¢lenné rodiny
byla zjisténa 90% heteroplazmie této varianty, ale projevy jako mentalni retardace, epileptické zachvaty,
ataxie ¢i nedoslychavost (Tsao, 2001) neodpovidaji typickym symptomim Leigh syndromu ani NARP

syndromu.

Varianty m.8993T>C a m.8993TG>CA (tato jen u jednoho pacienta, (Wong, 2020)) vedou ke stejné
aminokyselinové zamén¢, p.Leul 56Pro (Ardissone, 2023; Aure, 2013; Baracca, 2007; Craig, 2007; de
Vries, 1993; Morava, 2006; Ng, 2019; Rantamaki, 2005; Stendel, 2020; Wei, 2018). Projevuji se obvykle
0 néco pozdéji nez piedchozi zminéna varianta, stale se ale nemoc manifestuje ped 10. narozeninami
jedince (Stendel, 2020). Fenotyp pacientl je mirnéjsi, zahrnuje symptomy nejen NARP syndromu, ale i
napft. poruchy uceni. U nékterych pacientti byla popsana mirn¢ snizena syntéza ATP a zvySena produkce

ROS.

NARP syndrom je spojovan s nékolika dal§imi mutacemi. Varianta m.§989G>C (zaména p.Alal55Pro)
se na bunécné urovni projevovala snizenou aktivitou ATP syntazy (Duno, 2013). Mutace m.9032T>C
zpusobujici substituci p.Leul 69Pro se manifestuje jako NARP syndrom doplnény o riizné encefalopatie.
V buiikach bylo pozorovano snizeni produkce ATP, mirné zvySeni volnych subkomplexti a lehce
zvySena produkce ROS (Knight, 2020; Lopez-Gallardo, 2014). Delece dvou nukleotidii, m.9127-
9128del AT, zptsobuje vyskyt predéasného STOP kodonu a tim zkraceny protein. Pacientovi byla
zjisténa sniZzena hydrolyticka i synteticka aktivita ATP syntazy (Mordel, 2017). Mnozstvi enzymu nebylo

zjistovano u zadnych z téchto pacientd.

Jinou Castou pozici, ve které se objevuji mutace, je 9176 s variantami m.9176T>G (p.Leu217Arg) a
m.9176T>C (p.Leu217Pro). Zameéna za arginin (Akagi, 2002; Carrozzo, 2001; Larson, 2019) je o néco
s 95% heteroplazmii byl pozorovan vyrazny pokles aktivity ATP syntdzy (Carrozzo, 2001), u ostatnich
pacientii funkce ATP syntdzy a jeji vliv na bunéény fenotyp studovany nebyly. Pouze jedna osoba se

dozila dospélosti, zbyli pacienti zemfeli pfed dosahnutim adolescence.

Substituce leucinu 217 za prolin je ¢astéj$i nez za arginin, lisi se ale tim, Ze je to varianta homoplazmicka
témét ve vSech pripadech, navzdory tomu se v€k nastupu pohybuje az od Skolnich let do dosp€losti a
fenotyp je mirngjsi (Bardakjian & Scherer, 2019; Campos, 1997; Hu, 2020; Ng, 2019; Ogawa, 2017,
Ronchi, 2011; Stendel, 2020; Synofzik, 2012; Thyagarajan, 1995; Verny, 2011; Wei, 2018). Mutace

postihuje zejména srdecni a kosterni svaly, pfipadné nervovy systém a vétSina osob s touto variantou

12



preziva do vysokého véku dle poslednich 1ékaiskych prohlidek. Mnozstvi ATP syntazy je normalni, je

vsak poznamenana syntéza ATP a nepatrn€ se zvySuje produkce reaktivnich forem kysliku.

Méng Casta je napft. varianta m.8969G>A vedouci k zamén¢ p.Ser148Asn (Berhe, 2018; Burrage, 2014;
Isohanni, 2018; Wen, 2016). Symptomy zahrnovaly encefalopatie, myopatie a kardiomyopatie, zasazeny
byly i ledviny ¢i jatra. Byla namétena normalni troveni ATP syntédzy, jeji snizena produkce ATP a mirny
vzrist produkce ROS. Dal§i mutace m.9155A>G (p.GIn210Arg) vede k mirnému fenotypu
mitochondridlné dédéného diabetu a hluchoty (Adema, 2016; Bergs, 2022), pticemz mnozstvi a také

aktivita ATP syntazy byla normalni.

Varianta m.9185T>C (p.Leu220Pro) je jednou z dalSich nejpocetnéjsich variant genu pro podjednotku
a (Aure, 2013; Brum, 2014; Castagna, 2007; Childs, 2007; Ng, 2019; Ogawa, 2017; Panosyan, 2017;
Pfeffer, 2012; Piekutowska-Abramczuk, 2018; Pitceathly, 2012; Saneto & Singh, 2010; Stendel, 2020;
Synofzik, 2012; Takada, 2020; Wei, 2018; Yu, 2018). Oproti piedchozim uvedenym variantam je zde
odlisnost v mnozstvi ATP syntazy, které byva u pacientl naméfeno snizené, nejspis protoze defekt
v podjednotce a narusuje stabilitu komplexu. Analyza ukazuje také sniZzenou produkci ATP syntazy,
naopak aktivita elektron transportniho fetézce se zvysuje spolu s produkci ROS. Pacienti jsou témér
vzdy homoplazmiéti a symptomy se zacinaji objevovat ve Skolnim véku nebo pozdé&ji. Soubor projevi
je velmi variabilni a obsahly, mezi nejcastéjsi patii Leigh nebo NARP syndrom, dale hrozi zvysené
riziko selhani ledvin a dychaciho systému. Je také mozny vyskyt Wolf-Parkinson-White syndromu, pti

némz dochézi k predc¢asné excitaci srde¢nich komor vinou dopliitkové drahy.

Nasledujici mutace jsou podstatné vzacngjsi, také vedou k nestabilnimu komplexu ATP syntazy.
Missense mutace’ m.8782G>A (p.Gly86Ter) nalezena u dvojice pacientdi vyvolava fenotyp
encefalomyopatii (Bugiardini, 2020). Obé osoby vykazuji heteroplazmii vrozmezi 11 az 71 %
v zavislosti na testované tkani. Testovanim pacientského materidlu byl zpozorovan vyssi vyskyt
subkomplex ATP syntazy, celkové mnozstvi enzymu nebylo vyrazné snizené a dalsi analyza odhalila
pritomnost mutované podjednotky a v komplexu. Porucha asemblace koreluje se zvySujici se
heteroplazmii, ktera je z testovanych tkani nejvyssi ve svalech, kde se projevuje patologicky fenotyp.
Synteticka aktivita enzymu je snizena, at uz zdlGvodu nesloZenych komplexii, tak z divodu
neprostupovani protonii podjednotkou a. Spotieba kysliku buiikou se snizila, slabé narostla produkce
ROS. Dalsi ukdzkou missense mutace je varianta m.8851T>C vedouci k zaméné p.Trpl109Arg (De
Meirleir, 1995; Honzik, 2013; Wong, 2020) a projevujici se také fenotypem encefalomyopatii. Kromé

snizen¢ho mnozstvi ATP syntazy nebylo u pacientl nic dal$iho méteno.

Zajimavy vliv ma inzerce cytosinu v pozici 8611 (m.8611-8612insC), kdy se zméni prolin 29 na leucin

a dojde k posunu ¢teciho ramce, coz zpusobi vznik pred¢asného STOP kodonu a vznika zkracena verze

2 Missense mutace je substituéni bodova mutace, kdy zména kodonu vede ke zm&né aminokyseliny.
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podjednotky a (Jackson, 2017). Pacientka trpi encefalopatiemi a neobvykle také zlucovymi kameny a
problémy s udrzenim télesné teploty. V tkanich byl zjistén akutni pokles podjednotky a, v navaznosti

snizena stabilita ATP syntazy a produkce ATP byla nizka.

Neobvykly je i pfipad homoplazmické delece dvou nukleotidd (m.9205delTA), ktera zplsobuje
poskozeni spraévného STOP kodonu genu pro podjednotku a také ovliviluje misto sestiihu transkriptu
mezi MT-ATP6 a sousedicim MT-CO3, ktery koduje podjednotku pro cytochrom c oxidazu (Jesina,
2004; Seneca, 1996). Chybné transkripty ovlivituji jak ATP syntazu, tak cytochrom c oxidazu, oba
enzymy maji pozménénou nebo poskozenou asemblaci, coz vede ke snizenému mnozstvi komplexi,

objevuje se vice subkomplexiit ATP syntazy. Aktivita obou enzymd je kviili tomu snizena.

Dalsi popsané mutace v MT-ATP6 jsou sporadické, vétSinou nalezené pouze u jednoho pacienta. Patii
mezi n¢ varianty m.8839G>C (p.Alal05Pro) (Blanco-Grau, 2013), m.9035T>C (p.Leul70Pro) (Capiau,
2022; Ng, 2019; Pfeffer, 2012; Sikorska, 2009), m.9134A>G (p.Glu203Gly) (Honzik, 2012),
m.9191T>C (p.Leu222Pro) (Moslemi, 2005) a m.8611_8612insC (p.Leu29Pro s predbéznym STOP
kodonem po 36 aminokyselinach) (Bugiardini, 2020; Lopez-Gallardo, 2009). Manifestuji se vétSinou
jako Leigh syndrom nebo NARP syndrom, ojedingle jsou doplnény o dalsi encefalopatie, diabetes,
poruchy uceni ¢i poskozeni ledvin. Byla naméfena snizena produkce ATP syntazy, u nékterych pacientl

byl zjistén nartst v produkci ROS nebo mensi membranovy potencial.

Patogenni mutace v piekryvu genlt MT-ATP6 a MT-ATPS

Mutace v oblasti prekryvu gent pro podjednotky a a A6L mohou ovlivnit obé z podjednotek (Obrazek
4), coz vede k naruSeni struktury komplexu, u pacientl jsou bézné pozorovany snizené hladiny ATP
syntazy a zvySena akumulace subkomplexti enzymu v dasledku oslabené stability komplexu.
V podjednotce A6L jsou popsané varianty lokalizovany v ¢asti nachazejici se v matrix, kde dochazi
k interakci s dalSimi podjednotkami periferniho stonku. NaruSenim téchto interakci je zasazeno do

asemblace komplexu a tim k hromadéni subkomplext (Tabulka 3).

Nejbéznéjsi variantou je m.8528T>C. Jedna se o missense mutaci zptsobujici zdménu p.TrpSSArg u
podjednotky A6L a p.Met1Thr u podjednotky a (Ware, 2009). U obou podjednotek se drasticky snizuje
exprese, coz vede ke znacnému snizeni mnozstvi komplexu ATP syntdzy a hromadéni nespecifickych
subkomplext, syntéza ATP je znacné omezena (Imai, 2016). U pacientim byla zjisténa laktatova acidoza
a 3-methylglutakonova acidurie (3-MGA) a déle se u nich vyskytuji rizné varianty kardiomyopatii.
Fenotyp této varianty se prokézal fatalni u pacientl s pomémé vysokou heteroplazmii, pohybujici se
nad 80 % ve fibroblastech, krvi, srdci, svalech a slinach. Asymptomatické matky se stejnou variantou
nemély hodnoty heteroplazmie ptresahujici 25 %. Nedavno byl popsan homoplazmicky pacient s touto

variantou, ktery zemftel ve véku 3 mésicti na srdecni selhani (Zigman, 2021).

M¢én¢ Castou mutaci je napt. m.8529G>A, ktera nema vliv na podjednotku a, ale v podjednotce A6L se

projevuje jako p.Trp55Arg stejn€ jako u minulé varianty (Jonckheere, 2008). Podjednotka A6L neni
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zasadni pro funkci ATP syntazy jako podjednotka a, piesto je tato varianta patogenni. Fenotyp je i pies
vysokou heteroplazmii (>90 %) relativné mirny, manifestuje se mentalni retardaci, kardiomyopatii a
ochrnutymi okohybnymi svaly. V pacientskych tkanich byl potvrzen mirny pokles ATP syntazy a velky

nariist subkomplexd.

Dalsi 2 varianty v této oblasti jsou na stejné pozici, m.8561C>G méni u podjednotky a p.Prol2Argau
podjednotky A6L p.Pro66Ala (Kytovuori, 2016) a m.8561C>T zplsobuje zménu podjednotky a
p-Prol2Leu a podjednotky A6L p.Pro66Ser (Fragaki, 2019). Fenotypy jsou podobné, jedna se hlavné o
encefalopatie a u m.8561C>G se pridava hypergonadotropni hypogonadismus, ¢imz byl naruSen
pohlavni vyvoj pacientl. Analyzou tkani bylo kromé ubytku ATP syntdzy a akumulace subkomplext
pozorovano, ze produkce ATP je snizena. Popsané ptipady byly homoplazmické nebo vysoce
heteroplazmické, i tak jsou fenotypy pomérné¢ mirné, pacienti s m.8561C>G variantou se dozili

duchodového véku.

Tabulka 3 — Shrnuti mutaci v prekryvu gentt MT-ATP6 a MT-ATPS8 zapojenych do defektti ATP syntazy.

Varianta genu (mtDNA) a Veék Bunécny fenotyp Reference
proteinu nastupu

MT-ATP6/MT-ATP8

m.8528T7>C 6T L1 syntéza podjednotek a a A6L, | || mnoZstvi gg&'f %?12;3\4Vare,

p.Met1Thr/p.Trp55Arg ATP syntazy, ||| produkce ATP 20213 gman,

m.8529G>A ~ | mnozstvi ATP syntazy, 11 mnozstvi

@lp.Trp55Ter 4R subkomplex (Jonckheere, 2008)

m.8561C>T | mnozstvi ATP syntazy, 11 mnozstvi .

oProf2leupProgeSer | M subkomplexd, | produkce ATP (Fragaki, 2019)

m.8561C>G . . ,

0.Pro12Arg/p.Pro66Ala 5-23R 1 mnoZstvi subkomplexd (Kytovuori, 2016)

Narozeni (*), den (D), tyden (T), mésic (M), rok (R), neznamé (@), normalni (=), sniZzeni (mirné |, stfedni ||,
velké | |]), zvySeni (mirné 1, stftedni 11, velké 111), spotieba kysliku (OCR).
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Defekty ATP syntazy zplisoben¢ mutaci v nDNA

Mutace v mtDNA genech kddujicich podjednotky ATP syntazy predstavuji mensi ¢ast z popsanych
mutaci zpusobujicich mitochondridlni onemocnéni. VétSina defekti ATP syntazy je zapficinéna
mutacemi v jaderném genomu, ktery koduje nejen strukturni podjednotky ATP syntazy, ale i asemblacni

faktory asistujici slozeni komplexu.

Kazdy rok je navySovan pocet mutaci v jadernych genech asociovanych s poruchami ATP syntazy.
Vétsina mutaci v genech zapojenych do struktury a funkce ATP syntazy je autozomalné recesivni
(Stenton & Prokisch, 2020). V poslednich letech srozvojem sekvenovani nové generace byly ale
popsany pripady mutaci s autozomalné dominantni dédi¢nosti (Ganetzky, 2022; Lines, 2021; Nasca,

2023; Neilson, 2022; Zech, 2022).

Autozomalné recesivni mutace nDNA

Pod autozomalné recesivni mutace se fadi takové mutace, kdy je pfitomna jedna varianta mutace na
obou alelach genu, je tzv. homozygotni, nebo kdy jsou riizné varianty mutaci na obou alelach, jedna se
o tzv. slozenou heterozygotni mutaci. Najdeme je v genech pro strukturni podjednotky mitochondridlni

ATP syntazy a, 9, &, DAPIT a OSCP (Tabulka 4) a v genech pro jeji asemblacni faktory (Tabulka 5).

Patogenni mutace v genech katalytického hexameru
Prozatim byly autozomalné recesivni mutace popsany jen na podjednotce a, nikoli na B podjednotce.

Mutace ¢.962A>G (p.Tyr321Cys) v genu ATP5FIA zplsobila unovorozence mikrocefalii, plicni
hypertenzi a srde¢ni selhani, po tfech mésicich zemtel (Lieber, 2013). Ve svalu pacienta byl zji§tén
kombinovany defekt komplextit OXPHOS (aktivity n¢kterych komplexi byly snizené), pravdépodobné
v disledku snizeného mnozstvi mtDNA. Podrobnéji byla mutace namodelovana v kvasinkach, kde bylo
zjisténo snizené mnozstvi mtDNA, coz odpovida snizené aktivit€ komplexti ve svalu, a sniZzen byl i
membranovy potencidl na vnitini membrané. Varianta p.Tyr321Cys podjednotky o tedy ziejmée
sekundarné ovliviiuje stabilitu mtDNA a tim i expresi mitochondrialnich genti. Stejnou mutaci zdédila i
sestra zkoumaného pacienta od jejich heterozygotni matky (stav otce neznamy) a zemiela po 15

meésicich zivota s mikrocefalii.

S fatalnimi nasledky je spojend i slozend heterozygotni varianta c.985C>T + c.-49 + 418C>T
(p.Arg329Cys) u dvou potomkt zdravych rodi¢t (Jonckheere, 2013). Oba novorozenci umfeli nékolik
tydnt po narozeni kvli tézké encefalopatii zptisobujici zachvaty a kvili nedovyvinutym plicim. V krvi
ani moc¢i nebyly navySeny obvyklé metabolity ukazujici na mitochondridlni onemocnéni. Pfi pohledu
na bunécny fenotyp bylo zjisténo velmi malé mnozstvi sloZzené ATP syntazy, podjednotka o chybi témét
kompletné u obou jedinct. Hydrolytickd aktivita enzymu byla taktéz sniZzena, hodnoty nedosahovaly ani
poloviny hodnoty dolni hranice kontrolniho rozmezi. Pro ob¢ déti byla genetickd vada fatalni, jejich
zdravy otec nesl stejnou heterozygotni missense mutaci ¢.985C>T (p.Arg329Cys). Pii analyze

informace matky bylo zji§téno, Ze intron 1 genu ATP5F 1A obsahuje mutaci c.-49 + 418C>T, ktera vede
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ke snizeni exprese genu zhruba o polovinu. V jejim ptipadé to vedlo ke zdravému fenotypu, protoze
produkt genu byl neposkozeny, pouze ho bylo méné. V kombinaci s alelou od otce to vSak u jejich déti
zpusobilo, ze ATP5F 1A gen byl exprimovan méné a pouze jako vadna varianta s p.Arg329Cys zdménou,

coz vedlo k patogennimu fenotypu.

Patogenni mutace v genech centralniho stonku
V genu ATP5F 1D pro podjednotku 6 byly nalezeny dvé varianty, ¢.245C>T (p.Pro82Leu) a C.317T>G

(p-Vall06Gly) (Olahova, 2018). Oba pacienti (kazdy nesouci jinou variantu genu) trpi 3-MGA,
hyperamonemii a laktatovou acidézou. Novorozenec s p.Pro82Leu substituci manifestoval projevy hned
2. den po narozeni, navic béhem prvnich let Zivota trpél kardiomyopatii. Druhy pacient majici
p.Val106Gly zaménu zacal jevit symptomy az po 4. roce zivota, kdy se rozvinula akutni encefalopatie
spusténa nachlazenim s horeckami. O rok pozd¢ji u néj pretrvavala 3-MGA a rychlé vyCerpani pii
fyzické aktivité, periodicky nastavala letargie a zvraceni. Pfi modelovani defektnich variant podjednotky
0 lze vidét, Ze se zna¢né meni piedpovidana struktura proteinu. V buiice dochazi ke $patné vazbé na y
podjednotku a tim k nizké stabilité¢ centralniho stonku, bez kterého se neslozi zbytek komplexu, jak je
vidét na snizeném mnozstvi podjednotek ATP syntazy. Vyjimkou je pravé 6 podjednotka, ktera se
nevyuzitd hromadi a neni odbouravana. Analyza hydrolytické aktivity komplexu na modré nativni
elektroforéze ukazala, Ze defektni ATP syntdza mé vyrazné¢ sniZenou aktivitu na 5 % (p.Pro82Leu) nebo

16 % (p.Val106Gly) oproti kontrolam.

Patogenni zaména c.35A>G (p.Tyr12Cys) byla popsana v genu ATP5FIE pro podjednotku ¢, kterd
stejn¢ jako podjednotka & podporuje stabilitu centralniho stonku. Prvni objeveny pacient trpél od
narozeni opakovanymi metabolickymi krizemi a projevy nervosvalového onemocnéni (Mayr, 2010;
Sperl, 2006). Pozdé&ji byli objeveni dalsi dva jedinci s touto mutaci (Zech, 2022), ktefi maji podobné
symptomy, zejména laktatovou acidéozu a formy myopatie. Na bunééné urovni (Mayr, 2010) byl
pozorovan zavazny pokles mnozstvi ATP syntazy, ale ukazuje se, Ze toto malé mnozstvi holoenzymu
obsahuje normalni kompozici podjednotek. Akumuluje se znacné mnozstvi agregovanych podjednotek
¢ ve vnitini membrané, které nejsou soucasti Fi-c subkomplexu, tudiz chybna podjednotka € brani
spravnému propojeni prstence s centralnim stonkem. Redukované mnozstvi ATP syntazy negativné
ovliviiuje produkci ATP. Pro vSechny tfi pacienty plati, ze se jejich stav ustalil, nebo dokonce zlepsil

béhem Zivota.

Patogenni mutace v genech periferniho stonku
Zavazna varianta je na genu ATP5SMK kédujici protein DAPIT. Dochazi zde k mutaci mista sestfihu,

¢.87+1G>C, kdy je vysledné pieskocCen tieti exon genu, coz vede k absenci funk¢niho proteinu (Barca,
2018). Ctyfi pacienti stouto variantou byli diagnostikovani b&hem kojeneckého véku s Leigh
syndromem, vSichni trp&li opozdénym vyvojem a ataxii. Absence podjednotky DAPIT vedla k omezeni
dimerizace ATP syntdzy, monomery holoenzymu se vyskytovaly v normalnim mnozstvi. Naméfena

produkce ATP je snizena, je vSak otazka, zda se tak déje praveé kvili neschopnosti tvofit dimery a jejich
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vlivu na podobu vnitini mitochondrialni membrany nebo kvili vadnému sptazeni vyuziti protonového

gradientu a ATP syntézy. 2 pacienti zemfeli ve véku 6 a 9 let, zbyli 2 byli nazivu v dob¢ vydani ¢lanku.

Dalsi ukazkou slozené heterozygotni varianty je c¢.34C>T + ¢.329-20A>G v genu ATP5PO pro
podjednotku OSCP (Zech, 2022). Mutace ¢.34C>T zdédéna od matky je typu nonsense®, jejim
vysledkem je 12 aminokyselin dlouhy polypeptid (p.GIn12*) oproti spravnym 213 aminokyselinam. Od
otce byla zdédéna mutace mista sesttihu, c.329-20A>G, vedouci k vynechdni exonu 5 a exonil 4+5.
Novorozenec trpél horeCkami, epileptickymi zachvaty, hypotonii a zvySenou koncentraci laktatu
v mozkomi$nim moku. Zdravotni kontrola v 2. roce Zzivota odhalila dystonii, opozdény vyvoj a
rozvinutou mikrocefalii. Nebyla sniZzena pouze exprese podjednotky OSCP, ale ovlivnény byly i
podjednotky e, d, F6 a A6L. Mnozstvi holoenzymu ATP syntazy bylo znaéné snizeno, na druhou stranu
narostlo mnozstvi nespecifickych subkomplexii. Aktivita enzymu nebyla méfena. Pacient zemiel v 6

letech po sérii epileptickych zachvatt trvajicich hodiny.

Jind varianta genu pro OSCP byla popsana u tii pacientd. Mutace ¢.87+3A>G se nachazi v misté
sestiihu, coz vedlo k preskoceni exonu 2 genu ATP5PO a expresi kratsi a nefunkéni podoby proteinu
(Ganapathi, 2022). Vsichni pacienti trpéli Leigh syndromem doprovdzenym kardiomyopatiemi nebo
progresivnimi epileptickymi encefalopatiemi. Analyza fibroblastii pacientli ukazala vyrazné redukované
mnozstvi ATP syntazy. Absence OSCP podjednotky vedla k degradaci dalSich podjednotek periferniho
stonku a ostatni podjednotky ATP syntdzy byly naopak akumulované. Dusledkem bylo hromadéni
subkomplext a snizenéd produkce ATP. Dva pacienti se dozili pouze 6 mésict, tieti byl v dobé publikace

tilety.

3 Nonsense mutace je substituéni bodova mutace vedouci ke zméné kodonu na termina¢ni, translace je ukoncena
predcasné a vznika kratsi protein.
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Tabulka 4 — shrnuti autozomaln¢ recesivnich mutaci v jadernych genech strukturnich podjednotek zapojenych

do defektt ATP syntazy.

Varianta genu (cDNA) a proteinu Veék Bunécny fenotyp Reference

nastupu
ATP5F1A
€.962A>G " 1| aktivita elektron transportni fetézec, .
p.Ty321Cys pri (ibytek miDNA (Lieber, 2013)
.985C>T + ¢.-49 + 418C>T - 111 mnozstvi ATP syntazy, | | produkce
p.Arg329Cys + § pri ATP, | OCR (Jonckheere, 2013)
ATP5F1D
€.245C>T | mnozZstvi ATP syntazy, | || produkce
p.Pro82Leu 2D ATP (Olahova, 2018)
c.317T7>G 1| mnoZstvi ATP syntazy, | | produkce
0.Val106Gly 4R ATP (Olahova, 2018)
ATP5F1E
€.35A>G i x L1} mnoZstvi ATP syntazy, | || produkce | (Mayr, 2010; Zech,
p.Tyr12Cys P ATP, | OCR 2022)
ATP5MK
c.87+1G>C ) — mnozstvi monomeru ATP syntazy, |||
exon 3 preskocen 2-18M mnozstvi dimeru, | | produkce ATP (Barca, 2018)
ATP5PO
€.34C>T +¢.329-20A>G ) 1| mnozstvi ATP syntazy, 11 mnoZstvi
p.GIn12Ter + §§ 1-28D subkomplexi (Zech, 2022)
c.87+3A>G i 1| mnoZstvi ATP syntazy, 11 mnoZzstvi .
exon 2 preskocen 1-28D subkomplexd, ||| produkce ATP (Ganapathi, 2022)

Narozeni (*), den (D), tyden (T), mésic (M), rok (R), neznamé (@), normalni (), snizeni (mirné |, stfedni ||,
velké | |]), zvySeni (mirné 1, stiedni 11, velké 111), spotieba kysliku (OCR). § — substituce v intronu 1 negativné
ovlivitujici expresi ATP5F 1A genu, §§ — abnormalni sestfih genu vedouci k vynechani exonu 5 a 4+5 vedouci ke
snizeni mnozstvi transkriptu ATP5PO.

Patogenni mutace v genech pro asemblacni faktory

Kromé defektt ve strukturnich podjednotkach ATP syntazy mohou enzym piimo ovlivnit i mutace
vyskytujici se v asemblacnich faktorech tohoto enzymu (Tabulka 5). Nespravné sestrojeni komplexu
vede k poklesu v produkci ATP. VSechny popsané mutace se tykaji pouze proteini ATPAF2 a TMEM70,
v jinych asistujicich faktorech (ATPAF1, FMC1, TMEM242) zatim zadné mutace u lidi objeveny nebyly
(MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database., 2024).

V genu ATPAF?2 byla charakterizovana jedina odliSna varianta a to ¢.280T>A (De Meirleir, 2004).
Nasledkem této mutace je nahrazen tryptofan bez naboje za zasadity arginin (p.Trp94Arg), coz
pravdépodobné vede ke Spatné interakci s podjednotkou a a tim padem k poruse slozeni katalytického
hexameru. Novorozené€ postizené touto mutaci mélo dysmorfni t€lni znaky (velka usta, vyrazny koten
nosu, zmen$ena dolni Celist, permanentné ohnuté prsty a koncetiny bez moznosti narovnat v kloubu),
zvysenou hladinu laktatu v krvi i mozkomis$nim moku, 3-MGA a rozvinula se encefalopatie. Mnozstvi
nativni ATP syntazy i jeji aktivita byly v tkanich pacienta znacné sniZené, stejné jako mnozstvi

podjednotek a, B, 8, d a OSCP. Po 14 mésicich pacient umftel.
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Asemblaéni faktor TMEM70 ma mnoho patogennich variant zptusobenych delecemi, substitucemi,
inzercemi nebo slozenymi heterozygotnimi mutacemi, které mohou vést k posunu cteciho ramce,
pfipadné zménam v sestfihu transkriptu. Nejbéznéjsi variantou je c.317-2A>G, ktera zptisobi zménu
v mist¢ sestiihu intronu 2 a tim vznik nefunkéniho TMEM70, jak bylo popsano u desitek osob (shrnuto
v (Tauchmannova, 2024)). Typicky se projevuje uz v t€hotenstvi ristovou restrikci plodu, piipadné je
také snizené mnozstvi plodové vody, pfiznaky ale mohou byt odhaleny az po porodu. Brzo se objevuji
projevy metabolickych problémt, jako laktatova acidoza, 3-MGA a hyperamonémie. Eventuelné se
mohou rozvinout dodatecné ptiznaky jako dysmorfnich znaky obliceje a Silhani, zvétSeni jater, kyla,
kardiomyopatie, neurosvalové poruchy a mozkové defekty (atrofie, mikrocefalie, epilepsie, retardace).
Mnozstvi ATP syntazy bylo ve fibroblastech pacientli vyrazné sniZzeno, enzym byl vS§ak spravné slozeny.
Niz$i mnozstvi enzymu vedlo k redukci jeho hydrolytické a syntetické aktivity a ke snizené aktivaci
bunécné respirace po piidani substratu ADP (Cizkova, 2008). Fenotyp zptisobeny touto variantou je
zavazny a vice nez polovina jedincti zemiela v nizkém véku, ve vétsSing pripadech na srdecni selhani
nebo akutni metabolickou krizi, kdy se v krvi nahromadi toxické metabolity doprovazené hypoglykémii.
Nekolik pozorovanych pacientl se dozilo adolescence, coz nabizi myslenku, ze pokud pacient piekona

kritickou dobu béhem 1. roku zivota, zna¢né se prodlouzi jeho stfedni délka zivota (Honzik, 2010).

Jiné varianty genu TMEM70 byly nalezeny vzdy jen u par pacientl s projevy obdobnymi t€ém u
nejbeéznéjsi varianty, piipady jsou rizné zadvazné. Fenotypy jsou zplisobeny mutacemi riiznych druht,
nejcastéjsi jsou mutace v misté sestiihu (Tabulka 5). Jedna se vétSinou o bialelické mutace, kdy defekt
jedné z alel vede k chybnému sestfihu a pieskocCeni exonu 2 genu TMEM70, na druhé alele dojde

k mutaci vedouci k aminokyselinové zamén¢ v proteinu, k jeho zkraceni nebo prodlouzeni.

Na TMEM?70 knock-out mySim modelu bylo uk4dzano, Zze mnozstvi ATP syntazy je snizené a ¢ast enzymu
je nekompletni. F; doména a periferni stonek jsou sestaveny, ale chybi slozeny c prstenec (Kovalcikova,
2019). Bez asemblac¢niho faktoru se ¢ podjednotky hiife zabudovavaji do membrany a nejsou ani volne
akumulovany. V souladu s publikovanymi vysledky, analyza vzorki nékterych pacientli s mutacemi

v TMEM?70 genu ukazala velky pokles mnozstvi ATP syntazy a/nebo snizeni produkce ATP (Tabulka 5).
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Tabulka 5 — shrnuti mutaci v jadernych genech asemblacnich faktorii zapojenych do defekti ATP syntazy.

Varianta genu (cDNA/gDNA) a Vek Bunécny fenotyp Reference
proteinu nastupu

ATPAF2

c.280T>A - 11| mnoZstvi ATP syntazy, || produkce —_—

0.Tr94Arg pfi ATP (De Meirleir, 2004)

TMEM70

¢.105dupT - (Staretz-Chacham,

pfi a

p.Val36CysfsTer52 2019)

c.141delG/c.316+1G>A

p.Pro48ArgfsTer2/ exon 2 pfi * 11| mnozZstvi ATP syntazy (Hirono, 2019)

preskoéen

¢.211-450_317-568del o .

delece 2290 bp v exonu 2 1D 11| mnoZstvi ATP syntazy (Tort, 2011)
(Diodato, 2015;

C.i:srsg(;TTer pfi * 1] produkce ATP Magner, 2015;

p-ATg Spiegel, 2011)

g.2436-3789 delece _—_ .

exon 2 preskoten 4D 11| mnoZstvi ATP syntazy (Jonckheere, 2011)

c.316+1(v3>T ) pfed * 2 (Mggner, 2015;

exon 2 preskogen Spiegel, 2011)

c.317-2A>G 55 1R 11| mnoZstvi ATP syntazy, | || produkce | (Tauchmannova,

exon 2 preskoden P ATP 2024)

) . (Cameron, 2011;
c.317 2Av> G /0;1 RaLcl L s 11| mnozstvi ATP syntazy, | || produkce | Cizkova, 2008;
exon 2 preskocen / pfed ATP Honzik 2010:

.Ser40CysfsTer11 onzik, ;
P Magner, 2015)
€.317-2A>G/c.251delC
exon 2 preskocen / @ R 2 (Magner, 2015)
€.317-2A>G /c.349_352del o .
exon 2 pfeskocen / 2R *.l“l, mnozstvi ATP syntazy, || produkce (Diodato, 2015)
p.lle117AlafsTer36
€.317-2A>G/c.AT0T>A
exon 2 preskocen / @ @ @ (Magner, 2015)

Scaglia, 2002;
¢.317-2A5G/c.494G>A . o , (Scaglia, 2002;
exon 2 preskoten / p.Gly165Asp pfi 11| mnoZstvi ATP syntazy ggz;g)elochkov,
¢.317-2A>G/c.628A>C . 111 mnozstvi ATP syntazy, | | produkce
exon 2 pfeskocen / p.Tyr210Pro ort ATP (Torraco, 2012)
€.317-2A>C/c.783A>G . .
exon 2 preskoden / gM L mozsWIATE syntazy, | produkee | piogato, 2015)
p.Ter261Trpext17
€.336T>A - .
o.Tyr112Ter pfed 11| produkce ATP (Spiegel, 2011)
%35%6'0 @ @ (Magner, 2015)
€.535C>T i 2 (Atay, 2013;
p.Tyr179His P Magner, 2015)
€.563T7>C _—
o.Leu188Pro pfi @ (Mackay, 2023)
¢.578_579delCA Y s (Magner, 2015;
p.Asn198Ter pred L1{ produkce ATP Spiegel, 2011)

Narozeni (*), den (D), tyden (T), mésic (M), rok (R), neznamé (@), normalni (=), snizeni (mirné |, stfedni ||,
velké | |]), zvySeni (mirné 1, stfedni 11, velké 111), base pair (bp, aneb parovani bazi).

21




Autozomalné dominantni mutace nDNA

Jako autozomaln¢ dominantni oznac¢ime takové mutace, kde je zmutovana jen jedna ze dvou alel genu
a vede k patologickému fenotypu. Nedavno byly popsany mutace tohoto typu dédicnosti na
podjednotkach a, f a ¢ (Tabulka 6). Pfestoze se jedna o dominantni dédi¢nost, v zavislosti na mite
penetrance dané mutace se patologie nemusi vzdy projevit, pfibuzni postizeného jedince mohou tedy

byt pouze prenaseci mutace.

Patogenni mutace v genech katalytického hexameru
U nékterych jedincl bylo s vékem pozorovano zmirnéni fenotypu zpiisobeného patogenni mutaci.

Takové ptipady lze pozorovat napi. u pacientll s mutaci c.620G>A (p.Arg207His) v genu pro o
podjednotku (Lines, 2021; Zech, 2022). Ctyfi jedinci byli béhem prvnich tydni Zivota diagnostikovani
s neprospivanim a opozdénym psychomotorickym vyvojem, odporem ke krmeni a dale
s hyperamonemii a laktatovou aciddzou. Provedené testy na fibroblastech pacientti ukazaly, ze mnoZstvi
ATP syntazy neni zménéné, snizend je selektivné pouze podjednotka a. To vysvétluje sniZzenou
hydrolytickou aktivitu enzymu, nezptsobilo to ale nijak vyrazny pokles bunécné spotieby kysliku
(Lines, 2021). U vSech téchto pacientli projevy témef vymizely s dovrSenim 2. roku Zivota, pietrvala jen

nizka hladina laktatu.

Dalsi mirny fenotyp, i kdyZ pietrvavajici béhem Zivota, byl pozorovan u missense variant c.1000A>C
(p.Thr334Pro) a ¢.1445T>C (p.Val482Ala) genu ATPF 1B, ktery kdduje podjednotku B (Nasca, 2023).
Kazda z variant ptipada na jednu ze dvou rodin. Obé¢ varianty se projevily jako dystonie, mimovolné
svalové stahy, a to zejména koncetin. VEk nastupu se lisi od raného détstvi po adolescenci, postupem
¢asu se dystonie rozsifuje na dalsi koncetiny, piipadné hrudnik. Na prvni pohled jsou od sebe tyto dvé
mutace v genu pomérné vzdaleny, stejné jako aminokyseliny ve vysledném proteinu. Threonin 334 se
nachazi na vnitfni strané proteinu v blizkosti aktivniho mista, zatimco valin 482 je na vnéj$i stran¢
podjednotky. Analyzou pacientskych fibroblastii se ukazalo, ze pro obé varianty plati nezménéné
mnozstvi ATP syntazy oproti kontrole. Vzhledem k poloze zamény se dalo ocekavat, ze produkce ATP
bude vyrazné sniZena u varianty p.Thr334Pro. Na druhou stranu, p.Val482Ala varianta se neprojevila
snizenim aktivity enzymu, ale zda se, ze ma vliv na vyuziti membranového potencialu, ktery je snizen.
Vétsina tkdni v tele s témito zménami nema problém, projevuji se ale v tkanich citlivéjsi na dostupnost
energie, v tomto pfipad¢ v kosternim svalu. U obou rodin lze pozorovat jedince, ktefi jsou nositeli

mutace bez klinického fenotypu, coz znaci netiplnou penetranci defektu.
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novorozenych jednovajeénych dvojcat (Ganetzky, 2022). Byla narozena rustové opozdéna, béhem 2
mesictl se vyvinulo neprospivani navzdory nadmérmému krmeni a pozdé&ji byl stav doplnén o
nepolevujici tachypnoe, opakujici se hypertermii a celkové opozdéni vyvoje. Pi pohledu na fibroblasty

dvojcat bylo zjisténo, ze bunky spotiebovavaji oproti kontrole znatelné vice kysliku, také je v porovnani
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s kontrolou snizeny membranovy potencial v mitochondrii. Stejny trend byl vidét pfi expresi varianty
v HelLa a A375 bunéénych liniich. Zfejmé se zaména p.Leu335Pro v katalytickém hexameru ATP
syntazy projevuje Spatnou interakci f podjednotky s y podjednotkou centralniho stonku, rotace stonku
neméni konformaci hexameru, takZe se nesyntetizuje normalni mnozstvi ATP a protony prochazi
komplexem ,,na prazdno®. Energie ziskana oxidaci substrati je uvoliiovana ve forme tepla vedouciho k
hypertermii. Pacienti pocit'uji hlad a snazi se ziskat energii pro svou funkci. Vzhledem k prokluzovani
ATP syntazy se snizuje membranovy potencial, ktery je kompenzovan zvySenou aktivitou elektron

transportniho fetézce a tedy zvysenou spotiebou kysliku, coz u pacientti vede k tachypnoe.

Vysledné dochézi k hypermetabolismu se zvySenou mitochondrialni respiraci rozpfazenou od syntézy
ATP. Ptipad je klinickymi projevy podobny Luftoveé syndromu z 60. let, jedné z prvnich zaznamenanych
mitochondridlnich poruch. Pacientem byla 35leta Zena s hypermetabolismem a vykazovala podobné
symptomy (Luft, 1962). Ptiznaky byly pfitomné od détstvi, ale nebyly bohuzel dokumentovany

podrobné. Co je hlavni, neni znam molekularni piivod jejiho onemocnéni.

Patogenni mutace v genu ¢ podjednotky
Dystonie neni limitovana pouze na defekty B podjednotky, najdeme ji také u patogennich variant genu

pro podjednotku c, ATP5SMC3. Substituce c.318C>G (p.Asnl06Lys) byla pozorovana ve dvou
nezavislych rodinach a v obou byli jedinci vykazujici dystonii nebo spastickou paraplegii. Opét se
v obou rodinach ukézala neuplna penetrance u zdravych ptenasect. Podjednotka c je kodovéana 3
riznymi geny liSicimi se jen v signalni sekvenci pro transport do mitochondrie, u ¢lenti rodin se
vyskytuje jen mutace v ATPSMC3, je tedy mozné, Ze zdravi jedinci neznamym mechanismem favorizuji
transkripci z neposkozenych ATPSMCI a ATPSMC2. Ve fibroblastech pacient byla ukazana mirné
snizend hydrolyticka aktivita ATP syntazy (Neilson, 2022). Podobné se projevuje i varianta ¢.319C>G
(p.Pro107Ala), dystonie je doprovazena opozdénym vyvojem, neni znam bunéény fenotyp (Zech, 2022).
Posledni varianta je ¢.236G>T (p.Gly79Val), kdy pacient trpi dystonii dolnich konéetin, opozdénym
psychomotorickym vyvojem a zvySenou koncentraci laktatu v krvi. Zde bylo v bunkach detekovano
niz§1 mnozstvi ATP syntazy a jeji hydrolyticka aktivita byla vyrazn€ sniZena (Zech, 2022). Asparagin
106 a prolin 107 lezi ve vysoce konzervované oblasti ovliviujici napojeni na F; ¢ast enzymu, u varianty
p-Asn106Lys bylo ukazano, ze aktivita komplexu je snizena. Glycin 79 je umistén na sty¢né plose dvou
¢ podjednotek, které spolu drzi hydrofobnimi interakcemi, zaména aminokyseliny pravdépodobné vede

k naruseni stability prstence (Zech, 2022).
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Tabulka 6 — shrnuti autozomalné dominantnich mutaci v jadernych genech strukturnich podjednotek zapojenych

do defektt ATP syntazy.
Varianta genu (cDNA) a Veék Bunécny fenotyp Reference
proteinu nastupu
ATP5F1A
c.545G>A
0.Arg182GIn ] @ (Zech, 2022)
€.620G>A 13T — mnoZstvi ATP syntazy, | | | produkce ATP, | (Lines, 2021; Zech,
p.Arg207His OCR 2022)
c.1037C>T
0.Ser346Phe d d (Zech, 2022)
ATP5F1B
¢.1000A>C 215R - mnoz:stw ATP synt_a)zy, 11| produkce ATP, | (Nasca, 2023)
p.Thr334Pro membranovy potenciél
¢.1004T>C 1 OCR, | membranovy potencial, rozpfazeni
p.Leu335Pro M spotieby kysliku od produkce ATP (Ganetzky, 2022)
¢.1445T>C - mnozstvi ATP syntazy, | produkce ATP, |||
p.Val482Ala SR membranovy potencial (Nasca, 2023)
ATP5MC3
€.236G>T o .
0.Gly79Val d 1| mnozstvi ATP syntazy, | | produkce ATP (Zech, 2022)
c.318C>G (Neilson, 2022;
0.Asn106Lys R | produkce ATP Zech, 2022)
¢.319C>G
0.Pro107Ala 4 4 (Zech, 2022)

Narozeni (*), den (D), tyden (T), mésic (M), rok (R), neznamé (@), normalni (=), sniZzeni (mirné |, stiedni ||,
velké |]]), zvySeni (mirné 1, stfedni 11, velké 111), spotieba kysliku (OCR).

Zavér

Doposud bylo popsano velké mnozstvi variant v genech pro strukturni podjednotky a asemblacni faktory
mitochondridlni FiFo ATP syntazy s projevy postihujici zejména tkané vyzadujici velké mnozstvi
energie, jako kosterni a srdecni svalovina nebo nervova tkan. Pocet identifikovanych patogennich
mutaci v jadernych genech znacné vzrostl diky rozsifenému pouzivani sekvenovani nové generace. Diky
tomu muaze byt u pacientl s mitochondridlnim onemocnénim vénovana vétsi pozornost molekularnim
mechanismtim, které fenotyp zplsobuji. Studium mechanismu defekti a lepSi pochopeni procest

v buiice pak mize byt posléze vyuzito pii hledani vhodné terapie.

Zde popsané patogenni varianty Usti v poruchy ATP syntdzy rozdilnych charakterti, které jsou
odpoveédné za patologické fenotypy. Komplex mize byt zcela slozeny, ale neni schopen plnit svou
funkeci, jako se tomu dé&je u nékterych variant genu MT-ATP6 pro podjednotku a, ktera kvuli defektu
piekazka v asemblaci nebo stabilité komplexu. Bez funkénich asemblaénich faktori (ATPAF2,
TMEM70) je slozeno jen malé mnozstvi funkéniho enzymu, coz vede k nedostatecné tvorbé ATP.
Podobné, pfi vyskytu mutaci v genech pro strukturni podjednotky ATP syntazy (a, 6, &, OSCP) mutze

dojit k naruSeni interakci s okolnimi podjednotkami a tim k poklesu stability celého komplexu. Opét
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dochazi ke snizeni mnozstvi funkéni ATP syntazy a poklesu produkce ATP, naopak se akumuluji

subkomplexy neschopné syntetické aktivity.

Novym typem defektu ATP syntazy je zavada v katalytickém hexameru, kde se nachazi aktivni mista
pro syntézu ATP. Jedna se o autozomalné dominantni mutace v podjednotkach a a B, které vedou ke
snizeni produkce ATP, piestoze mnozstvi ATP syntazy neni vyrazn€ snizeno. Dochéazi pravdépodobné
ke zhorSené vazbé substratt do aktivniho mista, vysledné fenotypy jsou prevdzné mirné. Dilezitou
vyjimkou jsou pacienti s mutaci v genu ATP5F 1B kddujicim B podjednotku (p.Leu335Pro), ktefi maji
pomérné zavazny fenotyp. Zména v  podjednotce vede ke zhorSené interakci s y podjednotkou
centralniho stonku, takze rotujici stonek ,,prokluzuje® v hexameru a syntéza ATP je nedostatecnd.
Aktivita elektron transportniho fetézce roste spolu s translokaci protontt ATP syntdzou, coz vede u

pacientii k hypermetabolismu.

V budoucim vyzkumu by bylo vhodné se vénovat podrobnéjSimu studovani buné¢ného fenotypu
objevenych patogennich variant pro lepsi pochopeni fungovani mitochondrie a zjisténi mechanismd, jak

se v bunice obnovuje metabolicka homeostaza.
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