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SOUHRN

Uvod: Mitochondrialni onemocnéni jsou svym charakterem multisystémova, s progredujicim
pribéhem a v naprosté vétsin€ piipadl obtizné 1é¢itelnd. Vzhledem k jejich nizké incidenci je
diagnostika svizelna, a ne vzacné dokoncena az ve fazi ireverzibilniho poskozeni organismu.

Cil: Zamérem prace bylo studium pfirozeného pribéhu vybranych mitochondrialnich
onemocnéni, charakteristika rozvoje jednotlivych symptomt, nasledna individualizace
dispenzarni péce s cilem prevence dalsi deteriorace klinického stavu. Dal§im ukolem bylo
dokumentovat potencial registrii v péci o pacienty se vzacnym onemocnénim tak, aby ziskana
data vedla k optimalizaci klinického a laboratorniho monitorovani pacientti a optimalnimu

nastaveni adekvatni 1€cby.

Material: Do préace bylo zahrnuto 50 diagnostikovanych ¢eskych pacientt s prevalentni mutaci
v MT-TLI genu zpusobujici MELAS syndrom, mezinarodni soubor 48 pacientl s deficitem
transmembranového proteinu 70, soubor péti pacientli, u kterych se mitochondridlni
onemocnéni projevilo psychiatrickymi pfiznaky, a pacientka s mitochondridlnim onemocnénim
a jeho vzacnym biochemickym projevem hyperamonémie. Do ¢asti zabyvajici se ulohou
mezinarodnich registrii ve studiu vzacnych metabolickych poruch bylo zatazeno 38 pacientl

z Ceské republiky s onemocnénimi ze skupiny organickych acidurii a poruch cyklu mocoviny.

Zavér: Tato prace umoznila detailni klinické a biochemicko-genetické studium vice nez 140
osob se vzacnym onemocnénim. Ziskand data vedla k novym genotypové—fenotypovym
korelacim a rozsifeni diferencidlné—diagnostickych rozvah. Piestoze se jednd o onemocnéni
obtizn¢ 1éCitelnd, nase data podporuji dilezitost Casné diagnostiky a zajisténi adekvatni terapie.
Zahajeni terapie ptfed klinickou manifestaci onemocnéni a moznosti prenatalni genetické
diagnostiky jsou toho casu jediné moznosti, jak u naprosté¢ vétSiny vzacnych onemocnéni

zabranit ireverzibilnimu poSkozeni organismu.

Kli¢ova slova: vzicnd onemocnéni, mitochondridlni onemocnéni, MELAS syndrom,

TMEM?70 deficit, hyperamonémie, organické acidurie, poruchy cyklu mocoviny



ABSTRACT

Introduction: Mitochondrial diseases are multifaceted in nature, progressing over time and in
the vast majority of cases, difficult to treat. Due to their low incidence, their diagnostics is
difficult, and it is not uncommon for it to be completed only in the phase of irreversible damage

to the organism.

Objective: The aim of this study was to investigate the natural course of selected mitochondrial
diseases, characterize the development of individual symptoms, and subsequently individualize
outpatient care with the goal of preventing further deterioration of the clinical condition. The
next task was to document the potential of registries in caring for patients with rare diseases so
that the collected data would lead to the optimization of clinical and laboratory monitoring of

patients and the optimal adjustment of appropriate treatment.

Material: The study included 50 diagnosed Czech patients with a prevalent mutation in the
MT-TL1 gene causing MELAS syndrome, an international cohort of 48 patients with a
deficiency in transmembrane protein 70, a group of five patients presenting psychiatric
symptoms due to mitochondrial diseases, and a patient with a rare biochemical manifestation
of hyperammonemia in mitochondrial disease. The section focusing on the role of international
registries in the study of rare metabolic disorders included 38 patients from the Czech Republic

with diseases from the group of organic acidurias and urea cycle disorders.

Conclusion: This study enabled a detailed clinical and biochemical-genetic investigation of
over 140 individuals with a rare disease. The obtained data led to new genotype-phenotype
correlations and expanded differentially diagnostic considerations. Although the diseases are
difficult to treat, our data support the importance of early diagnosis and ensuring adequate
therapy. The initiation of treatment before the clinical manifestation of the disease and the
options for prenatal genetic diagnostics are currently the only ways to prevent irreversible

damage to the body in the vast majority of rare diseases.

Keywords: rare diseases, mitochondrial diseases, MELAS syndrome, TMEM70 deficiency,

hyperammonemia, organic acidurias, urea cycle disorders
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ZKRATKY
3IMGA 3—methylglutakonova acidurie

A Adenin

Acetyl-CoA Acetyl-koenzym A

ADC Apparent Diffusion Coefficient, rozmér difuse (molekul vody) ve tkéani pii
vysetieni MRI

ARG1 Arginaza 1

ASL Argininsukcinat lyaza

ASS Argininsukcinat syntetaza

ATP Adenosin trifosfat

BH4 Tetrahydrobiopterin

BE Base excess (pfebytek bazi)

C Cytosin

CISD1 CDGSH iron sulfur domain 1

CK Kreatinkinaza

CNS Centralni nervovy systém

COX Cytochrom c oxiddza

CPEO Chronicka progresivni externi oftalmoplegie

CPS1 Karbamoylfosfatsyntetaza 1

CSF Cerebrospinal fluid (mozkomi$ni mok)

DddA Double-stranded DNA deaminase toxin A (deamindza dvouvldknové DNA
toxinu A

DACBE DddA-derived cytosine base editor (DddA-derivovany editor cytosinové baze)

DNA Deoxyribonukleova kyselina



DOA Dominantni Kjerova atrofie optiku

DPM Dédi¢né poruchy metabolismu
DWI Diffusion Weighted Imaging
E-IMD European registry and network for Intoxication type Metabolic Diseases

(evropsky registr pro intoxikacni typ poruch metabolismu)

FEP PIné vyjadieny fenotyp

FLAIR Fluid Attenuated Inversion Recovery

FSGS Fokaln¢ segmentalni glomeruloskleroza

G Guanin

GAl Glutarova acidurie typ 1

HHH sy Syndrom hyperornitinemie—hyperamonémie—homocitrulinurie
iNO Inhalovany oxid dusnaty

IUGR Intrauterinni ristova restrikce (intrauterine growth restriction)
IVA Isovalerova acidurie

KMP Kardiomyopatie

KSS Kearnstiv—Sayretiv syndrom

LHON Leberova hereditarni neuropatie optiku

LCHAD Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin s dlouhym

fet€zcem

MELAS Syndrom mitochondridlni myopatie, encefalopatie, laktatové acidézy a iktu

podobnych piihod
MERRF Myoklonicka epilepsie s ragged red fibres

MetabERN European Reference Network for Hereditary Metabolic Disorders (evropska sit’

pro dédi¢né metabolické poruchy)

MIDD Syndrom maternaln¢ dédi¢ného diabetu a hluchoty



MILS Maternaln¢ dédicny Leightv syndrom
MLASA Mitochondrialni myopatie, laktatova acid6za a sideroblasticka anémie
MMA Metylmalonové acidurie

MPI-CDG  Mannose phosphate isomerase-congenital disorder of glycosylation

(kongenitalni porucha glykosylace na podklad¢ deficitu manoza-fosfat

1zomerazy)
MRI Magneticka rezonance
MRT Mitochondrial replacement therapy (terapie ndhradou mitochondrii)
MST Maternal spindle transfer (pfenos matetského déliciho vieténka)
mtDNA Mitochondrialni deoxyribonukleové kyselina
MT-TL1 Mitochondrialné kodovana transferova ribonukleova kyselina pro leucin 1

NAD (H) Nikotinamid adenin dinukleotid (hydrogen)

NAGS N-acetylglutamat syntaza

NARP Neurogenni svalova slabost, ataxie a retinitis pigmentosa
nDNA Nukledrni deoxyribonukleova kyselina

NOS Syntaza oxidu dusnatého

OA Organicka acidurie

OAT Ornitin aminotransferaza

op Oligosymptomaticky fenotyp

OTC Ornitintranskarbamylaza

ORNT1 Ornitin translokéza
OXPHOS Systém mitochondrialni oxidativni fosforylace
PA Propionové acidurie

PBT Polar body transfer (pfenos polového téliska)



PCR-RFLP Polymerase chain reaction—restriction fragment length polymorfism
(polymerazova tetézova reakce s pouzitim polymorfismu délky restrik¢nich

fragmenttl)

PGM1-CDG Phosphoglucomutase 1 deficiency-congenital disorder of glycosylation
(kongenitélni porucha glykosylace na podklad¢ deficitu fosfoglukomutazy 1)

PMM2-CDG Phosphomannomutase 2 deficiency-congenital disorder of glycosylation

(kongenitélni porucha glykosylace na podkladé deficitu fosfomanomutazy 2)

PNT Pronuclear transfer (pfenos prvojadra)

POLG Polymeraza gama

PPHN Perzistujici plicni hypertenze novorozence

PUS1 Pseudouridin syntaza 1

RIRCD Reversible infantile respiratory chain deficiency (reverzibilni infantilni

deficience respiracniho fetézce)

RRF Ragged red fibers (mitochondrie svalovych vldken abnormalni svou velikosti a

tvarem, ktery tvoii vzhled rozeklanych Cervenych vlaken)

rRNA Ribosomalni ribonukleova kyselina
SCID TéZka kombinovana imunodeficience
SCO2 Asemblac¢ni protein cytochrom c oxidazy

SLSMD Single large-scale mitochondrial DNA deletion (rozsahla delece mtDNA)
SMA Spinalni muskularni atrofie
T Thymin

TMEM70  Transmembranovy protein 70

tRNA Transferova ribonukleova kyselina
uCb Urea cycle disorder (porucha cyklu mocoviny)
UEC Uroepitelialni buiiky
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1. Uvod

Mitochondrialni onemocnéni patii do skupiny tzv. vzadcnych onemocnéni. Sama struktura,
funkce a semiautonomie mitochondrie davé vznik velmi heterogennimu klinickému projevu pfi
jeji mozné patologii. Vyzkum na poli mitochondridlni mediciny, ale i ostatnich dédi¢nych
poruch metabolismu, se v poslednich letech t&§i velikému zajmu 1 vzhledem k rozvoji
technickych moznosti diagnostiky. Nejvetsi zaludnosti je ovSem na dané onemocnéni v prvni
fad¢ pomyslet, coz vzhledem k Siroké variabilité postizeni télnich systémil neni vzdy snadné.
Proto jsou v poslednich desetiletich organizovany registry pro pacienty s vzacnym
onemocnénim. Snahou této prace je studium klinického spektra vybranych mitochondridlnich
onemocnéni s diirazem na rozvoj jednotlivych pfiznakl v ¢ase. Ziskana data jsou zasadni pro
moznosti optimalizace a individualizace dispenzarni péce a tim i preventivniho ovlivnéni
onemocnéni. V praci byla vyzdvihnuta i uloha registrii pfi studiu vzacnych onemocnéni —

konkrétné pacientl s intoxikacnim typem poruchy metabolismu.

1.1. Vzacna onemocnéni

vree

Vzéacna onemocnéni (tzv. ,,sirot¢i* = orphan) pfedstavuji rozsahlou skupinu klinickych entit,
jejichz vyskyt v populaci je méné nez 5 z 10 000 obyvatel (definice uvedena v nafizeni
Evropské unie o 1é¢ivych ptipravcich pro vzacnd onemocnéni 1999). V Evropé je postizeno
témito onemocnénimi 27-36 milioni lidi (Rodwell 2014) a tato skupina celkové zahrnuje asi 8
tisic klinickych jednotek (seznam dosud identifikovanych onemocnéni Ize nalézt v mezinarodni
databazi www.orpha.net). Jsou zde zarazena Cetnd geneticky podminéna onemocnéni, dédi¢né
poruchy metabolismu, vzacné zhoubné nadory a imunodeficity a vSechny malignity détského
véku. Pfestoze ve vétSing (az 80 %) ptipadii maji tato onemocnéni jasn€ definované genetické
pti¢iny (www.orphadata.org), fadi se sem rovnéz vzacna infekéni a autoimunitni onemocnéni.
Svym projevem se jednd o onemocnéni zavazna, casto chronicka a progredujici. Prvni pfiznaky
je mnohdy mozné zaznamenat jiz pii narozeni ¢i v détském veéku, piiblizné€ polovina se vSak
projevuje az v dospélosti — jako napt. Huntingtonova nemoc, Crohnova choroba, amyotroficka
lateralni skler6za nebo karcinom §titné Zlazy (Orphanet 2022).

Vzhledem k nizkému vyskytu onemocnéni v populaci je diagnostika Casto svizelna a stanoveni
spravné diagndzy miize trvat i fadu let. Z tohoto diivodu je nutna izka spoluprace klinickych
specialisti spolu s védci za tcelem sdileni vysledkli vyzkumu vedouci k lepSimu pochopeni
biologické podstaty vzacnych onemocnéni. Organizace mezinarodnich databazi a registrii

umoziuje koncentraci dat a tim i moznost stanoveni moznych diagnostickych a terapeutickych
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doporuceni, tedy postup, ktery by byl na narodni urovni vzhledem k nizké prevalenci

onemocnéni jen velmi té¢zko dosazitelny.

Pro vétSinu ze vzacnych onemocnéni neni vzhledem ke genetickému podkladu dostupna
kauzalni terapie. K roku 2022 bylo v Evropé Evropskou lékovou agenturou registrovano
277 ,,orphan drugs®, ta jsou vsak urena pouze pro cca 5 % vzacnych onemocnéni (Heard
2020). V soucasné dob¢ je proto vyzkum vzacnych onemocnéni, rozvoj ¢asné diagnostiky a

vyvoj vhodné terapie vyrazné¢ podporovan.

Prevence vzacnych onemocnéni je pro nizkou incidenci v populaci velmi slozitd. U nékterych
onemocnéni jiz existuje sekundarni prevence cestou laboratorniho novorozeneckého
screeningu — od &ervna 2016 je v Ceské republice do celoplosného testovani zahrnuto 18
onemocnéni (kongenitalni hypotyredza, kongenitalni adrenalni hyperplazie, cysticka fibroza a
15 dédi€nych poruch metabolismu), viz (Votava 2022). V lednu 2024 byl po Usp&Sném
dvouletém pilotnim projektu celoplosny novorozenecky screening rozSifen o spindlni
muskularni atrofii (SMA) a tézkou kombinovanou imunodeficienci (SCID). Sekundarni a
terciarni prevence se formou preventivnich vySetfeni a ptipadného genetického vysetfeni dale
uplatituje v rodinach s jiz vyskytujicim se vzacnym onemocnénim. Primordidlni a primarni
prevence s cilem omezeni samotné incidence onemocnéni je mozna pouze Castecné, a to

zejména u infek¢nich, onkologickych a né€kterych autoimunitnich onemocnéni.
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1.2.  Dédi¢né poruchy metabolismu

Souhrnna incidence vSech dosud znamych dédi¢nych poruch metabolismu (DPM) se odhaduje
na 1:200-500. Skupina DPM zahrnuje 1907 rGznych onemocnéni (IEMbase 2024) a
predstavuje témét 1/3 vSech onemocnéni ze skupiny geneticky podminénych vzacnych nemoci.
Ne vsechna DPM vsSak do skupiny vzicnych onemocnéni patii — napf.  nékteré
dyslipidemie/hyperlipidemie (vyskyt v populaci 1 : 300) a hyperurikémie (vyskyt v populaci
1 : 500). Mezi nejcastéjsi DPM kromé dvou vySe uvedenych patii skupina mitochondrialnich
onemocnéni a poruchy metabolismu aminokyselin a organické acidurie (vyskyt v populaci
1:5000a1:4 000 resp.), nasledované lysosomalnimi onemocnénimi, poruchami f—oxidace
mastnych kyselin, porfyriemi, dédicnymi poruchami glykosylace a peroxisomalnimi
onemocnénimi (Honzik 2022, Kubackova a kol. 2014). Dédi¢nost téchto chorob muze byt
autozomaln¢ recesivni, dominantni i gonosomalné¢ vézand (vdzand na chromosom X).
V ptipad¢ mitochondridlnich onemocnéni pak i maternalni dédicnost, jejiz specifika budou

diskutovana dale.

V patogenezi vétSiny DPM se uplatituje enzymaticky defekt metabolické drahy. Hromadéni
nemetabolizovaného substratu ¢i chybéni produktu postizené enzymatické reakce pak usti
v klinicky obraz onemocnéni. Mezi dalS$i patogenetické mechanismy patii dysfunkce
transportnich proteinii, asemblacnich proteinti ¢i poruchy jinych proteinli souvisejicich
s metabolickou drahou. Vzhledem k pfitomnosti spolecnych metabolickych drah pro fadu

bunék v organizmu byva ¢asto piitomno multiorgdnové postizeni (Honzik 2016).

Klinicky se DPM mohou projevit charakteristickym postizenim konkrétniho orgdnu (napft.
postizenim jater a tvorbou jaternich adenomt u tyrosinémie I. typu; postizenim kosterniho
svalstva u glykogenozy typu V) nebo kombinaci organového postizeni (splenomegalie, anémie,
trombocytopenie, postiZzeni skeletu u Gaucherovy nemoci). Pfiznaky celé fady DPM jsou vSak
¢asto jen malo specifické a predstavuji tak dal$i vyzvu v jejich diagnostice — porucha ristu,
vahové neprospivani, porucha psychomotorického vyvoje, nechutenstvi, zvraceni, porucha
védomi. Dédi¢né poruchy metabolismu mohou postihnout osoby kteréhokoli véku,
novorozenecky (napt. organické acidurie, poruchy cyklu mocoviny) a stiedni vék nevyjimaje
(napt. nékteré typy glykogenéz, AD dédi¢nd neurondlni ceroidlipofuscindza, Niemannova—
Pickova nemoc typ C). Zavaznost onemocnéni je obecné dana typem molekularniho defektu a

zbytkovou aktivitou postizeného enzymu nebo proteinu.
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1.3. Mitochondrialni onemocnéni

Mitochondrialni onemocnéni ptedstavuji skupinu chorob charakterizovanych dysfunkci
systtmu  oxidativni  fosforylace = (OXPHOS), Krebsova cyklu a  deficitu
pyruvatdehydrogenazového komplexu. Svymi nalezy se jednd o onemocnéni klinicky,
biochemicky a geneticky velmi heterogenni. Vzhledem k poruse energetického metabolismu
jsou nejcastéji postizeny organy s vysokymi energetickymi naroky (mozek, smyslova ustroji,
srdce, kosterni sval) (Wallace 1999), viz Obr. 1. Nékteré poruchy jsou typické postizenim vice
organovych systémd, jako je tomu napi. u nejcastéjSiho mitochondridlniho onemocnéni
syndromu mitochondridlni myopatie, encefalopatie, laktatové acidézy a iktu podobnych piihod
(MELAS) (Manwaring 2007). Druhym poélem je pak postizeni pouze jednoho organu u
Leberovy hereditarni optické neuropatie (LHON) (Yu-Wai-Man 1993). PfestoZze ma priibch

Casto progresivni charakter, onemocnéni miize nékdy po dekady zlstat stabilni.

Poprvé bylo mitochondrialni onemocnéni popsano §védskym endokrinologem Rolfem Luftem
v roce 1962 (Luft 1962), kdy popsal zenu se zavaznym hypermetabolickym stavem pti eufunkci
Stitn¢ zldzy. Diagnoza Luftovy nemoci byla stanovena na zéklad¢ svalové biopsie, ktera
prokézala masivni proliferaci mitochondrii (ragged-red fibers), ultrastrukturalné zvétSené
mitochondrie s ¢etnymi kristami, a pozorovanych biochemickych abnormalit — volné sprazeni
oxidace a fosforylace. Zajimavosti je, ze toto onemocnéni je patrné zcela nejvzacnéjsi (popsany
pouze 2 piipady) ze vSech mitochondridlnich onemocnéni a je pravdépodobné zplisobeno
mutaci v jaderné DNA, ackoli patogenni mutace dosud nebyla nalezena (DiMauro 2013,

DiMauro 1976).

Na biochemické urovni byla skupina mitochondrialnich chorob dokumentovéana az v letech
1970-1977. Defekty v mitochondrialni DNA zpiisobujici onemocnéni byly popsany v roce
1988 dvéma nezavislymi védeckymi tymy — rozsahlé delece mtDNA ve svalovych biopsiich
pacientll s mitochondrialnimi myopatiemi a bodova mutace v genu kodujici subjednotku
NADH dehydrogenazy asociovand s Leberovou hereditarni optickou neuropatii (DiMauro

2019).

V soucasné dob¢ je znamo pies 400 mitochondridlnich onemocnéni na podkladé mutaci v
jaderné i mitochondrialni DNA (Stenton 2021). Dle mista vzniku mutace mtze byt dédi¢nost
onemocnéni maternalni, autosomalni i gonosomalni. U dospélych pacientii s primarnim
mitochondridlnim onemocnénim je mutace nejcastéji pfitomna v mitochondridlni DNA

(mtDNA), a to v témét 80 % (Gorman 2016). V détském véku jsou pak nejcastéjsi pricinou
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bodové mutace v jaderné DNA a maternalni dédicnost se vyskytuje pouze u cca 25 % déti

(Thorburn 2004).

Prevalence vSech mitochondridlnich onemocnéni bez ohledu na misto mutace je odhadovana u
dospélych na 1 : 8000 a u déti na 1: 5000 (Eloise 2020, Rahman 2020), nicmén¢ vzhledem
ke zlepSujici se diagnostice a porozuméni této skupiné onemocnéni Ize odhadovat jeji dalsi

narust.
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(%, Wolff-Parkinson-Whitedv o 2 % oftaimoplegie
: syndrom g ¥ retinopatie
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svalova slabost B, ¥
b
{ Ay N _ - — podjednotky S)f;‘fm, p
[ (A . jaderna dvchaciho —  OXidativni \ .
wﬁ o ¥ DNA / Lol fosforylace | | Lgdvmy
| fetézce o Fanconiho syndrom
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kiece -
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migrény DNA
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Obr. 1: Klinicka heterogenita symptomil mitochondridlnich onemocnéni (pfevzato a upraveno

z http://www.childneurologyfoundation.org/disorders/mitochondrial—-diseases/; Johns D. r:1995)
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1.4. Mitochondrie

1.4.1. Historie vyzkumu mitochondrie

Zacatek vyzkumu mitochondrie saha do ¢tyficatych let 19. stoleti, kdy pouze par let po objeveni
bunécného jadra byla pomoci svételného mikroskopu zaznamenéna ptitomnost intracelularnich
struktur pravdépodobné reprezentujici mitochondrie. Byl to ale az némecky patolog a histolog
Richard Altmann, ktery diky specifickému barveni v roce 1890 popsal ,,bioblasty®, struktury,
které se samy replikuji a v buiice vykondvaji vitalni funkce (Altmann 1890). Timto zjisténim
byly zaroven polozeny zéklady endosymbiotické teorii, kterd byla déle studovana nejen u
mitochondrii, ale také u rostlinnych plastidi. Samotné pojmenovani ,,mitochondrie* zavedl
Carl Benda vroce 1898. Nazev mitochondrie pak pochazi z feckého ,mitos* (vlakno) a
»chondros* (granule), coZz dohromady odpovidd protdhlému tvaru téchto organel. Blizsi
studium téchto organel dovolila tymu Claudea a Fullama az elektronova mikroskopie v roce
1945 (Masters 2009). Prvni fotografie mitochondrie ve vysokém rozliSeni publikoval Palade a
Sjostrand v letech 1952—-1953. Tyto snimky potvrzovaly pfitomnost dvojité membrany, jejiz
vnitini vrstva je slozena do ,.krist”, jak vychlipky membrany uvniti mitochondriadlni matrix

nazval Palade (Masters 2009).

Pocatky studia funkcnich vlastnosti mitochondrie se datuji do roku 1900, kdy Michaelis
specialnim redoxnim barvivem Janes Green B prokézal oxidoredukéni potencial mitochondrie.
Bunécna respirace byla popsana v roce 1912 Kingsburym, nicméné vétsi pokrok v popisu
enzymatickych reakei sahd az do druhé poloviny tficatych let 20. stoleti, a to zejména diky
osvojeni si techniky izolace mitochondrii (v roce 1934 Bensley a Hoerre). Krebstv cyklus byl
popsan vroce 1937 a o 12 let pozdéji pak produkce adenosin trifosfatu (ATP) dychacim
fetézcem Kennedym a Lehningerem (Kennedy 1949, Krebs 1937).

Prvni izolace mitochondrialni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) se povedla tymu Chance

v roce 1961. Dale nasledovalo studium mutaci v mitochondrialni DNA.

1.4.2. Struktura mitochondrie

Mitochondrie je semiautonomni organela velikosti 0,5—1 mikrometru nej¢astéji ovalného tvaru
vyskytujici se v zivoc¢isnych bunikach ve vysokém poctu kopii (stovky az tisice) (Alberts 2002).
Ve vysoce metabolicky aktivnich tkanich, jako napt. jatra obsahuji buiky az tisice
mitochondrii, naproti tomu v zralych erytrocytech zaddné. Tvar mitochondrie i1 jeji pozice

v buiice je velmi variabilni (¢asto v zavislosti na typu tkané, jejim fyziologickém a vyvojovém
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stavu a dale energetické narocnosti dané tkadn¢) a spolu s ostatnimi mitochondriemi tvori

dynamickou mitochondridlni sit’ (Bereiter-Hahn 1994), viz Obr. 2.

Jiz prvni pozorovani svételnym mikroskopem dalo tusit pfitomné membrané obklopujici
organelu, nicméné az elektronové snimky s vysokym rozliSenim zlet 1952—-1953 odhalily
ptitomnost dvojité membrany, z nichz vnitini list tvofi kristy. Vnéj$i a vnitini membrana tak
odd€luji mezimembranovy prostor a vnitfni mitochondrialni matrix. Tato bunécnd struktura
dava za vznik n€kolika kompartmentiim, z nichz kazdy ma svou vlastni specidlni funkci — viz

Obr. 3.

Obr. 2: Mitochondrialni sit. HeLa wild type buiniky zna¢ené mitotrackerem (konfokalni
mikroskopie, méfitko zvyraznéno bile, odpovida 20 um; laskavé zapijCeno: Mgr. Tereza
Danhelovska, Laboratof pro studium mitochondridlnich poruch KPDPM 1. LF UK a VSeobecné

fakultni nemocnice v Praze).
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Obr. 3: Mitochondrie wild type HEK 293 bun¢k (transmisni elektronova mikroskopie, 1400x,
mikroskop JEOL JEM, Peabody, Massachusetts; fixace manganistan draselny; laskaveé
zapujceno: Mgr. Marie Rodinova, Laboratof pro studium mitochondridlnich poruch KPDPM 1.

LF UK a Vseobecné fakultni nemocnice v Praze)

Vnéjs$i mitochondrialni membréna obklopuje celou organelu a tvoii ji lipidovd dvojvrstva
(lipidy tvoii az 40 % hmotnosti) s nizkym obsahem kardiolipinu. Sou¢asti membrany jsou
poriny, které jsou pfitomny ve vysokém poctu. Jednd se o transportni proteiny tvofici vodni
kanaly, které umoznuji permeabilitu vétSin¢ metaboliti aZz do molekulové hmotnosti 5 000
daltont (Alberts 2002). Vétsi molekuly vyuzivaji transportni (translokdzovy) systém vnéjsi
membrany. Ten je dilezity zejména pro piestup proteini kodovanych jadrem buiky (Kmiec

2012).

Intermembranovy prostor je tvofen prostorem mezi vnéj$i a vnitfni membranou
mitochondrie. Slozeni je téméf identické chemickému slozeni cytosolu az na obsazeni
nékterych bilkovin, které jsou do prostoru transportovany translokdzovym systémem vnéjsi a

vnitini membrany (Neupert 2007).

Vnitini mitochondridlni membrana obsahuje oproti vnéj$i membrané vysoké procento
kardiolipinu, ktery ji ¢ini vyrazné nepropustnou jak pro ionty, tak také pro vétsi molekuly. Svou
hmotnosti je zvice nez 75 % tvorena proteiny, které hraji klicovou roli v energetickém

metabolismu a na zaklad¢ svych funkci mohou byt rozdéleny na (Alberts 2002):
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1. Proteiny tvorici komplexy systému oxidativni fosforylace
ATP—syntazu

Transportni proteiny

Eal e

Proteiny umoznujici fuzovani a $t€épeni mitochondrii

Vnitini membrana mitochondrie je zvrasnéna do krist a tubulli, ¢imZ n€kolikandsobné zvétsuje
povrch membrany. Cim vyssi je spotieba ATP buiikou, tim vétsi je obsah tubuld a krist

v mitochondriich.

Mitochondrialni matrix je prostor obklopeny vnitini mitochondridlni membranou. Nachazi se
vni genetickd informace mitochondrie — kruhova mtDNA, proteosynteticky aparat
(mitochondrialnich ribosomy, tRNA) a stovky rGznych enzyma. V matrix mitochondrie
probihaji dilezité metabolické procesy jako Krebsiv cyklus, ¢ast cyklu mocoviny, biosyntéza

hemu nebo oxidace pyruvatu a mastnych kyselin (Alberts 2002).

1.4.3. Systém oxidativni fosforylace

Dychaci fetézec neboli systém oxidativni fosforylace (OXPHOS), je hlavni generator energie
bunky ve formé adenosintrifosfatu (ATP), Obr. 4. Systém pienosu energie byl objasnén v roce
1961 britskym biochemikem Peterem D. Mitchellem. Za svou chemiosmotickou teorii
(Mitchell 1961) byl v roce 1978 ocenén Nobelovou cenou v biochemii. Dle této teorie dochazi
diky transmembranovému protonovému gradientu k oxidaci substrati za soucasné fosforylace

adenosindifosfatu (ADP) na ATP.

Systém je tvofen ¢tyfmi enzymatickymi komplexy na vnitini membrané mitochondrie a ATP—

syntazou, kterd je n€kdy nazyvana komplexem V.

Komplex I, NADH—koenzymQ oxidoreduktdza, je slozen ze 44 podjednotek, z nichz 7 je
koédovano mtDNA

Komplex II, sukcinat-koenzymQ oxidoreduktaza, je tvofen 4 podjednotkami a je plnén

kédovan jadernou DNA

Komplex III, CoQH2—cytochrom—c—oxidoreduktdza, se sklada z 11 podjednotek a v§echny az

na cytochrom b jsou kédovany jadernou DNA
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Komplex IV, cytochrom—c—oxidaza, je tvoifen 14 podjednotkami, z nichz 3 jsou kédovany

mitochondrialni DNA a tvoii katalytické jadro komplexu

ATP-syntaza je tvotena 18 podjednotkami, z nichzZ 2 jsou kddovany mtDNA.

Koenzym Q a cytochrom c jsou také ucastniky tohoto systému diky ptfenosu elektronti mezi

jednotlivymi komplexy (Wallace 1999).

Hlavnim substratem pro tvorbu energie v buiikach jsou sacharidy, proteiny a mastné kyseliny,
jejichz metabolity jsou sméfovany do Krebsova cyklu a nasledné dychaciho fetézce. Pii
postupné oxidaci redukovanych NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) a FADH: (flavin
adenin dinukleotid) dochdzi k ptenosu elektront z atomu vodiku na kyslik v komplexu ¢islo
IV. Zaroven pfi prichodu elektront jednotlivymi komplexy jsou komplexy pumpovany protony
pres vnitini mitochondridlni membranu a dochézi k tvorbé vyznamného protonového gradientu.
Zpétny tok protonu komplexem V — ATP—syntazou vede jeji cyklickou konformacéni zménou

k tvorbé ATP (Alberts 2002).

Komplex | Komplex Il Komplex Il Komplex IV Komplex V

Sukcinat Fumarat

NADH NAD*

ADP + Pi ATP

Obr. 4: Schematické znazornéni enzymatickych komplexti (komplex -IV) a ATP-syntazy
(komplex V) na vnitini stran€ mitochondrialni membrany. Obrazek pievzat a pieloZen z (Zeviani
2004). Zkratky: NADH redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotidu; NAD nikotinamid
adenin dinukleotid; H" proton; Oz kyslik, H2O voda, ADP adenosindifosfat, Pi fosfat

v neorganické iontové forme; ATP adenosintrifostat; CoQ koenzymQ; Cyt ¢ cytochrom c.
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1.4.4. Mitochondrialni dédi¢nost

Proteosyntéza mitochondrialnich proteina zajist'ujicich oxidativni fosforylaci je funk¢éné fizena
dvéma genomy: mitochondridlni DNA (mtDNA) a nukledrni DNA (nDNA). Timto je déna
dvoji dédi¢nost mitochondridlnich onemocnéni — maternélni a jaderné chromosomalni. Lidska
mtDNA je cirkularn€ uspotradana dvouretézcova molekula majici délku 16 569 nukleotidovych

part bazi, které obsahuji 37 genti, viz Obr. S (Chocron 2019).

Mitochondrialni DNA koduje kromé geni pro 12S a 16S ribosomalni RNA (rRNA) a
22 transferovych RNA (tRNA) pouze 13 z pfiblizné 1 200 mitochondridlnich proteinti (Calvo
2010, Rath 2021), coz je cca 1 % mitochondridlniho proteomu (Filograna 2021). Nuklearni
DNA koduje 1171 znamych a 442 predpokladanych mitochondrialnich proteint (Smith 2016),
zahrnujicich podjednotky OXPHOS, asemblac¢ni faktory pro komplexy OXPHOS a proteiny

nutné pro udrzovani mtDNA.

V kazdé mitochondrii buiiky je obsazeno az 10 kopii mtDNA. Pii poctu stovek az tisict
mitochondrii v butice tak ¢ini podet kopii mtDNA na jednu buiiku 10°~103 (Burger 2003, Robin
1988). Vzhledem k charakteru maternalni dédi¢nosti vSak neni obsah genetické informace
ulozené v mitochondriich v kazdé bunice identicky. V pribéhu bunétného déleni jsou
mitochondrie ndhodné segregovany do dcefinych bunck. Mitochondridlni DNA je tak mezi
nové buiky distribuovana zcela nahodné a dochéazi tak i k nerovnomérnému rozdéleni
mutované¢ DNA. Smés mutované a nemutované (wild-type) molekuly mtDNA v bunce se
nazyvéa heteroplazmie (Holt 1990), viz Obr. 6. Naopak stav, kdy buiitka obdrzi pouze normalni,

nebo naopak mutované mitochondrie se nazyva homoplazmie.

Hladina mutované mtDNA se miZze liSit mezi jednotlivymi tkdnémi a organy u jedné osoby i

v ramci jedné rodiny a je pti¢inou rozmanitého klinického obrazu, viz Obr. 7.
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Obr. 5: Geneticka mapa mitochondridlni DNA. Lidskd mtDNA je sloZena z 16 569 part bazi
a tvorti ji 2 fetézce, které jsou oznacovany jako ,lehky* (L- ,light*) a ,té¢zky* (H- ,,heavy®).
MtDNA koduje 11 messenger RNA, které jsou urceny k translaci 13 podjednotek dychaciho
fetézce (vyznaceno barevné — zlutd komplex I, fialovd komplex III, zelend komplex IV,
oranzova ATP syntdza), 2 ribosomalni RNA (modfe) a 22 transferovych RNA (Sed¢€). Kontrolni
oblast obsahuje promotory pro transkripci L- i H- fetézce.

NDI1-ND6 a ND4L — podjednotky komplexu I; cyt b cytochrom b — podjednotka komplexu I11;
COI-COIII — cytochrom ¢ oxiddza; ATP6 a ATP8 — podjednotky ATP syntazy; OriL; OriH
zacatek transkripce ,,tézkého* fetézce; OriL zacatek transkripce ,,lehkého* fetézce

Ptevzato a upraveno z (Chocron 2019) .
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Obr. 6: Tzv. ,bottleneck* efekt a vliv na hladinu heteroplazmie. Efekt je dan vyraznou redukci
(proto hrdlo 1ahve) a pak multiplikaci mtDNA. V pribéhu oogeneze zarode¢nych bunék matky
dochazi k nahodnému rozdéleni mitochondrii s mutovanou DNA a nemutovanych mitochondrii
do oocytil. Tento proces je zcela ndhodny a davé vznik liniim s riznou mirou heteroplazmie
(procento mutovanych a nemutovanych mitochondrii v buiice) ¢i homoplazmie (pfitomnost
vyhradné¢ mutovanych/nemutovanych mitochondrii). Tize onemocnéni potomka muze zaviset
na procentu mutované mtDNA oocytu, ze kterého bylo dité pocato. Pfevzato a upraveno z

https://www.mda.org/disease/mitochondrial-myopathies/causes—inheritance.
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Obr. 7: Typicky rodokmen MELAS s viditelnou maternalni dédi¢nosti a variabilni klinikou,
kterou dokladaji dalsi dvé (jiné) rodiny, jejichz fotografie jsou pod rodokmenem. Na fotografii
vlevo matka, u niZ je pfitomna mirna bilateralni ptoza, jeji dit¢ ma jiz vSak ptézu vyznamnou a
jednostrannou. Na fotografii vpravo je patrné zhorSovani onemocnéni v generacich.

Cerné je znadena hladina heteroplazmie v krvi, éervend ve svalu. Odstin $edi odrazi tizi obtizi
(od nejsvétlejsi — mirné obtize, po nejtmavsi — nejtézsi). Hladina heteroplazmie u této rodiny
nekoreluje s tizi obtizi.

Rodokmen a fotografie zapijceny prof. MUDr. Jifim Zemanem, DrSc. Publikovano se

souhlasem pacienti.
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Hladina heteroplazmie se dale miize ménit s vékem (Wachsmuth 2016). V poslednich letech je
diskutovana zejména meénici se hladina heteroplazmie v krvi u, kdy je udavan ro¢ni pokles az
~2,3 % (Obr. 8), pticemz pokles podilu mutované mtDNA u popisované kohorty nemél vliv
na prubeh a tizi onemocnéni. (Grady 2018). Pti vysetfovani jinych, snadno obdrzitelnych
tkanich, jako naptiklad bun€k mocového sedimentu, byl zjistén vyznamny rozdil mezi

pohlavimi —u muzl o 19,2 % vy$si hladina oproti Zenam (Grady 2018).
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Obr. 8: Pokles hladiny heteroplazmie m.3243A>G v krvi.

Vyvoj hladiny heteroplazmie v krvi u jedinct s vice méfenimi (N = 96). Kazdy bod ptredstavuje
jedno meéteni heteroplazmie; body spojené Carou piedstavuji jednotlivé pacienty. Pacienti
sledovani po dobu 4 a vice let jsou zvyraznéni Cervené u téch, kteti vykazuji pokles (N = 21),
resp. modie u téch, ktefi vykazuji zvyseni nebo nevykazuji zadnou zménu (N = 14). Pfevzato a

pielozeno z (Grady 2018).

Threshold efektem je nazyvan stav, kdy se pii jisté hladiné heteroplazmie mutované mtDNA
onemocnéni manifestuje klinicky a biochemicky, viz Obr. 9. Tyto dva efekty — threshold a
heteroplazmie jsou hlavnimi divody pro mimofadnou klinickou heterogenitu matroklinné
dédénych onemocnéni. Zarovei tyto dva procesy jsou pii¢inou obtizné prenatalni diagnostiky,

a tak 1 primarni prevence.
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Obr. 9: Prahovd hypotéza (threshold thesis) pro mutaci m.8993T>G. Rozdilnd hladina
mutované mtDNA v genu pro MT-ATP6 usti v rozdilné klinické spektrum — od
asymptomatického nosi¢stvi, po pigmentovou retinopatii (hladina mutované mtDNA
60-75 %), pres syndrom neurogenni svalové slabosti, ataxie a retinitis pigmentosa

(heteroplazmie 75-90 %) az Leightiv syndrom (heteroplazmie nad 90 %) (Bakare 2021).
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1.5. Hlavni klinické projevy mitochondridlnich onemocnéni

Klinickd manifestace mitochondrialnich onemocnéni je velmi heterogenni a jak jiz bylo fe¢eno
diive, nejcastéji jsou postiZzeny organy s vysokymi naroky na produkci energie. U nékterych
onemocnéni dochéazi ke specifickému postizeni jednoho organu (napi. Leberova hereditarni
klinicky obraz zahrnuty pod pojmenovany syndrom. Mezi nejzndmé¢jsi z téchto syndromu patii
myoklonickd epilepsie sragged-red fibres (MERRF sy.), mitochondridlni myopatie,
encefalopatie, laktatova acidéza a iktu podobné piihody (MELAS sy.), Kearnsiv—Sayretiv
syndrom (KSS) nebo Leighiv syndrom. Piestoze u téchto syndromti byla popsana
klinicka/biochemicka kritéria ke stanoveni diagndzy, pacienti ¢asto vykazuji uzsi/rozsitené;si
fenotyp nebo dokonce piekryvné syndromy (Kolarova 2016, Wei 2021). Pfehled nejcastéjSich

mitochondrialnich syndromti udava Tab. 1.
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Tab. 1: Nejcastéjsi mitochondrialni syndromy dle (Finsterer 2006b, Honzik 2010, Rai 2015)
Zkratky: IUGR intrauterinni rtistova restrikce; mtDNA mitochondridlni DNA; SLSMD single

large-scale mitochondrial DNA deletion

laktatova acidoza,

m.3243A>G MT-TL1

Molekularni Hlavni postiZené
Onemocnéni Klinické projevy
etiologie organy
Mitochondrialni
myopatie, . . . .
_ Nejcastéji Stroke-like epizody, Kosterni
encefalopatie,

epilepsie, encefalopatie,

svalstvo, mozek,

' ' v mtDNA myopatie, neprospivani srdce
stroke-like epizody
(MELAS)
Maternaln¢ dédicny Sensorineuralni Sluch,
diabetes mellitus a m.3243A>G MT-TL1 hluchota, diabetes, endokrinni
hluchota (MIDD) myopatie, zacpa pankreas
Myoklonicka epilepsie Generalizovana Kosterni
s ragged-red fibres m.8344A>G MT-TK epilepsie, ataxie a svalstvo, mozek,
(MERRF) myopatie srdce
Porucha zraku az
) ) slepota, mozeckova
Neuropatie, ataxie a '
. m.8993T>G MT- | ataxie, kieCe, kognitivni '
retinitis pigmentosa Mozek, oci
ATP6 poruchy,
(NARP) 7
sensorimotoricka
neuropatie
m.3460G>A MT-
' Akutni/subakutni ztrata
Leberova hereditarni NDI, m.11778G>A
‘ ‘ zraku, ztrata zrakové _
opticka neuropatie MT-ND4, ) Oc¢i
ostrosti, atrofie n.
(LHON) m.14484T>C MT- .
opticus
ND6

Leighiv syndrom

Bodové mutace v
mtDNA a/nebo
nDNA genech, jako
je SURFI

Laktatova acidoza,
neprospivani, myopatie,
bilateralni symetrické
1éze v oblasti bazalnich

ganglii

Mozek, kosterni
svalstvo, oci,
periferni nervovy

systém
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Kearnstiv-Sayretiv

Rozsahla delece

CPEO, pigmentova

retinopatie, poruchy

Kosterni

svalstvo, mozek,

syndrom (KSS) mtDNA (SLSMD) srde¢niho rytmu, )
‘ ‘ . srdce, o€i
diabetes mellitus, ataxie
Sideroblasticka anémie, Kostni dfen,
Pearsontiv syndrom pancytopenie, porucha exokrinni
SLSMD _ ‘
(PS) exokrinniho pankreatu, | pankreas, jatra,
laktatova acidoza ledviny, mozek
Chronicka progresivni .
. Pt6za, mirna proximalni
externi oftalmoplegie SLSMD Kosterni svalstvo

(CPEO)

svalova slabost

Mitochondrialni

Mutace v jaderném

Svalova slabost, ptoza,

oftalmoplegie, periferni

Strevo, kosterni

neurogastrointestinalni genu TYMP neuropatie, svalstvo, mozek,
encefalopatie zpuisobujici delece a gastrointestinalni periferni nervovy
(MNGIE) deplece mtDNA dysmotilita, kachexie, systém
leukoencefalopatie
IUGR, neprospivani,
encefalopatie, myopatie,
opozdéni
Kosterni
Deficit proteinu Mutace v jaderném psychomotorického

svalstvo, mozek,

TMEM70 genu TMEM70 vyvoje, hypertroficka
kardiomyopatie, srdee
3-methylglutakonova
acidurie
Kardiomyopatie, Kosterni

Barthtiv syndrom

Mutace v jaderném

genu TAZ

myopatie, porucha ristu,

cyklicka neutropenie

svalstvo, srdce,

kostni dfeni

Wolframiiv syndrom

(DIDMOAD)

Mutace v jaderném

genu WFS-1

Diabetes insipidus,
diabetes mellitus, atrofie

n. opticus, hluchota

Oc¢i, hypofyza,

vnitini ucho
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Friedreichova ataxie

Mutace v jaderném
genu FXN (intronova
expanze GAA

repeatl)

Porucha chuze, tfes,
dysartrie, hypertroficka
kardiomyopatie, porucha

zraku a sluchu, DM

Mozegek, srdce,
oCi, sluch,

pankreas

Alpersiiv-
Huttenlocherav

syndrom

Mutace v jaderném
genu POLGI
zpusobujici depleci

mtDNA

Farmakorezistentni
epilepsie, ataxie,
periferni neuropatie,

jaterni selhani

Mozek, mozecek,
kosterni svalstvo,
periferni nervovy

systém, jatra

Costeffliv syndrom

Mutace v jaderném

genu OPA3

Porucha zrak. ostrosti,
atrofie n. opticus,
extrapyramidove jevy,

spasticita

O¢i, mozek

SANDO syndrom

(sensoricka atakticka

Mutace v jaderném

Migrény, kiece,
dysartrie, CPEO,

Mozek, periferni

neuropatie, dysartrie, genu POLG sensoricka atakticka nervovy systém

oftalmoplegie) neuropatie
Mutace v jaderném Hluchota, dystonie,

Mohrtv- _ _

‘ genu TIMMSA, ataxie, kortikalni

Tranebjaergové ‘ o Mozek, mozecek
dédicnost X-vazana slepota, spasticita,

syndrom

recesivni

dysfagie
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Jednotlivé klinické pFiznaky popisované u mitochondriilnich onemocnéni:

Svalové postizeni — Myopatie s piiznaky svalové slabosti (pievazné proximalni), intolerance

fyzické zateze, klidové svalové bolesti nebo Cisté jen hypotonie patii mezi velmi Casté ptiznaky.
Typicky se postizeni manifestuje brzkou Gnavou pii fyzické zatézi, kterd je bézné spojena s
mirnym vycerpanim, jako je naptiklad vystup jednoho patra schodii. Pacienti ¢asto mohou
pokraCovat v aktivité po kratké pauze, nicméné symptomy se po znovuobnoveni aktivity vraci,
podobné jako u jinych metabolickych myopatii. (Berardo 2010). Svalova slabost muize byt
spojena se svalovymi kieCemi a zvracenim po fyzické namaze, které je spojeno se vznikem
laktatové acidézy (Rahman 2020). Pfiznaky svalového postizeni jsou vétSinou sdruzeny se
symptomy postiZzeni ostatnich organti, nicméné byla jiz popsana izolovand mitochondridlni
myopatie v détském veku, kterd ma neprogresivni charakter a spontanné odezniva do 2-3 let
véku — reverzibilni infantilni myopatie z diivodu deficience respiraéniho fetézce (RIRCD —
reversible infantile respiratory chain deficiency) (Boczonadi 2015, Horvath 2009). Kojenci se
projevuji tézkou svalovou slabosti, hypotonii a problémy s krmenim v prvnich dnech az
tydnech zivota a jejich stav mlize vyZzadovat umélou plicni ventilaci a krmeni nasogastrickou
sondou. Klinicky stav déti se vétSinou zacne upravovat pied zavrSenim prvniho roku Zivota

(Boczonadi 2015).

V laboratornich vysSetfenich mohou byt pfi mitochondrialnich myopatiich zaznamenany
zvysené hladiny svalovych enzymit (kreatinkindza — CK, myoglobin) dosahujicich az hodnot
svédcicich pro rhabdomyolyzu (Patchett 2011), tento nalez vSak neni Casto pfitomny a pacienti

mohou vykazovat Cisté klinické obtize.

Mezi onemocnéni s typickym postizenim svali pfi deleci mtDNA patii Kearnsiv—Sayretiv
syndrom, Pearsonliv syndrom a chronicka progresivni zevni oftalmoplegie (CPEO). Prvni dv¢
zminénd jsou onemocnéni multisystémova. Chronickd progresivni oftalmoplegie je pak
onemocnéni s nastupem v dospélosti, kdy dochazi k progresivnimu postizeni okohybnych svala
s ptézou, nékdy miize zahrnovat také oropharyngealni a proximalni svalovou slabost (Olimpio
2021). Myopatie pti varianté v mt-tRNA pak zahrnuje velmi casty MELAS a MERRF syndrom.
Z jadernych mutaci podilejicich se na vzniku mitochondridlni myopatie 1ze zminit mutace v
genu YARS2 a PUSI, které davaji za vznik syndromu MLASA — mitochondridlni myopatie,

laktatova acidoza a sideroblasticka anémie.

Chronickd PEO — Jak jiz bylo zminéno vySe, do mitochondridlnich myopatii patii 1 typicky

projev chronické progresivni zevni oftalmoplegie (CPEO) (Anteneova 2020, Lehmann 2016).
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Je ptitomen jak u syndromu CPEO a Kearnsova—Sayreova syndromu s delecemi v mtDNA, tak
u MELAS syndromu pii bodovych mutacich v mtDNA. Chronickd PEO byla poprvé popsana
roku 1868 oftalmologem Albrechtem von Griefem, ktery referoval Zenu nespecifikovaného
veku s parcidlni ptézou a kompletni obrnou pohledu se zachovanim funkce pupilarnich svala,
ktera byla neménna po dobu sledovani 6 let (Hirano 2023). Jednd se o zvolna probihajici
progresivni paralyzu zevnich o¢nich svalti projevujici se poruchou pohledu vzhiru nebo do
stran. Tento nalez Casto také doprovazi ptoza (pokles ocnich vicek), viz Obr. 10. Porucha
funkce ocnich svalii je ddna zejména nedostate¢nou produkci ATP pii velkém poctu
nervosvalovych plotének v dané oblasti. V diferencidlni diagnostice toho ptiznaku je nutno
pamatovat také na moznost nemitochondrialni formy CPEO, jako je myotonicka dystrofie,
kongenitalni myopatie, pletencové svalové dystrofie (limb-girdle muscular dystrophies),

Gravesova oftalmopatie a dalsi (Rowland 1997).

Mezi dalsi projevy postizeni okohybnych svalii u mitochondridlnich onemocnéni pati

nystagmus a strabismus, které se mohou kombinovat spolu s CPEO.

Obr. 10: A) Ptéza ocnich vicek u 11leté pacientky s Kearnsovym-Sayreovym syndromem.
B) Ptoza a progresivni zevni oftalmoplegie u 39leté pacientky s Kearnsovym-Sayreovym
syndromem. (Z archivu prof. MUDr. Tomése Honzika, Ph.D. Fotografie byly pofizeny se

souhlasem pacienta ¢i zdkonnych zastupct).

Nervovy systém — U priimérného dospélého jedince ¢ini hmotnost mozku jen cca 2 % celkové

télesné hmotnosti, nicméné spotiebovava ptiblizné¢ 20 % celkové dodavky kysliku a 25 %

dodavky glukézy tkanim a jedna se tedy o organ s vysokymi metabolickymi naroky. Vysoka
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rychlost metabolismu je pomérné konstantni bez ohledu na miru mentalni a motorické aktivity
(Sokoloff 1955). Piedpoklada se, Ze kazdy neuron v substantia nigra obsahuje jeden az dva
miliony mitochondrii (Misgeld 2017). Dusledkem je, Ze i1 pii malych zméndch v produkci

energie v mitochondriich dochazi k preferenénimu postizeni mozku a nervového systému.

Neurologické projevy jsou u mitochondridlnich onemocnéni velmi variabilni a postihuji jak
centralni, tak periferni nervovy systém. V détském véku cCasto nachidzime projevy ve smyslu
opozd'ovani psychomotorického vyvoje napt. u deficience ATP syntazy pii mutaci v genu
TMEM?70, ATP5FIE, ATP50 (Honzik 2010, Zech 2022), Leighova syndromu, MEGDEL
syndromu (Finsterer 2020), ¢i deficitu proteinu SURF1 (Piekutowska-Abramczuk 2009).
Dal§im castym projevem jsou kiece, které postihuji az 50 % déti s mitochondrialnim
onemocnénim (Magner 2011, Scaglia 2004). Charakter kie¢i je rozmanity, u déti byvaji vice
pozorovany infantilni spasmy nebo Westiiv syndrom, v pozdéjsim véku je pak piitomna
myoklonické epilepsie (typicky MERRF sy.) nebo tonicko-klonické kiece. Kfece mohou byt
projevem probihajici stroke-like epizody, viz nize. V prubéhu zivota pacientd
s mitochondridlnim onemocnénim se mize v rizné mife rozvijet encefalopatie, kdy je patrno
postupné snizovani kognitivnich schopnosti nebo psychiatrické abnormality. Mezi dalsi
projevy postizeni centralniho nervového systému (CNS) patii pyramidové jevy, hyperreflexie,
spasticita nebo ataxie. Postizeni perifernich nervii zahrnuje nejcastéji axonalni
sensorimotorickou polyneuropatii (neurogenni svalova slabost s ataxii a retinitis pigmentosa —

NARP sy.) (Rawle 2013, Thorburn 1993).

Stroke-like epizody — K typickému projevu postizeni centralniho nervového systémuu MELAS

syndromu patfi iktu podobné piihody (SLE), nicméné mohou se objevit i u jinych
mitochondrialnich onemocnéni, napt. u mutaci v genu POLG ¢i vzacnych variantich v mtDNA

vrwe

ischemii ve vaskularnim fecisti mozku. Pfesny mechanismus vzniku stdle neni znadm a
v soucasné dob¢ existuji dvé hypotézy. Prvni hypotéza je v soucasné dob¢ Sifeji pifijimana —
neurondlni hyperexcitabilita a cytopatie na podklad¢ nedostate¢né produkce ATP (Lax 2017,
Ng 2023). Druhou je tzv. ,,mitochondridlni angiopaticka teorie*, kdy abnormalni akumulace
mitochondrii ve sténé cév vede k endotelialni dysfunkci, snizené syntéze NO a nizké sérové
koncentrace argininu a citrulinu (EI-Hattab 2016, Koga 2005). Nizka syntéza NO vede ke ztraté
cerebrovaskuldrni autoregulaci a vazodilataci, kterd usti v tvorbu ischemickych lozZisek pii
stroke-like epizod€. Této hypotézy se vyuziva pii terapeutickém podavani L-argininu a

L-citrulinu v dob¢ ataky, jak bude blize diskutovano nize.
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Neurologické projevy stroke-like epizody se odviji od ¢asti kortexu, ktery je postizen. Mezi
nejcastéjsi klinické symptomy patii nové se objevena porucha védomi, bolesti hlavy majici az
charakter migrény a kiece (Ng 2022a). Kiece ve spojitosti se SLE jsou obvykle fokalni,
s moznou poruchou védomi a v n¢kterych pfipadech mohou progredovat do generalizovanych
tonicko-klonickych kiec¢i (Li 2021). Pomérné ¢asta je porucha visu z diivodu postizeni zadni
zrakové drahy. U pacienti mohou byt pfitomny unilaterdlni vypadky zorného pole
(kvadrantopsie nebo hemianopsie), vizualni halucinace az kortikalni slepota (Fine 2021, Ng
2022a). U vice neZ poloviny pacientli se SLE byly popsany pozitivni vizudlni fenomény
nasledované vypadkem zorného pole (Ng 2022a). K diferenciaci mezi probihajici SLE s bolesti
hlavy doprovazené vizualnimi symptomy a migrénou s aurou patii zejména delsi doba trvani u
SLE (typicky hodiny az dny), setrvala ptitomnost defekti zorného pole a typickym nalezem na
MRI a EEG. Z dalSich moznych ptiznakl doprovazejicich iktu podobnou piihodu lze jmenovat

napf. deficity feci, jako je expresivni i receptivni afazie.

Pti zobrazeni MRI (magnetic resonance imaging) mozku se SLE obvykle projevuji jako
(sub-)akutni kortikalni a subkortikdlni 1éze s restrikci difuse pfii predilekénim postizenim
okcipitalniho a parietdlniho laloku mozku na MRI (Finsterer 2006a, Zheng 2022). Léze
neodpovidaji cévnimu zdsobeni a typicky se zobrazuji v Tl vaZzeném obraze T1 jako
hypointenzni, v T2-/T2 FLAIR vazeném obraze hyperintenzni, v modu DWI (Diffusion
Weighted Imaging) hyperintenzni a s variabilnimi zménami v ADC (Apparent Diffusion
Coefficient) mapovani (hypo/iso/hypertenzita) (Ng 2023). Charakteristicky nalez na
magnetické rezonanci mozku u nasi 10leté pacientky pfti probihajici iktu podobné piihod¢ je

patrny na Obr. 11.
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Obr. 11: MRI mozku u 10leté pacientky s MELAS syndromem (prevalentni mutace
m.3243 A>Q@) pti akutné probihajici iktu podobné piihodé. A) T2 vazeny obraz, B) méd DWI,
nalezu dominuje rozsahlé hyperintenzni loZisko temporo-parieto-okcipitalné vlevo kortiko-
subkortikalné, které postihuje 1 znacnou ¢ast bilé hmoty vySe zminénych lalokii. Déle patrna
starSi loziska bilateralné frontaln€ a drobnéjsi loziska temporaln€ a okcipitalné vpravo, kde je
patrné i lokalni atrofie. V. modu DWI je patrna restrikce difuzné predevs§im u rozsahlého loziska
temporo-parieto-okcipitalné vlevo, mirné i frontdlné¢ parasagitadln¢. Z archivu prof. MUDr.

Tomase Honzika, Ph.D. a Radiodiagnostické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze.

Vysetteni EEG v akutnim stavu prokazuje fokalni epileptoformni vyboje Ccastéji nez

generalizované a jsou vétSinou lokalizovany do posteriornich oblasti (Hikmat 2020, Li 2021).

Dle definice Hirana z roku 1992 by se SLE m¢ély typicky objevovat u jedinct do 40 let véku
(Hirano 1992), nicméné ve studii Ng. a kol. 32 % pacientl vyvinulo svou prvni SLE ve 40
letech a pozdéji (Ng 2022a) a toho €asu jiz neni v€k nastupu relevantni pro stanoveni diagnozy.
Casny nastup iktu podobnych pithod mize byt spojen shori progndzou onemocnéni
(Kaufmann 2011). Pfestoze po ptihod¢ vétSinou dochéazi k upravé symptomd, opakované SLE
vedou k postupné atrofii mozku (Zheng 2022) a progresivni kognitivni deterioraci. Pfikladem
je nas pacient, ktery prodélal 16 stroke-like epizod a k imrti doslo v 17 letech pii rozvoji dalsi

SLE a statu epilepticu. Jeho MRI je na Obr. 12.
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Obr. 12: MRI mozku u chlapce s MELAS syndromem (prevalentni mutace m.3243A>QG)
s kognitivni deterioraci. Na MRI patrna progrese zavazné atrofie mozku, v 17 letech pfitomno
také rozsahlé lozisko stroke-like piihody vlevo okcipitaln€. Z archivu prof. MUDr. Tomase

Honzika, Ph.D. a Radiodiagnostické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze.

Management stroke-like epizody spociva v razantnim potlaceni kiecCovych projevi
antiepileptiky a benzodiazepiny (Ng 2023, Orsucci 2022). Podani valproatu je
kontraindikovano u pacientil se znamou mutaci v POLG genu. Podavani L-argininu v dobé
akutni stroke-like epizody je v nasem regionu oblasti zavedeno a doporucovano, nicméné nema
plnou podporu evidence-based medicine (Ng 2019, Stefanetti 2022). Mechanismus ptisobeni

podani L-argininu na syntézu NO je vyobrazen na Obr. 13.
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Obr. 13: Schematické zndzornéni cyklu mocoviny a oxidu dusnatého. Cervené je zvyraznéna
pfeména argininu na oxid dusnaty. Zahrnuty jsou nésledujici enzymy: CPS I karbamoylfosfat
syntetaza; OTC ornitintranskarbamyldza; ASS argininsukcinat syntetaza; ASL argininsukcinat
lyaza; ARG I argindza; NOS syntdza oxidu dusnatého; ORNT1 ornitin translokéza a citrin —

pfenaSece. Pfevzato a ptelozeno z (Neill 2009).

Leightiv syndrom — Znamy také jako subakutni nekrotizujici encefalomyopatie, je geneticky

heterogenni progresivni neurodegenerativni onemocnéni asociované s mitochondrialni
dysfunkci. V soucasné dob¢ je znamo, ze Leightiv syndrom je zapii¢inén mutacemi ve vice nez
80 genech lokalizovanych jak v mtDNA (25 % ptipadit), tak nDNA (75 % ptipadll), s mozZnym
postiZzenim energetického metabolismus na vSech jeho urovnich (Bakare 2021). Dédi¢nost je

maternalni, autosomaln¢ recesivni nebo vazana na chromosom X.

I kdyzZ se jedna o geneticky velmi variabilni onemocnéni, klinicky priibéh je u vice nez tii ctvrtin
pacientd podobny. Charakteristicky se onemocnéni zane projevovat v kojeneckém véku
regresem psychomotorického vyvoje, tézkou hypotonii s pfechodem do spasticity, poruchou
zraku, extrapyramidovou symptomatologii (dyskinézy, dystonie), ataxii a pfiznaky postiZzeni
pontu a prodlouZené michy (dechovymi a polykacimi obtiZemi, termolabilitou). Onemocnéni
rychle progreduje a vede k imrti vétSinou do 5 let véku. Azu 40 % pacientl se rozvine mnohdy

farmakorezistentni epilepsie rtzného charakteru. Zobrazeni MRI mozku byvéa casto se
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symetrickym nalezem 1ézi, které mohou Casem regredovat, zatimco jiné pretrvavaji dale se
vyviji. Postizeni byva nejcastéji lokalizovano do stfedocarovych struktur — bazélnich ganglii
(zejm. putamen), thalamu a mozkového kmene. Ptikladem je chlapec s mutaci v jaderné
kédovaném genu PDHA I, Obr. 14. Laboratorné je castéd ptitomnost laktatové acidézy. Rozvoj

onemocnéni po roce veéku je spojen s lepsi progndzou (Sofou 2014).

Obr. 14: MRI mozku v T2 sekvenci 9letého chlapce s mutaci v genu PDHAI prokazuje
signalové zmény podezielé z mozné mitopatie/metabolické vady — symetricky v bazalnich
gangliich (globus pallidum bilat.) a mozkovych pedunklech v oblasti substantia nigra,
nevyrazn¢ kolem 4. komory. Z archivu prof. MUDr. TomaSe Honzika, Ph.D. a
Radiodiagnostické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze.

Postizeni zraku a sluchu — Mezi mozné projevy postizeni zraku u mitochondridlnich

onemocnéni patii pigmentova retinopatie. Vznikd na podkladé poruchy oxidativniho
metabolismu v mitochondriich, ktera rezultuje v degeneraci pigmentového epitelu sitnice,
hypovaskularizaci sitnice a alteraci funkce ty€inek a c¢ipkd. Klinicky se manifestuje
Serosleposti, snizenou zrakovou ostrosti, mozné jsou vypadky zorného pole az postupna ztrata
zraku. Pti vySetifeni ocniho pozadi ma v ¢asné fazi nalez charakter ,,pepfe a soli“, ale mize

progredovat do obrazu retinitis pigmentosa. Casto je piitomno t&zké makularni postiZzeni.

Pigmentova retinopatie je spolu s CPEO patognomickda zejména pro Kearnstiv-Sayreiv
syndrom. V nejvétsi publikované kohorté pacienti s KSS byla ptitomna u 71 % (Khambatta
2014). Dystrofické zmény sitnice mohou casem progredovat do chorioretindlni atrofie.
Z dalSich mitochondridlnich onemocnéni je nutno zminit syndrom NARP, podminény

mutacemi v genu kodujicim podjednotku ATP-syntazy. Pii vySetfeni oc¢niho pozadi je
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popisovan nalez ,,pept a sul®, ktery mize progredovat do vyraznéjSich pfesunii pigmentu a
atrofie sitnice, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazl.. Pigmentova retinopatie byva soucasti i
dal$ich mitochondridlnich onemocnéni s multiorgdnovym postizenim, jako je Leightiv syndrom

nebo MELAS.

Obr. 15: Retinitis pigmentosa u chlapce se syndromem NARP (neurogenni svalova slabost,
ataxie a retinitis pigmentosa). Typické shluky pigmentu ve tvaru kostnich bun¢k v periferii
sitnice, zizené cévy a bledy ter¢ zrakového nervu (archiv Oc¢ni kliniky 1. Iékaiské fakulty

Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze), pievzato z (Bardkova D. 2022)

Retinalni gangliové bunky, které svymi 1,2 miliony axony davaji za vznik optickému nervu,
jsou obzvlasté citlivé k neurodegeneraci souvisejici s mitochondrialni dysfunkci. Neuropatie
optiku je dominantnim klinickym projevem Leberovy hereditarni neuropatie optiku (LHON)),
ktera je nejCastéji zplisobena bodovymi mutacemi v mtDNA kddujici podjednotky komplexu I
dychaciho fetézce. Mitochondrialni dysfunkce Usti v selektivni neurodegeneraci retinalnich
gangliovych bunék. K manifestaci onemocnéni dochazi ve vétsSin€ piipadi v ¢asné dospélosti
(15-35 let) ztratou centralni zrakové ostrosti, poruse barvocitu a kontrastni citlivosti na jednom
oku, pficemz za 6-8 tydnl se symptomy objevi 1 na oku druhém (Carelli 2023). Postizeni jsou
4-5x ast&ji muzi (Yu-Wai-Man 2011). V Ceské republice je v souasné dobé& diagnostikovano
pres 150 pacientl a byly popsany i pfipady, kdy onemocnéni zahrnuje i jiné, nez pouze ocni
projevy (je pak oznaovan jako LHON plus), ¢i se vyskytuje v prekryvnych syndromech jako
LHON/MELAS (Danhelovska 2020, Kolarova 2016). Terapeuticky je registrovano podavani

idebenonu, analogu koenzymu Qio. Pro pacienty s prevalentni mutaci m.11778G>A je nad&ji
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genova terapie podana intravitrealné, ktera je ve fazich vyzkumu (Zuccarelli 2020). Neuropatie
optiku je charakteristickym projevem také dominantni Kjerovy atrofie optiku (DOA), pii které
jsou o¢ni projevy podobné jako u LHON a z dalSich ptiznakl 1ze jmenovat CPEO, myopatii,
ataxii a periferni neuropatii. Z dalSich mitochondridlnich onemocnéni lze uvést MERRF

syndrom a Costeffiv syndrom, Friedreichovu ataxii, viz Tab. 1.

Porucha sluchu ve smyslu sensorineurdlni ztraty byla detekovana az u 21 % pacientil
s mitochondridlnim onemocnénim (Scaglia 2004). Nedoslychavost az hluchota je popisovana
zejména u pacientll s nasledujicimi syndromy: MELAS, MERRF, DIDMOAD, Mohrav-
Tranebjaergové syndrom. MiiZe Ustit v hluchotu s nutnosti zavedeni kochlearniho implantatu.
Zejména u déti je nutné peclivé sledovani s v€asnou diagnostikou mozného postizeni tak, aby

zavedeni adekvatni terapie (sluchadla, kochlearni implantat) zamezilo poruse vyvoje feci.

Srdec¢ni postizeni — Vzhledem k faktu, ze funkce kardiomyocyti je pln€ zavisla na oxidativni

fosforylaci, postizeni srdce je u mitochondridlnich onemocnéni bézné a casto byva
determinantou progn6zy onemocnéni. Celkovy vyskyt postizeni srdce u mitochondridlnich
onemocnéni je udavan 20-40 % (Brunel-Guitton 2015, Scaglia 2004), u nejcastéjSiho
onemocnéni MELAS az 55 % (Brambilla 2019). PostiZeni se miiZe tykat jak struktury a funkce

kardiomyocytt, tak prevodniho systému srdce.

Kardiomyopatie (KMP) je projevem postizeni srdecniho svalu strukturalné a funkéné a
vyskytuje se ve 3 zadkladnich typech — dilatacni, hypertroficka a restriktivni. Hypertroficka
kardiomyopatie je nejcastéjSim typem a je popisovana u 23 % déti (Scaglia 2004) a 18 %
dospélych s mitochondridlnim onemocnénim (Wahbi 2015). Byva nalézana napft. u deficience
proteinu TMEM70 (Atay 2013, Honzik 2010), deficitu proteinu SCO1/SCO2 (Bohm 2006,
Magner 2010, Vondrackova 2014), MERRF nebo MELAS syndromu (Hsu 2016, Song 2019).
Pro Barthliv syndrom je typickd dilata¢ni kardiomyopatie ustici v srde¢ni selhani, ackoli i
hypertrofickd forma nebo nekompaktni myokard a endokardialni fibroelastoza byly popsany

(Mazurova 2017, Mazurova 2013, Spencer 2006).

Poruchy ptevodniho systému patii k méné cCastym projeviim postizeni srdce. Wolffiv-
Parkinsontiv-Whiteliv syndrom neboli syndrom preexcitace s vyskytem 6 % u dospélych
s mitochondridlnim onemocnénim (Wahbi 2015) patii mezi nejcastéjsi. Je pfitomen typicky u
Kearnsova—Sayreova syndromu, kdy se porucha rytmu projevuje vétSinou az po ocnim
postizeni a muze progredovat do kompletniho atrioventrikularniho bloku s projevy synkopy az

nahl¢ srde¢ni smrti (Kabunga 2015). Z dalSich je tfeba jmenovat ventrikularni a
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atrioventrikularni blokady s nejvyssi rizikovosti u pacientt s MELAS syndromem (Wahbi

2015).

Hematologické projevy — Postizeni kostni diené je dalSim z mozného celotélového Uc¢inku

mitochondrialni dysfunkce. Pro pacienty s Barthovym syndromem je typickd cyklicka
neutropenie doprovazena opakovanymi infekty (van Raam 2009) Mezi charakteristické projevy
onemocnéni hematopoetického systému patii sideroblasticka anémie az pancytopenie, které
vidame u jedinci s deple¢nimi syndromy jako Pearsoniiv syndrom nebo Kearnstiv—Sayretiv
syndrom (Finsterer 2015). V naSem souboru pacientl jsou ptfitomni také pacienti se vzacnymi
mutacemi v jaderné DNA (geny COXI0, PUSI), ktefi se manifestovali mitochondrialni
dysfunkci s zivot ohrozujici anémii vyzadujici opakované podani erytrocytarnich koncentrati

(Anteneova 2020, Antonicka 2003, Tesarova 2019).

Endokrinni onemocnéni — Endokrinni poruchy jsou pomérné castym piiznakem

mitochondrialnich onemocnéni a je odrazem snizené hormondlni produkce nebo sekrece.
Nejcastejsim projevem je diabetes mellitus. Miize byt variabilné ptitomen jako jeden z mnoha
dalSich ptiznak, jako je tomu u syndromu MELAS, nebo miize patfit do typického klinického
obrazu ur€itého syndromu — napi. maternalné dédiény diabetes mellitus a hluchota (MIDD
syndrom) nebo diabetes insipidus, atrofie n. opticus a hluchota (Wolframliv syndrom).
Praimérny veék stanoveni diagnozy diabetes mellitus u pacientd s MIDD syndromem byl 38-39
let (Guillausseau 2001, Whittaker 2007), tento udaj tedy nelze pouzit k diskriminaci od jinych
typil diabetu. Patofyziologicky se jedna o kombinaci nedostate¢né sekrece inzulinu a inzulinové
rezistence. Autoprotilatky proti buiitkam ostrivkl nebyly v rozsahlych kohortovych studiich
vyznamn¢ zachyceny a predpokladd se tedy non-autoimunitni proces (Guillausseau 2001,
Suzuki 2003). V kohort¢ pacienti s MIDD syndromem bylo v dob¢ stanoveni diagnozy diabetu
mellitu 13 % pacientli inzulin dependentnich (Whittaker 2007) a 41 % pacientli zistalo po celou

dobu sledovani non-inzulin dependentnich.

Dalsi mozné klinické projevy zahrnuji poruchu funkce stitné zladzy, hypoparatyredzu,
hypogonadismus, adrenalni dysfunkci, nedostatek rtistového hormonu (Chow 2017). Nizky
vzrist je Casto popisovan u Barthova syndromu a pacientt s deficitem proteinu TMEM70.
Porucha rastu nemusi byt vzdy zptsobena nizkou hladinou ristového hormonu, ale miize byt

zpisobena celkovym metabolickym vycerpanim organismu (Ng 2022b).

Postizeni gastrointestinalniho traktu — Postizeni gastrointestinalniho traktu je v popiedi

klinického obrazu u pacientli s mitochondridlni neurogastrointestindlni encefalopatii (MNGIE
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syndrom), kdy postizeni jedinci trpi na opakované ataky abdominalnich bolesti, diskomfortu a
prijmy se zvracenim, které mohou ustit v malabsorp¢ni syndrom az tézkou dystrofii (Honzik
2006). Obdobné obtize mizZeme zastihnout, 1 kdyz v menSi mife, také napf. u pacientl
s MELAS syndromem (Finsterer 2017). Pro MELAS syndrom je z gastrointestinalnich
symptomu typicka chronicka sttevni pseudo-obstrukce, ktera je popisovana az u 40 % pacientli
(Sekino 2012). Ma tendenci se manifestovat v ndvaznosti na iktu podobné piihody a miva
rekurentni charakter (Fernandez Forcelledo 2021, Ng 2016). Zevni insuficience pankreatu je
typickd pro Pearsoniiv syndrom, ktery se typicky manifestuje v prvnim roce véku selhanim
kostni dfen¢ s projevy sideroblastickd anémie a Casto také trombocytopenie a neutropenie.
Zevné sekretorickd pankreatickd insuficience ma u pacientli za nasledek chronické prijmy,
malabsorpci a neprospivani. Histopatologicky je popisovano zejména postizeni bunék acind,
které byvaji nahrazeny pojivem a cévami, duktalni a Langerhansovy bunky pankreatu byvaji
uSetfeny (Pearson 1979). Symptomatickd terapie zahrnuje suplementaci pankreatickych

enzymu a vitamind rozpustnych v tucich (Scheers 2022).

Postizeni ledvin — Ledvinné postizeni nepatfi mezi dominantni projev mitochondrialnich

onemocnéni a pokud dojde k onemocnéni, ve vétSin€ piipadii probihd subklinicky. Vzhledem
k vysoké koncentraci mitochondrii v tubulech ledvin je nejcastéjSim projevem tubularni
porucha ve smyslu Fanconiho syndromu s projevy glykosurie, aminoacidurie, fosfaturie,
bikarbonaturie a moznym rozvojem proximalni tubuldrni acidézy (Emma 2012). Byva
popisovan u MELAS syndromu (Martin-Hernandez 2005), Pearsonova ¢i Kearnsova-Sayreova
syndromu (Govers 2021). Pro vysoké energetické naroky ledvinné tkan¢ je rendlni manifestace
velmi heterogenni, zahrnujici i rizné typy glomerulonefritid, polycystické onemocnéni a
poskozeni intersticia ledvin. Pfestoze u vétSiny pacientli s mitochondridlnim onemocnéni je
dominantnim projevem postizeni ostatnich organovych systémii (kosterni svalstvo, nervovy
systém, srdce), existuji piipady, kdy renalni manifestace byla primarni, jako je tomu naptiklad
u dvou rodin s mutaci v genu BCSIL ovliviigjici asemblaci komplexu III dychaciho fetézce, u
nichz byly hlavni projevy Fanconiho syndrom a opozdéni vyvoje (Kanako 2022). U 18 pacienti
s prevalentni mutaci m.3243A>G zptsobujici MELAS proteinurie vyustila aZ v chronické
rendlni selhani s nutnosti transplantace ledvin. Biopticky nalez ledvin u 69 % pacientl prokazal

fokaln¢ segmentalni glomerulosklerézu (FSGS) (de Laat 2019).

Psychiatrické projevy — Vzhledem k vysoké metabolické aktivit¢ mozku jsou u pacientti

s mitochondridlnim onemocnéni popisovany cetné neurologické symptomy, jak jiz bylo

zminéno vyse. Bohuzel, mozné neuropsychiatrické projevy ziistaly po dlouhou dobu v pozadi
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pozornosti klinikti. V dospélé populaci pacientd s mitochondrialnim onemocnénim je jejich
vyskyt udavan v 60-70 % (Fattal 2007, Mancuso 2013). Psychiatrickd onemocnéni jsou v jinak
zdravé populaci zachycena v cca 20-30 % (Inczedy-Farkas 2012, Mancuso 2013), coZ je znacny
rozdil a potvrzuje vyznamny dopad dysfunkce produkce ATP na funkci CNS. NejcastejSimi
popisovanymi projevy je deprese ptfitomna u 28 % pacientti v kohortové studii s MELAS
syndromem (de Laat 2012) a v 54 % ve skupiné pacientll s mitochondridlnim onemocnénim
(Fattal 2007). U pacientt s MELAS syndromem byly popsany také psychotické stavy
charakterizované halucinacemi, bludy, stavy zmatenosti, psychomotorickou excitaci nebo
stuporem (Feddersen 2003, Kaufman 2010) a byly zaznamenany piipady vzniku organické
poruchy osobnosti u dospé€lych pacienti, u nichz byl posléze diagnostikovan MELAS syndrom
(Anglin 2012, Koller 2003). Dosud neexistuji rozsahlé studie na manifestaci psychiatrickych
poruch v détské populaci, ve francouzské kohorte 12 déti a adolescentil s jiz diagnostikovanym
mitochondridlnim onemocnéni byla jedna tfetina déti diagnostikovdna s depresivnimi
symptomy. Sest déti udavalo stavy tizkosti a u poloviny z nich poté byla diagnostikovana
uzkostna porucha (Riquin 2021). Celkové lze ale ptedpokladat, ze frekvence, se kterou jsou
mitochondrialni onemocnéni asociovana s psychiatrickymi projevy bude podhodnocena. Velka
¢ast pacientl s psychiatrickym onemocnénim podle vSeho unika diagn6éze mitochondridlniho

onemocnéni pro jejich poddiagnostikovanost.

Poruchy spanku — U pacientl s mutacemi v jaderné i mitochondrialni DNA byly v né¢kolika

studiich popsany poruchy spanku (Ramezani 2014, Sadler 2002, Smits 2012, Vetrugno 2010).
Dosud neni zcela jasna patofyziologie téchto obtizi, nicméné¢ se piedpoklada vliv strukturdlnich
nebo funkénich zmén centralniho/periferniho nervového systému, spise nez primarni disledek
mitochondrialni dysfunkce (Prihodova 2021). Nejvét§i metaanalyza Citajici 54 pacienta
publikovanad Ramezani et. al. byla s ndlezem, Ze az 22 % pacientil trpi na centralni spankovou
apnoi ¢i snizené dechové usili jakozto odpoveéd’ na hypoxii/hyperkapnii (44 %). Pouze 9 %
studovanych jedincti trpélo obstrukéni spankovou apnoi (Ramezani 2014). V naSem centru pro
pacienty s mitochondridlnimi neuropatiemi optiku ve spolupraci s Neurologickou klinikou
VFN probéhla studie zjiStujici mozné poruchy spanku u 36 pacientli se syndromem LHON a
Dominantni atrofii optiku. Tato dv€ onemocnéni spojuje selektivni degenerace retindlnich
gangliovych bunck, kterd vede k subakutni nebo chronické ztraté zraku. Na zakladé
diagnostického rozhovoru bylo zjisténo, Ze 42 % pacientil trpi nespavosti, 31 % ronchopatii a
11 % nadmérnou denni spavosti. Ctyfi pacienti spliiovali kritéria pro syndrom neklidnych

nohou (Prihodova 2021). Témét tii Ctvrtiny pacienti mély abnormalni vysledky pii pouziti
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dotazniku Pittsburgh Sleep Quality Index, 20 % pacientt pii pouziti Epworth Sleepiness Scale,
nicméné nebyla zjiSténa korelace mezi abnormalnimi vysledky dotaznikl a nélezy na noc¢ni
polysomnografii (Prihodova 2021). Oproti metaanalyze Ramezani et. al. byla obstrukéni
spankova apnoe pfitomna u 22 % naSich pacientd, coz odpovida primérnému vyskytu
v evropské populaci (Heinzer 2015). Centralni spankova apnoe byla zjisténa pouze u jednoho
pacienta se LHON syndromem a chronickym srdecnim selhanim (Prihodova 2021). Vysoka
incidence subjektivnich steski tykajicich se spanku naSich pacienti bez korelace na
polysomnografickém zaznamu je v souladu se studii tykajici se 20 pacientd s CPEO (Smits
2012). Dle dostupnych vysledkl 1ze usuzovat, Ze u pacienti s mitochondridlnimi optickymi
neuropatiemi je retinohypotalamicky trakt je uSetfen a retindlni gangliové bunky jsou schopny
detekovat a dale prenaSet informaci o svétle do vysSich etazi CNS a nedochézi tak k poruse

cirkadianniho rytmu (La Morgia 2010, Prihodova 2021).
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1.6.  Vybrana mitochondrialni onemocnéni

1.6.1. MELAS syndrom

MELAS syndrom (Mitochondrialni myopatie, Encefalopatie, Laktatovd Acidéza a iktu
podobné piihody — Stroke-like episodes) patii mezi nej€astéjsi mitochondrialni onemocnéni
s prevalenci 0,18 : 100 000 (Yatsuga 2012) a udavanou frekvenci mutace az 236 : 100 000
(Manwaring 2007). Jednd se o vzacné geneticky velmi heterogenni multisystémové
v genu MT-TL1 kédujici mitochondridlni tRNA pro leucin (UUA/UUG). Tato nejznamé;jsi
mutace byla poprvé objevena Gotem a spolupracovniky v roce 1990 (Goto 1990), ackoli
klinicky bylo onemocnéni popsano jiz vroce 1984 Pavlakisem na souboru 11 pacientl
(Pavlakis 1984). Dosud bylo popsano celkem 39 mutaci zptsobujicich MELAS nebo jeho
ptekryvné syndromy (Mitomap 2024). Mezi nejcastej$i mutace kromé jiz vySe zminéné patii
m.3271T>C (Goto 1991) zptisobujici onemocnéni vcca 10 % a dile m.3291T>C a
m.3260A>G. Krom¢ genu kédujici tRNA pro leucin mohou byt pfitomny mutace i v dalSich
genech — MT-NDI, MT-ND5, MT-TH a dalgich. Siroka variabilita mutaci ma za nasledek
variabilni klinicky projev, v né€kterych pfipadech muze byt mutace pfi¢inou specifického
organového postizeni, jako je tomu naptiklad u mutace m.13513G>A (p.Asp393Asn) v genu
MT-ND spojena s CastéjSim postizenim srdce (Galera-Monge 2019).

Klinicka kritéria pro diagnostiku MELAS syndromu zavedl v roce 1992 (Hirano 1992): (1) iktu
podobné¢ piihody pied 40. rokem Zivota; (2) encefalopatie charakterizovana kie¢emi, demenci,
nebo obojim; a (3) laktitova acidoza, ragged red fibres (RRF), nebo oboji. V pribéhu
nasledujicich let vSak zacaly byt popisovany klinické ptipady, kdy pacienti nesouci mutace
charakteristické pro tento syndrom nevykazovali typicky klinicky obraz obsazeny v akronymu
MELAS, ale naopak trpéli na klinické ptiznaky pifitomné u jinych mitochondridlnich
onemocnéni — CPEO, ptdzu, nedoslychavost, kardiomyopatii, postiZzeni traviciho traktu,
poruchu funkce stitné zlazy. Byly tak organizovany obsahlé kohortové studie za ucelem lepsi
charakterizace klinického obrazu onemocnéni a tim i optimalizace diagnostiky. Rozd¢leni
klinického obrazu na kompletni a nekompletni formu bylo navrzeno ve studii Citajici 35
pacientl s mutaci m.3243A>G potaddané Chinem a kol. (Chin 2014). V této studii také byli také
jedinci rozdéleni dle tiZze fenotypu — pacienti monosymptomaticti a oligosymptomaticti

prevladali nad pln¢ vyjadienymi pacienty.
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Onemocnéni se muze projevit v kterémkoliv veku, véetné¢ véku novorozeneckého, avsak
z tém¢t jedné poloviny piipadl je diagnoza stanovena ve véku pod 16 let (Mancuso 2014).
Vyjimkou vSak neni ani pozdni nastup onemocnéni v paté dekadé Zivota (Vanniarajan 2006).
V holandské studii zahrnujici 87 jedincii s prevalentni MELAS mutaci byl navrzen termin
,dormant carrier®, jenz m¢l kliniky upozornit na dulezitost peclivého monitorovani jedinc,
v jejichz maternalni linii jiz bylo diagnostikovdno toto onemocnéni, ale dosud byli
asymptomaticti a byl u nich o¢ekédvan rozvoj onemocnéni v nadchazejicich letech (de Laat

2012).

V détském véku mize na onemocnéni vzbudit podezieni neprospivani, nizky vzrist a porucha
psychomotorického vyvoje. K témto piiznakiim se muze pozd¢€ji ptidat, ptdéza o¢nich vicek,
zevni oftalmoplegie, epilepsie, svalova slabost a myalgie. Iktu podobné piihody se zpravidla
vyvijeji u pacienti do 40 let véku s jiz rozvinutym onemocnénim a mohou byt doprovazeny
migren6znimi bolestmi hlavy. U pacientli se za¢dtkem onemocnéni v dospélém véku byvaji
symptomy c¢asto nespecifické a zahrnuji poruchu sluchu, poruchu funkce §titné zlazy, diabetes

mellitus.

Ve studiich bylo pozorovano, ze naptiklad muzské pohlavi by mohlo byt rizikovym faktorem
pro rozvoj iktu podobnych piihod (Mancuso 2014) a pln¢ vyjadieny fenotyp a ¢asny zacatek
onemocnéni (juvenilni forma) souvisel s vys$si mortalitou (Kaufmann 2011, Yatsuga 2012).
Tyto a mnohé dal$i udaje vedou lékaie k uvaze, zda existuje urCity predisponujici faktor

N 24

urcitych klinickych ptfiznakt do urcitého vékového obdobi pacienta.

1.6.2. Deficit TMEM70

Mutace v nukledrnim genu TMEM70 tsti v deficienci enzymu ATP syntazy, klicového enzymu
v tvorbé energie produkujici nejveétsi mnozstvi ATP v buiice. Prvni onemocnéni spojené
s deficitem ATP syntdzy nukledrniho pivodu bylo poprvé popsano v roce 1999, ale az v roce
2008 se na naSem pracovisti podafilo objasnit pfesny geneticky defekt — homozygotni mutaci
c.317-2A>G s autosomalné recesivni dédi¢nosti (Cizkova 2008, Houstek 1999).
V nasledujicich letech byli charakterizovani dalsi pacienti nesouci tuto mutaci, ktera je typicka
pfevazné pro romské etnikum (Honzik 2010), a byly popsdny dal$si mutace s korelujicim
fenotypem. Onemocnéni je charakteristické projevy mitochondridlni encefalokardiomyopatie
s Casnym nastupem v novorozeneckém veéku a casto devastujicim prubéhem. Mozné

fenotypové postizeni je v pribéhu onemocnéni velmi Siroké: od postizeni centralniho
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nervoveého systému, kraniofacidlni dysmorfie, opozdéni vyvoje, svalové hypotonie az po rozvoj
kardiomyopatie a metabolické krize s té¢zkou laktatovou acidozou (Obr. 16). U chlapct byva
popisovan ve vysoké mife kryptorchismus a hypospadie. Byla vSak jiZ popsana 1 mirna forma
onemocnéni (Shchelochkov 2010). Pro diagnostiku tohoto onemocnéni se zda byt dilezita
informace o etnicit¢ ditéte — CastéjSi je u romského etnika. Dalsi diilezitou soucasti je
laboratorni vySetfeni — pacienti vykazuji 3-methylglutakonovou acidurii (3-MGA) a casto
tézkou laktatovou acidézu. Hyperamonémie v ndvaznosti na akutni metabolickou krizi byla
popsana jiz u nckolika pacientli (Honzik 2010). Vzhledem k Siroké variabilité klinickych
ptiznakt, ale zaroven pomérné specifickym laboratornim naleziim a prevalentni etnicité
postizenych, patii toto onemocnéni do zakladni diferencialni diagnostiky mitochondridlnich

onemocnéni.

b/

Obr. 16: Spektrum fenotypovych projevil u pacientii s deficitem TMEM70: A) Novorozenec
s deficitem TMEM70 s typickymi dysmorfickymi rysy v obli¢eji (prominujici Celo, Siroky
kofen nosu, nizko posazené usni boltce, uzké rty), s hypotonii a neprospivanim pro obtize
s krmenim, vyzadujicim enterdlni vyzivu nasogastrickou sondou). B) 2,5lety chlapec
s deficitem TMEM?70 s mirnou facialni dysmorfii, neprospivanim, dystrofii a umbilikalni
hernii. C) 5,5letd eutrofickd divka bez dysmorfickych ryst v obli¢eji. (Z archivu prof. MUDr.

Tomas Honzika, Ph.D. Fotografie byly pofizeny se souhlasem rodic¢t)

1.6.3. Projevy hyperamonémie u mitochondrialnich onemocnéni

Nalez hyperamonémie je typickym projevem dédi¢nych poruch metabolismus z okruhu poruch
cyklu mocoviny, organickych acidurii a beta oxidace mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
(LCHAD - long chain fatty acid dehydrogenase defect), nicméné je velmi neobvykly u pacientii

s mitochondridlnim onemocnénim (Ribas 2022). Byl jiz opakované popsdn u pacientli
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s deficitem TMEM70. Dle naseho nazoru je jeho podkladem kriticky nedostatek ATP pro
enzym karbamoylfosfat syntetazu (CPS) pfi deficitu ATP syntazy komplexu oxidativni
fosforylace v obdobi katabolismu. Bez ATP nemlzZe CPS detoxifikovat amoniak, dochézi
k jeho hromadéni a projeviim jeho neurotoxicity. Patofyziologicky mechanismus je zachycen
na Obr. 17. Terapeuticky lze tento proces castecné ovlivnit infuzni terapii se zvySenym
piijmem glukdzy a lipidi a podanim latek snizujicich hladinu amonémie, jako je benzoat sodny
¢1 fenylbutyrat sodny. Zasadnim tikolem je prevence rozvoje katabolismu pomoci frekventni
stravy, podavani alkaliniza¢nich roztoki a suplementace L-karnitinem, koenzymem Q c¢i

riboflavinem,

V literatufe dale jiz existuji pouze ojedinélé kazuistiky pacientli s mitochondridlnim
onemocnénim a projevy hyperamonémie. V naSem souboru novorozencti s mitochondridlnim
onemocnénim byla hyperamonémie pozorovana u 32 % déti, které nemély mutaci v proteinu
TMEM?70 (Honzik 2012). U vSech az na jednoho byl zjistén deficit v systému oxidativni
fosforylace, ale nebyla zjisténa geneticka pticina obtizi. U pacienta s potvrzenym molekularné-
genetickym nalezem byl diagnostikovan syndrom maternalné dédéného Leighova syndromu

(MILS) pii mutaci m. 8993T>G (Honzik 2012),

Dale byl publikovan pfipad chlapce s Barthovym syndromem, ktery se ve 13 dnech véku
manifestoval metabolickou dekompenzaci s hladinou amonémie 220,2 pumol/l, pH 7,13,
laktatovou acidozou a hypoglykémii (Yen 2008). Diagnéza byla stanovena na zékladé
kardiomyopatie ve smyslu tzv. nonkompaktniho myokardu levé komory a pfitomnosti mutace
v TAZ genu. Hyperamonémie v ramci mitochondrialnich onemocnéni byla dokumentovana i u
deficience pyruvat dehydrogendzy (Brown 1987), deficience pyruvat karboxylazy (Saudubray
1976), deficience UQCRC2 zpusobujici poruchu komplexu III (Miyake 2013) a deficience
koenzymu Q (Leshinsky-Silver 2003). Hyperamonémie v ramci DPM stéle patii zejména do
diferencialni diagnostiky poruch cyklu mocoviny, organickych acidurii a defekti oxidace
mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, avsak mitochondridlni onemocnéni by méla byt do této

diferencialni diagnostiky zejména pii pfitomnosti kardiomyopatie také zaclenéna.
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Obr. 17: Patofyziologie hyperamonémie u pacienti s deficitem proteinu TMEM70. Ataky
hyperamonémie byly pozorovany bezprostiedné po narozeni nebo v obdobi katabolismu
(hladovénti).

Detoxifikace amoniaku probihd v jatrech v cyklu mocoviny, ktery je ¢astecné lokalizovan v
mitochondrialni matrix. Pfi katabolismu dochdzi ke zvySené expresi enzymi cyklu mocoviny,
tak také ke zvySenym pozadavkiim na dostateCné fungovani systému mitochondridlni
oxidativni fosforylace. Pii analyze profilu aminokyselin v séru v dob¢ katabolismu byly u
naSich déti pozorovany specifické zmény vidané u pacienti s poruchou enzymu
karbamoylfosfat syntetazy (CPS). Tento enzym vyzaduje pro svou funkci 2 molekuly adenosin
trifosfatu (ATP). U pacientt s deficitem proteinu TMEM70 je vSak kriticky nedostatek ATP
syntazy a tim 1 snizena dostupnost ATP pro CPS a dochazi tak k rozvoji hyperamonémie.
Zkratky: ornitin aminotransferaza (OAT), ornitintranskarbamyldza (OTC), karbamoylfosfat
syntetaza (CPS), ornitin translokaza (ORNT1), argindza 1 (ARG), argininsukcinat lyaza (ASL),
argininsukcinat syntetdza (ASS), amonny kation (NH4"), bikarbonat (HCO3), glutamat (Glu),
glutamin (Gln), alanin (Ala), arginin (Arg), amoniak (NH3), adenosin trifosfat (ATP). Prevzato
a pfelozeno z (Honzik 2010).
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1.7. MozZnosti prevence mitochondridlnich onemocnéni

1.7.1. Prenatalni a preimplantacni geneticka diagnostika

V soucasné dobé je u pacientl s mitochondridlnim onemocnénim moznost prevence transmise
onemocnéni do dal$i generace mozna tfemi zpisoby — prenatalni a preimplantacni genetickou
diagnostikou a dale darcovstvim oocytu. Prenatdlni diagnostika se uplatiiuje u jedincii
s mutacemi v nuklearnich genech nebo pfitomnosti heteroplazmické mtDNA mutace
s minimalni intertkdfiovou variabilitou (vyhradné¢ m.8993T>G zptsobujici Leightv syndrom
(Dahl 2000)). Spociva v molekularné genetickém vySetieni bun€k ziskanych amniocentézou
nebo odbérem choriovych klkl. T¢hotenstvi se pak da v pfipad€é nalezu kauzalni mutace ¢i
mutace m.8§993T>G s vysokou heteroplazmii ukoncit. Vyhodou preimplantacni genetické
diagnostiky je genetické vySetfeni embrya jesté pied implantaci do délohy. Materialem, ktery
se pouziva k tomuto genetickému vySetfeni, jsou oocyty fertilizované in vitro. V ptipadé
genetického poradenstvi jinych (nez m.8993T>G) materndlnich onemocnéni s mutaci v mtDNA
je pro nemoznost odhadnout procento heteroplazmie v tkanich plodu na zakladé vySetteni v

chorio ¢i amniocytech doporucovana asistovana reprodukce formou darcovstvi oocytu.

Proto se vsoucasné dobé vyviji novd moznost, jak zachovat genetickou vybavu matky
(jadernou DNA) a zamezit rozvoj mitochondridlné¢ dédéného onemocnéni u potomka — tzv.
mitochondrial replacement therapy (MRT). V ramci MRT existuji v soucasnosti 3 metody
prenosu genetické informace matky obsazené v chromosomech do enukleovaného oocytu
darkyné — prenos prvojadra (pronuclear transfer, PNT), pfenos mateiského dé€liciho vieténka
(maternal spindle transfer, MST) a pfenos polového téliska (polar body transfer, PBT), Obr. 18
(Adashi 2021). Technika pfenosu matefského déliciho vieténka je v souc¢asné dobé jedinou
metodou, ktera byla v nékterych zemich (Velka Britanie, Australie) (Allen 2024) legislativné
schvalena a byla s spéchem pouzita k narozeni ditéte (Zhang 2017). Limitaci této techniky
(pozorovano 1 PNT) je vSak pfenos malého mnozstvi perinukledrni cytoplasmy obsahujici
mitochondrie do rekonstituovaného oocytu/zygotu (tzv. ,,carryover®). Takto vzniklé embryo a
nasledn¢ organismus tak obsahuji tkané srozdilnou hladinou heteroplazmie. U ditéte
narozeného za pomoci techniky MST byla zjiSténa hladina heteroplazmie 2,36-9,23 % (Adashi
2021), u potomkl makakl, jejichz matka podstoupila MST byl zji§tén nartist hladiny
heteroplazmie az na 33 % (Ma 2021). Tento jev nazyvany reverze byl opakované popsan a je
pomérné vyznamnym omezenim minimalizace (idedlné az eliminace) onemocnéni u potomstva
(Wang 2014, Yamada 2020). Velmi nadéjnou se zda technika ptenosu pélového téliska, ktera
je novéjsi a zatim ve fazi vyzkumu. Pélova téliska pfi pfenosu prakticky postradaji cytoplasmu
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a jejich pouziti tak limituje pfenos mitochondrii do darovaného oocytu (Wang 2014). Zavislost

MRT na darcovstvi oocytu nebo zygoty stale vzbuzuje etické, legislativni a ndbozenské otazky.

V poslednich letech jsou tak dale vyvijeny moznosti, jak snizit hladinu heteroplazmie, tedy
mnozstvi mutované mtDNA v embryu, bez nutnosti pouziti asistované reprodukce. Tyto ,,gene
editing tools® zahrnuji pouziti restrikéni endonukleazy cilené mitochondriim, Zinc-finger
nukledz a TAL-effector nukleaz (Pereira 2017). Pouziti zinc-finger nukledz a TAL-effector
nukledz je efektni diky absenci RNA, kterd by branila prichodu mitochondrialni membréanou
(na rozdil od CRISPR-Cas) a v in vitro studiich na butkdich s LHON a NARP se ukazaly byt
uspésné (Reddy 2015). Nicméné problémem jsou nukledzami indukované zlomy v mtDNA.
Mitochondrialni DNA neobsahuje mechanismus, ktery by reparoval zlom ve dvouvlaknové

struktuie DNA a pfi pouziti téchto nukledz dochéazi ke zniceni celé¢ molekuly mtDNA.

Prospektivni se jevi Gprava mtDNA za pouziti editoru bazi, konkrétné¢ v soucasné dobé
studovanému editoru cytosinové baze derivovaného z DddA (deaminazy dvouvldknové DNA
toxinu A) (Adashi 2021). DddA-derivovany editor cytosinové baze (DdCBE) specificky
katalyzuje vyménu cytosinové baze za thyminovou v mistech, kde je cytosin ptredchazen
thyminem. Vyznamnou limitaci toho editoru je fakt, Ze jeho funkce je zavisla na fazi replikace
mtDNA, kdy je molekula mtDNA jednovldknova a editor se miize navazat (cca 5 dni po
fertilizaci) (Adashi 2021). Tato skutecnost snizuje efektivitu DACBE na 50 % (Aushev 2020,
Mok 2020) a jeho pouziti mize byt efektivni pouze u onemocnéni s manifestaci pii vysoké
hladiné heteroplazmie. Dal§im uskalim je jeho cilové misto plsobeni — cytosin ptedchazeny
thyminem. Pfiblizn€ pouze 10 % z dosud znamych patogennich mutaci v mtDNA by bylo
mozné za pouziti DACBE opravit — mutace vzniklé tranzici T>C (Adashi 2021). VedlejSim
projevem aktivity DACBE je vSak 1 editace transverznich mutaci A>C a G>C, které jsou pak

nespravné editovany, Obr. 18 (Adashi 2021).

Prestoze se vyvoj editorti bazi jevi jako velmi slibna metoda obchéazejici nutnost darcovstvi
oocytu/zygoty, MRT je v souCasné dobé jedinou pouzivanou technikou k dosazeni snizeni
hladin heteroplazmie v tkdnich budouciho potomka. Jsou tak hledany nové postupy, které by
vedly ke sniZeni carryoveru mutovanych mitochondrii matky. Jednim z nich je pouziti cilené
mitofagie — procesu, kdy se mitochondrie matky jest¢ pfed MRT oznaci transmembranovym
signalnim peptidem CISD1 (CDGSH iron sulfur domain 1), obsahujicim ve svém fetézci
receptor pro autofagii (Fan 2023). Po MRT dochazi k cilené mitofagii carryover mitochondrii
a mitochondrie zdravé darkyné zlstavaji nepoSkozené. Pouziti toho procesu v in vitro studii

dokézal snizit pfenos mitochondrii z primérnych 4 % na 0.09 % (Fan 2023). DalSim zptisobem
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snizeni hladiny heteroplazmie potomstva je kombinace pouziti MRT techniky s editorem bazi

(Adashi 2021).

Od schvaleni MRT ve Velké Britanii v roce 2015 (Embryology Authority 2014) a v Australii
v roce 2022 (The Parliament of the Commonwealth of Australia. House of representatives
2022) za ucelem prevence mitochondridlnich onemocnéni ubehlo pomérné dost casu. Od té
doby bylo vyvinuto pomérné¢ mnoho zptsobli manipulace s mtDNA zarodec¢né linie bunék,
prakticky vSechny jsou vsak stale ve fazi vyzkumu. Cilem snazeni je idealn¢ nulovy carryover
mitochondrii a vyhledové na darcovstvi nezavisla cilend a bezpecnd editace mitochondrialni

mtDNA.
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Upravy mitochondrialni DNA

K prevenci mitochondridlniho onemocnéni u potomka existuji dvé rozdilné cesty s cilem opravy

zarodecné linie bunék.

Mitochondrial replacement therapy

Terapie nahradou mitochondrii Ize uskutecnit tfemi metodami: pfenosem prvojadra, pfenosem matefského
déliciho vieténka a pfenosem pdlového téliska do enukleovaného darcovského oocytu nebo zygoty.
Rekonstituované bunky obsahuji nepatogenni mitochondrialni DNA (mtDNA) a mohou byt vyuzity

k in vitro fertilizaci.
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Editovani mitochondridlniho genomu ma za cil vyuzit editory bazi k pfeméné celého spektra substitucnich
mutaci v mtDNA. Pouzivany DACBE editor konvertuje C na T, kdyz C je pfedchazeno T, a tak opravuje tranzicni
mutaci (T=C), ale transverzni mutace (A—=>C nebo G=>C) budou nespravné editovany zpét naT.
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Obr. 18: Moznosti tuprav mitochondrialni DNA. Obrazek a text prevzaty a prelozeny z (Adashi

2021).

Zkratky: A adenin; C cytosin; G guanin; T thymin; DddA double-stranded DNA deaminase

toxin A (deaminaza dvouvldknové DNA toxinu A); dCBE DddA-derived cytosine base editor

(DddA-derivovany editor cytosinové baze)
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2. Cile studie

Siroka $kala klinickych projevii, nekonstantni ¢as nastupu onemocnéni a asto nespecifické
laboratorni ndlezy ¢ini z dédicnych poruch metabolismu (a zejména mitochondrilnich
onemocnéni) obtizné diagnostikovatelnou skupinu onemocnéni. Variabilita fenotypu az
oligosymptomatické vyjadieni onemocnéni muze znesnadnit diagnostiku, kterd spociva ve
specidlnich biochemickych a genetickych vySetfenich. Jejich vyuziti by mélo byt z divodu
finan¢ni néro¢nosti a zejména mozného zatiZzeni pacienta invazivnimi postupy uvazeno a
zalozeno na diagnostickych algoritmech. Stanoveni diagnostickych algoritmi je ovSem
z divodu vySe uvedené charakteristiky onemocnéni mnohdy obtizné a vyzaduje podrobné
studium problematiky. V rdmci preventivni mediciny je pak dilezité stanoveni piesné

genetické podstaty onemocnéni, kterd ur¢i moznosti prenatalniho poradenstvi v rodiné.

V Laboratofi pro studium mitochondridlnich onemocnéni Kliniky pediatrie a dédi¢nych poruch
metabolismu (KPDPM) I.LF UK a VFN v Praze bylo od jejiho zalozeni v roce 1992
diagnostikovano pres 600 détskych a dospélych pacienti s mitochondridlnim onemocnénim.
Dispenzarizace a léCba téchto pacientli spada do péce tymu Iékarii a zdravotnickych pracovniki
metabolického centra KPDPM. Vzhledem ke komplexité klinického postiZzeni a snaze o lepsi
na onset, organové postizeni a pribeh onemocnéni pacienti s mutacemi v mtDNA. Na sestave
129 kojenct se zacatkem onemocnéni v novorozeneckém véku byla demonstrovana zejména
vysoka incidence hyperamonémie a kardiomyopatie (Honzik 2012). Kardiomyopatie a jeji dalsi
prabéeh byly dale specificky studovany u €eskych pacientli s Barthovym syndromem (Mazurova
2013). Na zaklad¢ téchto studii a stanovenych diagnostickych algoritmi byla snizena frekvence

indikace svalovych biopsii a zlepSeno cileni molekularné genetickych vysetteni.

Molekularn€ genetickd vySetieni umoznila uskutecnéni i1 nékolika objevii novych klinickych
jednotek. Jednim z velkych uspécht byla identifikace deficitu proteinu TMEM70, ktery se
fyziologicky uplatiuje v asemblaci ATPéazy, avSak jeho deficit Gsti v multiorganové postizeni
a pomérn¢ Casto se vyskytujici hyperamonemické krize (Honzik 2010, Houstek 1999).
Hyperamonémie jako laboratorni, ale také klinicky symptom v ramci encefalopatie se vSak u
pacientli s mitochondridlnim onemocnénim vyskytuji pomérné¢ vzacné (dokumentovany
nejcastéji u Barthova syndromu a materndlné dédéného Leighova syndromu). Proto bylo
zajimavé dokumentovat priabéh onemocnéni u divky s jiz diive popsanou novou mutaci v

m.8851T>C (Honzik 2013), kde se tento nalez vyskytl.
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Nezastupitelnou ulohu ve studiu dédi¢nych poruch metabolismu hraji mezinarodni kohortové
studie soustfed’ujici klinickd a laboratorni data. Tak tomu bylo naptiklad u 44 pacient
s mukopolysacharidézou II typu zCeské republiky, Slovenska, Chorvatska a Srbska
(Dvorakova 2017), nebo u pacientll s Niemann-Pickovou nemoci typu C z 9 center zahrnujici 1
naSe pracovisté (Pineda 2016). Dalsim zplsobem kolekce rozsahlych dat je organizace
pacientskych registrti s moznosti zadavani novych informaci v €ase a prospektivniho sledovani
vyvoje onemocnéni. NaSe metabolické centrum je c¢lenem mezinarodniho registru
neurotransmiterovych poruch (Opladen 2016) obsahujici data 492 pacientd ze
41 center Evropy, severni Ameriky a Asie (https://intd—registry.org/). Tento registr zaclefiuje
pacienty trpici 6 neurotransmiterovymi chorobami, 5 typy deficitu BH4 (tetrahydrobiopterinu)
a dalsSimi 9 onemocnénimi zahrnujicimi poruchu metabolismu resultujici v t€zké postizeni
CNS. Jeho ukolem je zejména studium pfirozené¢ho priibéhu onemocnéni, ale vzhledem
k Siroké mezindrodni spolupraci také moznost porovnani diagnostickych, dispenzarnich a
terapeutickych strategii a dale posouzeni efektivity a bezpecnosti nabizené terapie jednotlivymi
centry. Podobné cile, avSak v pan—metabolické tirovni (> 800 klinickych jednotek) si klade
Evropska referencni sit’ pro vzacné dédicné metabolické poruchy MetabERN (the European
Reference Network for Rare Hereditary Metabolic Disorders,
(https://www.ssiem.org/index.php), ktera byla zfizena v prosinci 2016 a jejiz soucasti je také
nasSe centrum. Jejim cilem je nejen optimalizace a stanoveni evropskych diagnostickych a
lécebnych postupi, ale dale také poskytnuti Siroké sité sluzeb od moznych preventivnich
postupil, po diagnostické, terapeutické a rehabilitaéni ¢i paliativni moznosti. Dalsi snahou je
nabidnuti sit¢ podptirnych skupin a organizaci pro pacienty. Diky této aktivité a zafazeni naSeho
centra do MetabERN vzniklo nékolik vyznamnych doporuceni pro klinickou praxi se zdsadnim
dopadem na diagnostiko-terapeutickou péci o pacienty se vzacnymi DPM. Cilem prace
(Cechova 2020) bylo vytvoteni doporuceni pro diagnostiku a management pacientl s poruchou
glykosylace, konkrétné deficitem mandza-fosfat izomerazy (MPI-CDG). Ze stejné skupiny
onemocnéni byla na podkladé mezindrodni studie zahrnujici 31 a 54 center respektive
vytvofena doporuceni pro pacienty s dal$imi formami poruch glykosylace proteini -
PGM1-CDG (deficit fosfoglukomutizy 1) a PMM2-CDG (deficit fosfomanomutizy 2)
(Altassan 2019, Altassan 2021). Z okruhu onemocnéni malych molekul byla zformovana
doporuceni pro diagnostiku a management metylmalonové a propionové acidurie. Diky kolekci
klinickych a biochemickych dat pacienti s neketotickou hyperglycinémii bylo klinické
spektrum rozsifeno o mirnéjsi fenotypy s vazbou na urcité patogenni varianty umoziujici 1épe

predvidat zdvaznost onemocnéni a upravit management péce o tyto pacienty (Kuseyri
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Hubschmann 2022). Podobné¢ byla na zakladé¢ studie pracovni skupiny studujici
neurotransmiterova onemocnéni detailné popsana fenotypova variabilita onemocnéni z okruhu
dédi¢nych poruch biogennich amint (Kuseyri Hubschmann 2021) a vytvofena doporuceni pro

diagnostiku a 1é¢bu pacientt s deficitem tetrahydrobiopterinu (Opladen 2020).

Vroce 2015 bylo na naSem pracovisti ziizeno Centrum pro pacienty s mitochondridlnimi
neuropatiemi optiku za ti€elem optimalizace diagnostickych a terapeutickych algoritmti a studia
rizikovych faktori rozvoje mitochondridlnich onemocnéni postihujicich zrakovy nerv.
Vnasem centru pii VFN je pravidelné¢ sledovano > 120 pacientt s LHON (75
symptomatickych), > 40 pacientli s Dominantni atrofii optiku na podklad€ variant v OPAI,
>20 pacientd s variantami v DNAJC30, 5 pacientl s variantami v OPA3, 2 pacienti
s Wolframovym syndromem a celé fada dalSich pacienti, kteti maji neuropatii optiku jakozto
soucast multisystémového mitochondridlniho onemocnéni (MELAS, MERRF, mitochondrialni
dele¢ni syndromy a jiné). Vzhledem k vyborné spolupraci s O¢ni klinikou VFN jsme plisobeni
naseho centra rozsifili i na geneticky podminéna onemocnéni sitnice, rohovky a dalSich struktur
oka. Detailni studium peripapilarni mikrocirkulace u 6 pacienti s LHON syndromem bylo
popsano v (Kousal 2019b). Publikace Kolarova et al. upozoriiuje na problematiku ptekryvnych
syndromi — konkrétn€ unikdtni symptomatologii u 12leté divky s ndhlou ztratou zraku, u niz
byl diagnostikovan piekryvny syndrom LHON/MELAS na podkladé¢ mutace m.13046T>C
v genu MTNDS. Cilem studie Liskova et al. byl screening mutace v genu OPA u 82 pacientl
s oboustrannou atrofii optiku z center v Ceské republice, Velké Britanii a Kanad&. Patogenni
mutace byla nalezena u poloviny pacientil, 7 mutaci bylo zcela nove popsanych (Liskova 2017).
Z mitochondridlnich onemocnéni bylo postizeni struktur oka déle detailné popsano u
Kearnsova-Sayreova syndromu (Dudakova 2021). Uzka spoluprace s O¢ni klinikou VFN viak
nezahrnuje pouze pacienty s mitochondrialnim onemocnénim. Onemocnéni oka u dédi¢nych
poruch metabolismu na podklad€ abnormalni glykosylace proteint se vénuji publikace studujici
pacienty s deficitem alfa-1,3-manosyltransferazy (Farolfi 2021) a steroidni Sa-reduktazy typu 3
(Kousal 2019a).

Cilem této prace je studium pfirozeného priitbéhu vybranych mitochondridlnich onemocnéni
s ohledem na rizné klinické projevy a v€k manifestace. Zaméfeni je i na méné casté symptomy,
které pomahaji rozsitit diferencidlni diagnostiku a 1épe cilit na nyni jiz velmi pokrocilou
molekularné genetickou diagnostiku. Casné stanoveni spravné diagnézy umoziiuje véasné
zahéjeni sledovani, terapie a poskytuje moznost preventivniho opatieni v postizenych rodinach

ve smyslu prenatalniho genetického poradenstvi.
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Zaroven bylo cilem této prace poukazat na vyznam mezinarodnich registri ve studiu dédi¢nych
metabolickych onemocnéni, konkrétné organickych acidurii a poruch cyklu mocoviny.
Zamérem registru je vyuziti dat ke studiu pfirozeného vyvoje onemocnéni, porovnani vysledki
ruznych terapeutickych postupti s naslednou tvorbou nadnarodnich doporuceni pro v€asnou

diagnostiku a 1é¢bu pacientti s danym onemocnénim.

Na zakladé téchto skutecnosti jsme si stanovili nasledujici cile prace:

2.1.  A) Studovat prirozeny priibéh a preventivni aspekty MELAS syndromu
(Mitochondrialni myopatie, Encefalopatie, Laktatova acidoza a iktu

podobné prihody — Stroke-like episodes).

Al) Popsat fenotypové spektrum nositeld prevalentni mutace m.3243A>G v MT-TL1 se

zamétenim na charakterizaci ¢asové posloupnosti klinickych ptiznak.

Studium pfirozené¢ho pribéhu onemocnéni velké kohorty naSich pacientli ma za ukol zjistit jaka
je variabilita fenotypu a zdali by pohlavi, vék manifestace i tize onemocnéni mohly mit vliv
na pribéh onemocnéni, respektive délku pieziti. S ohledem na casto devastujici u€inek stroke-
like epizod popsat mozné predisponujici faktory, jejichz ovlivnéni by mohlo preventovat jejich
vznik. Pozornost bude vénovana i vySetfovacim metodam s cilem zjistit, které tkané jsou
vhodnym prostfedkem k diagnostice onemocnéni pii ohledu na zatéz pacienta/specificitu

vySetieni.
A2) Charakterizovat psychiatrickou manifestaci pacienti s MELAS syndromem.

Prestoze pacienti s MELAS syndromem vykazuji Sirokou Skalu symptomil, nékteré stoji
v pozadi zajmu a jejich opomijeni mize oddalit spravnou diagnostiku a tim 1 terapii. Jednim

z cilt této prace je upozornit i na mén¢ ¢asté manifestace vzacnych onemocnéni.

2.2, B) Zhodnotit klinicky pribéh dalSich mitochondridlnich onemocnéni s

rizikem rozvoje hyperamonémie vyZadujici véasnou terapii.

B1) Detailn¢ analyzovat variabilitu klinickych projevi a riziko hyperamonémie u 48 pacient

s deficitem TMEM70 v ramci multicentrické mezindrodni spolupréce.

Po 4 letech od publikovani nasi prvni kohortové studie pacientti s deficitem proteinu TMEM70

je cilem rozsitit kohortu o dalsi diagnostikované pacienty nejen v Ceské republice, ale sledovat
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i variabilitu symptomi a dal$i vyvoj onemocnéni. Specifickd pozornost bude vénovana riziku

vzniku hyperamonémie a moznostem jejiho ovlivnéni.

B2) Zdiraznit vyznam hyperamonémie u pacientky se vzacnou poruchou funkce ATP syntazy

zpusobenou mutaci m.8851T>C v mitochondrialni DNA.

V névaznosti na jiz publikovany pfipad rodiny s vzdcnou mutaci v genu MTATP6 je snahou
poukdzat na neobvykly projev hyperamonémie u divky s infaustnim pribéhem formou
kazuistiky a rozsifit tak diferencialni diagnostiku hyperamonémie o dalS$i mitochondridlni

onemocnéni.

2.3. C) Demonstrovat vyznam mezinarodnich registri pfii posuzovani
prirozeného priibéhu onemocnéni u pacienti trpicich vybranymi vzacnymi

dédi¢nymi poruchami metabolismu.

Nase pracovist¢ je diky koncentraci pacientll se vzacnymi onemocnénimi soucasti né¢kolika
nadnarodnich pacientskych registri. Diky této spolupraci je mozné shromazd'ovat klinicka,
laboratorni a terapeutické data u celkem 452 pacientl s organickymi aciduriemi a 343 pacientt
s poruchou cyklu mocoviny. Jejich analyzou je mozné stanovit fenotyp, prubéh a prognézu
onemocnéni. Optimalizace diagnosticko-terapeutického postupu miize pomoci piedejit rozvoji

nekterych komplikaci a zlepSit prognézu onemocnéni.
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3. Material a metodika

Na naSem pracovisti je v soucasné dobé sledovano vice nez 600 pacientli s molekuldrné
geneticky potvrzenym mitochondridlnim onemocnénim. Pro moznosti analyzy dat a statistické
zpracovani byli z tohoto souboru vybrani pacienti s prevalentnimi mutacemi a diagnézami a

dale n€kolik pacientli zajimavych ke kazuistickému zpracovani.

Detailni popis pouzitych materidlti a metod je uveden v jednotlivych originalnich ¢lancich

v sekei Prilohy, zde jsou uvedeny pouze jejich zakladni principy.
3.1. Material
3.1.1. Vazano na cil A1) Prirozeny priibéh a preventivni aspekty MELAS syndromu

3.1.1.1. Soubor pacientu

Do nejvétsi retrospektivni studie tykajici se klinického prib&hu a sekvence nasledné se
vyskytujicich ptiznakl bylo zahrnuto 50 ¢eskych pacientd, u nichz byla na naSem pracovisti
vletech 1996 az 2015 diagnostikovana prevalentni mutace m.3243A>G v genu MT-TLI
(3 mésice az 62 let v dob¢ diagndzy). Tato kohorta zahrnovala 17 jedincti muzského pohlavi a
33 jedinch Zenského pohlavi z 22 vzajemné nepiibuznych rodin. Celkem 33 (66 %) pacientil
mélo alespont 1 klinicky vyjadieny ptfiznak typicky pro MELAS syndrom, ostatni jedinci zGstali
asymptomati¢ti po celou dobu jejich retrospektivniho sledovani (pramér 11,4 Ilet).

V symptomatické skupin¢ byla zaznamenana pievaha zen s pomérem 3,7 : 1 k muzim.

3.1.1.2. Charakterizace pacientu

Celkem 33 jedincti vykazovalo alesponi 1 znak asociovany s MELAS syndromem, ostatni
jedinci byli asymptomaticti. Na zdkladé pfitomnosti ¢i nepfitomnosti iktu podobné ptihody byli
pacienti rozdéleni na skupinu plné vyjadienych (FEP = fully expressed phenotype, n= 14,
42 %) a oligosymptomatickych pacienti (OP = oligosymptomatic phenotype, n = 19, 58 %).
Dle v€ku néstupu onemocnéni (< 16 let vs. > 16 let) pak na juvenilni (53 %) a adultni formu

(47 %). Pocty pacientli v jednotlivych skupinach jsou vyjadieny v Tab. 2.
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3.1.1.3. Sestaveni databaze

Za ucelem zpracovani dat byla sestavena databaze pacienti s MELAS syndromem zahrnujici
klinickd a laboratorni data véetné vysledki molekularné genetickych vySetfeni. Klinick4 data
obsahuji udaje z vysledki fyzikalniho vySetfeni a dale vysledky specializovanych vySetieni
(kardiologie, neurologie, endokrinologie, oftalmologie, otorinolaryngologie, hematologie)
vcéetné piipadnych zobrazeni (sono/magnetickd rezonance (MRI) CNS). U prvnich
vyskytujicich se symptomu byl zaznamenan vék jejich nastupu. Pii zadavani laboratornich dat

bylo rozliSovéno, zda odbér prob&hl pii pravidelné kontrole pacienta, nebo v obdobi

metabolické krize.

3.1.1.4. Vzorky tkani

Vzorky krve, moci a likvoru byly vyuzity k zdkladnimu biochemickému i metabolickému
vysetieni. Hladina heteroplazmie byla stanovovéna v krvi (45 pacientil), buiikach vlasovych
folikula (40 pacientl), bukalnich buitkdch (21 pacientll), bunikdch kosterniho svalu

(14 pacientil) a urotelidlnich bunikéach (9 pacientt).

Tab. 2: Demografickd data MELAS pacientii s prevalentni mutaci m.3243A>G vykazujici
alespont 1 klinicky symptom asociovany s MELAS. Jsou uvedena primérnd ¢isla (mean) v
letech + smérodatna odchylka (SD). U jedné pacientky nebylo mozné retrospektivné stanovit

onset onemocnéni, a tak neni zaclenéna do skupiny s juvenilni/adultni formou.

Demograficka data symptomatickych MELAS pacientt

VSechny Juvenilni Adultni

formy forma forma

Pacienti [muzi/zeny] (#) 33 [7/26] 17 [6/11] 15 [1/14]
Vek v dobé studie (roky) 34+22 24 +8 42+13
V¢ék néstupu onemocnéni (roky) 17,4+ 12,7 7,4+472 28,7+9,3
Vek pii diagnodze (roky) 282 +157 | 222+14,7 | 34,1+ 144
Cas od nastupu onemocnéni k diagnoze (roky) 12,7+1 13,6 £0 9,6+ 0
Umrti (#, %) 11 (33,3%) | 9(52,9%) | 2(13,3%)
Vek pii tmrti (roky) 345+16,2 | 32,4+16,7 44 +9
Cas od diagnézy k amrti (roky) 4,1 +£22 43+8 3+13
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3.1.2. Vaziano na cil A2) Psychiatricka manifestace pacientii s MELAS syndromem

3.1.2.1. Soubor pacientu

Pét pacientti ze Ctyf rodin ve véku 17 az 53 let (3 Zeny a 2 muzi) bylo zahrnuto do této
retrospektivni studie. U 4 pacientli byla potvrzena prevalentni mutace m.3243A>G v MT-TL1,
u jednoho pacienta m.12706T>C v MT-ND5.

Vysledky psychiatrickych, metabolickych a ostatnich klinickych a laboratornich dat byly
pouzity k analyze a vyhodnoceni. Vysledky byly prezentovany formou kratkych kazuistik.

3.1.3. Vazano na cil B1) Klinické projevy 48 pacientii s deficitem TMEM70

3.1.3.1. Soubor pacientu

Devét metabolickych center z osmi evropskych zemi a jedno centrum z Turecka a Izraele se
rozhodlo participovat na této multicentrické retrospektivni studii. Byla shromazdéna data od 48
pacientli s potvrzenym deficitem proteinu TMEM70. Tticet osm pacientd, jejichz data byla nyni
aktualizovéna, bylo jiz diive publikovanych, deset pacientd bylo zcela novych. V souboru
pacientll bylo 26 jedinct muzského a 22 jedincti Zenského pohlavi z celkem 38 rodin. VEk
pacientdl v dob¢ posledni klinické kontroly byl 1 mésic az 26,5 let (primér 5,7 let). Prevalentni
mutace ¢.317-2A>G v homozygotnim stavu v TMEM?70 byla potvrzena u 27 romskych déti a
8 déti jiného etnika. Pét déti bylo slozenymi heterozygoty pro prevalentni mutaci a privatni
mutaci ¢.470T>A, ¢.628A>C, c.118_119insGT nebo ¢.251delC. Sest arabskych muslimi a dvé
tureck¢ déti byly homozygoty pro mutace ¢.238C>T, ¢.316+1G>T, c.336T>A,
c.578 579delCA, ¢.535C>T, c.359delC.

3.1.3.2. Sbér dat

Ke shromazdéni dat byl pouzit obsahly dotaznik Citajici 95 polozek zamétujici se na klinické a
laboratorni data pacientl s deficitem proteinu TMEM70. Byly dotazovany informace tykajici
se nastupu onemocnéni, kongenitalnich malformaci, postnatalniho priibéhu, riistu a vyvoje,
vysledkll neurologického a kardiologického vySetteni, zobrazeni CNS, postizenich dalSich
organovych systému a poctu metabolickych krizi. Z laboratornich vysledki byla evaluovéana
data z biochemického vySetteni krve a moci, dale vysetieni svalové biopsie a mutacni analyzy
genu TMEM70. Samostatnymi polozkami byly dotazy na chronickou medikaci a 1écbu

metabolickych krizi a déale celkova progndza pacientl. Vyplnéné dotazniky z jednotlivych
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center byly shromédzdény v nasem centru, kde byla data dale v programu Microsoft Office

analyzovana.
3.1.4. Vazano na cil B2) Hyperamonémie u pacientky s deficitem ATP syntazy

3.1.4.1. Pacient

Jedna se o ojedin€lou kazuistiku divky s neobvyklym projevem hyperamonémie v ramci
mitochondridlntho onemocnéni (podobn¢ jako u pacientd s deficitem TMEM?70).
Retrospektivné byla analyzovana klinickd a laboratorni data v pribéhu febrilniho virového
infektu s letdlnim pribéhem. Autoptické ndlezy byly konzistentni s diagnézou Leighova

syndromu.
3.1.5. Vazano na cil C) Vyznam mezinarodnich registri — E-IMD registr

3.1.5.1. Soubor pacientu

Celkem 795 pacientt z 48 metabolickych center zemi Evropské unie, Svycarska, Srbska, Tchaj-
wanu, Japonska, Indie a USA bylo zatfazeno do webového registru E-IMD (European registry
and network for Intoxication type Metabolic Diseases). Registrovani byli pacienti s potvrzenou
diagnézou nékteré z organickych acidurii, tzn. glutarova acidurie typ 1 (GAIl; n=150),
metylmalonova acidurie (MMA; n = 149), propionova acidurie (PA; n=101), isovalerova
acidurie (IVA; n=52), nebo nckteré ze skupiny poruch cykli mocoviny, tzn. deficit
N-acetylglutamat syntdzy (NAGS; n=15), karbamoylfosfat syntetazy 1 (CPS1; n=18),
ornitintranskarbamylazy (OTC, spolu s nositelkami OTC; n = 196), argininsukcinat syntetazy
(ASS; n=61), argininsukcinat lydzy (ASL; n=44) nebo argindzy 1 (ARGI1; n=10) a

syndromu hyperornitinemie—hyperamonémie—homocitrulinurie (HHH; n = 9).

3.1.5.2. Sbér dat

Mezinarodni heslem zabezpeceny registr na webovém rozhrani byl pouzit ke shromdzdéni
udaji tykajicich se klinickych a biochemickych dat zafazenych pacientt (https://www.eimd—
registry.org/). Registr byl konstruovan modularnim zpiisobem a obsahuje prvky spole¢né pro
vSechny organické acidurie a poruchy cyklu mocCoviny, tak také charakteristiky specifické pro
uréita onemocnéni. Moduldrni zplisob umoziluje jak porovnani prvka jednotlivych

onemocnéni, tak také detailni fenotypizaci.
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3.2. Metodika

3.2.1. Izolace mitochondrii ze svalové biopsie

Mitochondrie z bioptickych vzorkt pti¢né pruhovaného svalu byly izolovany z homogenatu dle
standardniho procesu diferenéni centrifugace, ktery je v detailu popsan v (Max 1972). Cerstvé
izolované mitochondrie byly pouzity k ovéfeni enzymatickych aktivit, jinak byl vzorek dale

zamrazen pii — 80 °C pro dalsi analyzy. (Cil Al).
3.2.2. Molekulirné genetické vysetieni

U pacientii s MELAS syndromem byla DNA izolovéana z dostupnych vzorka metodou fenolové
extrakce a pritomnost mutace byla nasledné stanovena technologii PCR-RFLP (polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism — polymerazova fetézova reakce
s pouzitim polymorfismu délky restrikénich fragmentil) ve vSech dostupnych vzorcich, tj.
v krvi, bunikach vlasovych folikuli, uroepitelialnich bunikach a kosternim svalu. Oblast mtDNA
mezi nukleotidy m.3130 a m.3558 byla amplifikovana pomoci PCR (Plain PP Master Mix, Top
Bio, Czech Republic). Po restrikénim stépeni PCR produktd 4pal endonukledzou (Thermo
Scientific, USA), byly vysledné DNA fragmenty separovany na Agilent High Sensitivity DNA
Chipu za pouziti Agilent 2100 Bioanalyzeru. Intenzity jednotlivych restrikénich fragmentt byly
stanoveny za pouziti Agilent 2100 Expert Software pro kazdy vzorek. Hladina heteroplazmie
byla spocitana jako procento intenzity fragmentu korespondujici k mutované mtDNA
molekule. (Cil A1)

3.3. Statistické zpracovani

K vyjadieni miry pfeziti u pacienti s MELAS syndromem a deficitem proteinu TMEM70 byla
pouzita Kaplan-Meierova kiivka. K porovnani miry pteziti mezi skupinou s juvenilni a adultni

formou MELAS syndromu pak byla tato kiivka doplnéna o log-rankovy test.

Rozdily v hladiné¢ heteroplazmie mezi asymptomatickou, oligosymptomatickou a plné
vyjadienou skupinou pacientli byly testovany mnohondsobnou linearni regresi, rozdily mezi
dvéma skupinami pacientii pak Wilcoxonovym parovym testem. Hodnoty p méné nez 0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.

34. Etika

Prace zde obsazena probéhla v souladu s Etickymi zésadami pro lékatsky vyzkum s Gi¢asti
lidskych bytosti (Declaration of Helsinki, World Medical Association) a dale byla schvalena
Etickou komisi VFN a 1. LF UK. Od pacientl byl obdrzen informovany souhlas s tcasti ve

studii 1 k nakladani s jejich vzorky.
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4. Vysledky a diskuze

4.1.  Cil A) Studovat prirozeny prubéh MELAS syndromu (Mitochondridlni
myopatie, Encefalopatie, Laktatova acidéza a iktu podobné prihody —

Stroke-like episodes)

Souvisejici publikace:

Priloha I: Dvorakova V., Kolarova H., Magner M., Tesarova M., Hansikova H., Zeman J,
Honzik T. The phenotypic spectrum of fifty Czech m.3243A>G carriers. Mol Genet Metab,
2016 Aug;118(4):288-95. IF 3,769; Q2, citovano 27x (k 20. 08. 2024)

Priloha 2: Magner M., Honzik T., Tesarova M., Dvorakova V., Hansikova H., Raboch J.,
Zeman J. Psychiatric disturbances in five patients with MELAS syndrome. Psychiatr Pol, 2014
Sep—Oct;48(5):1035-45. IF 0,733; Q4, citovano 7x (k 20.08. 2024)

Priloha 3: Dvorakova V., Tesafova M., Honzik T. MELAS syndrom. /n Ehler E a kol. Vzacna
onemocneni 2. Solen, 2015: 44-56, ISBN:978-80-7471-089-6

Podil autora na préci: klinické vySetfeni pacientt (1, 2, 3), ptiprava databaze pacientlis MELAS
syndromem a zaddvani dat do databaze (2), komplementace a analyza dat (1, 2, 3), pfiprava

manuskriptu (1, 2, 3)

4.1.1. Cil A1) Popsat fenotypové spektrum 50 nositeli mutace m.3243A>G pomoci
vytvoiené databaze MELAS pacienti. Zvlastni pozornost byla vénovana

sekvenci rozvoje klinickych priznaki.

Ackoli je syndrom MELAS popisovan jako multiorganové onemocnéni s pritomnosti iktu
podobnych piihod (SLE), v nasi retrospektivni studii pouze 66 % jedincti zatazenych do studie
mélo pfitomno symptomy asociované s timto syndromem a SLE se manifestovaly jen u méné
neZ poloviny (42 %) z nich. VEk nastupu prvniho symptomu byl od 1 mésice po 47 let véku a
u 52 % pacientl se prvni symptom objevil do véku 16 let (juvenilni forma). Nastup onemocnéni
v détském a dorostovém obdobi ve vice nez 50 % odpovida jiz publikovanym kohortovym
studiim (Chae 2004, Ma 2010, Mancuso 2014). Zajimavosti je velmi brzky nastup onemocnéni
u 3 déti (1 mésic, 6 mésict a 2 roky). VSechny tfi déti mély opozdény casny psychomotoricky

24

MELAS syndromu (Kaufmann 2011).
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NejcastéjSim prvnim prezentujicim symptomem byla myopatie (18 %) nasledovana
CPEO/ptozou a poruchou sluchu, jako druhy piiznak se nejcastéji vyskytovala porucha sluchu
nasledovana SLE. Interval mezi prvnim a druhym symptomem byl 5,0 + 8,3 let (rozmezi 0-28

let), mezi druhym a tfetim symptomem 2 + 6,0 let (rozmezi 0-21 let).

Ctyii pacienti zistali po dobu retrospektivni studie (4-12 let) monosymptomatiéti.
Nejcastéjsimi symptomy ve skupiné nasich pacientii po celou dobu sledovéani byla porucha
sluchu (76 %), myopatie, (56 %) a CPEO (45 %), jejich vyskyt spolu s dalsimi symptomy a
relativnim zastoupenim oligosymptomatického a pln€ vyjadieného fenotypu zobrazuje Graf 1.
Vyskyt jednotlivych ptiznakl s v€kem jejich manifestace zobrazuje Graf 2. PrestoZe se SLE
nikdy nevyskytla jako prvni symptom, pomérné ¢asto byla pfedchdzena migrénami. U 70 %
pacientd s migrénami pozd¢ji probéhla SLE. Sekvence rozvoje jednotlivych pfiznaki spolu se
SLE u jednoho naseho pacienta je zndzornéna na Obr. 19 Ackoli je zdkladni onemocnéni
nevylé€itelné, existuji moznosti terapeutické intervence v ramci probihajicich migrén a SLE.
Tato informace je velmi dilezitd pro moznost zmény pritbéhu onemocnéni, protoze prave

nasledky po probéhlé SLE se podili na klinické deterioraci stavu pacienta.

Za dobu trvani retrospektivni studie byla zaznamenana umrti 11 pacientd ve véku 32,4 £ 17,7
let (rozmezi 9-60) z MELAS asociovanych pfic¢in. Byl pozorovan rozdil v mife pieziti mezi

juvenilni a adultni formou (p = 0,005; Kaplan Meier Graf 3).

Laboratorn€ byla v obdobi klidu ¢astéji pfitomna zvySena hladina laktatu v moci (71 %) nez
v krvi (62 %). Timto se nabizi byt vySetfeni moc¢i lepSim diagnostickym markerem. Hladina
svalovych enzymi se v obdobi metabolické krize zvySovala oproti obdobi klidu (50 % vs. 33
%). U dvou pacientii jsme zachytili stav rhabdomyolyzy, ackoli tento symptom byl u MELAS
syndromu zaznamenan pouze v ojedin€lych ptipadech (Blum 2011, Gabow 1982, Hara 1994,
Hirose 1993, Inoue 2007, Kwon 2003, Lofberg 1998). Z toho diivodu bychom radi zdtraznili
nutnost zahrnuti mitochondridlnich onemocnéni do diferencialni diagnostiky rhabdomyolyzy.
Prestoze byl pfitomny velky pfesah v hladindch heteroplazmie mezi asymptomatickymi a
symptomatickymi pacienty, byla pozorovéana pozitivni korelace mezi hladinou mutované
mtDNA v ur€itych tkénich (uroepitelidlni bunky — UEC, vlasy, krev) a tiZzi onemocnéni, viz

Chyba! Nenalezen zdroj odkaz..

Na zaklad¢ naSich zjisténi lze fici, z2 MELAS syndrom je onemocnéni s velmi variabilnim

prabéhem, kdy kterykoli asociovany symptom muiize byt prezentujici a miize zustat izolovan i
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po velmi dlouhou dobu. Pochopeni pfirozeného pribé¢hu onemocnéni nam umoziuje 1épe

predvidat jeho dalsi pribéh a monitorovat pacienty, ptipadné vcas nastavit adekvatni 1écbu.

PiestoZe je syndrom MELAS povaZovan za multiorganové onemocnéni s vyskytem iktu
podobnych prihod, toto tvrzeni bylo naplnéno u méné nez poloviny jedinci s prevalentni
mutaci. Ve studiu klinického priibéhu onemocnéni byl pozorovan castéjsi vyskyt migrén
pred naslednym rozvojem iktu podobnych prihod, z ¢ehoZ plyne moZnost zahajeni véasné

terapeutické intervence se zabranénim progrese nemoci.

Porucha sluchu 25

CPEO
Ptoza

Myopatie

Krece
M PIné vyjadieny fenotyp

Klinické projevy

Migrény
Iktu podobna prihoda 14
m Oligosymptomaticky
PostiZeni intelektu fenotyp
Deprese Vsichni symptomaticti
. . pacienti
Diabetes mellitus 14
Srdecni postizeni [
GIT dysmotilita
0 5 10 15 20 25

Pocet postizenych pacientu

Graf 1: Vyskyt jednotlivych klinickych ptiznaki za celou dobu sledovani s vyjadienym

relativniho zastoupeni pacientli s plné¢ vyjadienym a oligosymptomatickym fenotypem.

67



VEk (roky)
0 10 20 30 40 50 60
L 1 1 1 1 1

median = 20

p— e

Diabtes melus b | | oo +

CPEO/ptoza
(n=12)

median = 25
— —— |
median = 14
Migrény
o= ol :
median = 15,5

FEORE W N °

median = 16
Krede
(=17 H |

Porucha sluchu
(n=21)

Klinické priznaky

Iktu podobna pfihoda
(n=14)

Graf 2: Znazornéni nejcastéjSich klinickych ptiznakl a veéku, pii kterém se manifestovaly.
Nejcastéji se vyskytujicim klinickym symptomem byla porucha sluchu, nésledovana iktu
podobnymi piihodami, myopatii, poruchou okohybnych svali, diabetem mellitem a

neurologickymi projevy.

CASOVA OSA PRUBEHU ONEMOCNENI

svalova slabost, 1. stroke 2. stroke progrese hypertrofické
Unavnost, distalni polyneuropatie kardiomyopatie (HCM)
nechutenstvi
CPEOQ, neurodegenerace,
ptoza, t&8Zky regres, progrese
dg. MELAS depresivni HCM se srde¢nim
syndrom selhavanim
vék {roky)
I | 1 | ] Il 1 Il Il 1 ] | ] | ] | Il | | |
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T §
0 1 2 3 4 6 7 8 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
5. stroke
[cefalea, epilepsie] [hypacusis| 3. stroke prakticka slepcta
hypertrofie 4. stroke
oplosténi rastové kfivky interventrikularniho septa 1. ataka rhabdomyolyzy

Obr. 19: Casova osa znazorujici postupny vyskyt jednotlivych symptomii typickych pro

syndrom MELAS u chlapce s prevalentni mutaci m.3243A>G s hladinou heteroplazmie 78 %

ve svalu, 57 % v krvi a 70 % ve vlasovych folikulech.

68



100%

90% -
80% -
;5
2 70% . \-\-
o .. . P
© Vsichni 5
S symptomaticti
0% pacienti (n=11/33)
(0 D
veeees Juvenilni forma
(n=9/17) i
O/ Ll b
>0% == == Adultni forma .
(n=2/15) ot
40% T T T T T
1 11 21 31 41 51

Roky preziti od prvniho projevu onemocnéni

Graf 3: Kaplan-Meierova kiivka pfeziti u pacienti s MELAS syndromem
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4.1.2. Cil A2) Charakterizovat psychiatrickou manifestaci pacienti s MELAS

syndromem.

Mitochondrialni onemocnéni predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni, které se manifestuji
v jakémkoli v€ku Sirokym spektrem klinickych symptomil, véetné psychiatrickych poruch.
V nasi retrospektivni studii jsme se zaméfili na pét pacientd s MELAS syndromem, u kterych
se v pribéhu Casu vyvinulo psychiatrické onemocnéni. U Ctyf pacientli byla potvrzena
prevalentni mutace m.3243A>G v MT-TLI, u jednoho pacienta m.12706T>C v MT-ND?5.
Nejcastéjsi psychiatrickou diagnozou byla deprese, ktera byla pfitomna u tii pacientl. Jeden
pacient bez deprese trpel psychotickymi (schizofrenii podobnymi) ptiznaky s halucinacemi a
organickym amnestickym syndromem, druhy pacient poklesem kognitivnich funkci a stavy
zmatenosti. Deprese byla doprovazena uzkosti u jednoho pacienta a organickym
psychosyndromem nebo organickou poruchou osobnosti u dalSich dvou. U jednoho pacienta
deprese pfedchdzela rozvoji iktu podobné piihody. U Ctyt pacientl byl zaznamendn pokles
kognitivnich funkci. Stavy zmatenosti byly pfitomny u tfech pacientli a Casto vyzadovaly
hospitalizaci. Naruseni socidlnich dovednosti bylo evidentni u vsech pacientti. Shrnuti
nejcastéjSich klinickych ptiznaki asociovanych s MELAS syndromem u popisovanych
pacientll viz Tab. 3. Psychiatrickd manifestace viz Tab. 4. Literatura udava vyssi incidenci
psychiatrickych poruch a zejména deprese u pacientti s mitochondridlnim onemocnénim (54 %)
(Mancuso 2013) nez v bézné populaci (15-20 %) (Hirschfeld 2012). Vzhledem k Cetnosti
psychiatrickych poruch v bézné populaci se proto nabizi provedeni metabolického vySetieni
zejména u psychiatrickych pacientl s pfitomnym postizenim dalSich organovych systémi
(myopatie, porucha sluchu atd.). Timto Ize v€asné zah4jit jejich sledovani a vedeni terapie

s moznym zastavenim progrese nemoci a vyskytu iktu podobnych piihod.

Provedenim metabolického vySetfeni u pacientii s psychiatrickym onemocnénim a
pritomnym postiZenim dalSich organovych systémi lze odhalit zakladni mitochondrialni

onemocnéni, zahajit véasnou terapeutickou intervenci a omezit progresi nemoci.
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Tab. 3: Klinicka a laboratorni data péti pacientli s MELAS syndromem

Pacient 1 2 3 4 5
mtDNA mutace 3243A>G 3243A>G 3243A>G 3243A>G 12706T>C
Pohlavi Zena Zena Zena Muz Muz
Vék nastupu onemocnéni 16 53 10 6 18
(roky)

Vék v dobé diagnozy 16 44 47 9 36
(roky)
VEk v dobe publikace 31 Umrtiv 53 | Umitiv 60 19 38
(roky)

. Migrény, . ;o
Prvni symptom vraceni Deprese Myopatie Neprospivani | Porucha sluchu
Rodinna historie Pozitivni Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni
Myopatie + - + + -
Epilepsie - - - + +
Iktu podobna piihoda + - + + +
Externi oftalmoplegie - - + + —
Sensorineurilni ztrata B B n n .
sluchu
Hypertroficka

. . - - + + -
kardiomyopatie
Zvyseni laktatu v krvi

+ - + + +

(>2,25 mmol/l)
MRI/CT zmény + 0 + + +

0 — neprovadéno

72



Tab. 4: Psychiatrické symptomy péti pacientd s MELAS syndromem

Pacient 1 2 3 4 5
mtDNA mutace 3243A>G 3243A>G 3243A>G 3243A>G 12706T>C
VéKk nastupu

psychiatrickych symptomu 29 43 47 13 32
(roky)

Poruc,ha kognitivnich + _ n n n
funkci

Deprese - + - + +
Uzkost - - - - +
Psychotické symptomy + — - - -
Stavy zmatenosti + - + - +
Naruseni srocizilnich N N N N N
dovednosti

Suicidum - + - - -
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4.2. Cil B) Zhodnotit klinicky pribéh dalSich mitochondrialnich onemocnéni
Souvisejici publikace:

Priloha 4: Magner M., Dvorakova V., Tesarova M., Mazurova S., Hansikova H., Zahorec M.,
Brennerova K., Bzduch V., Spiegel R., Horovitz Y., Mandel H., Eminoglu FT., Mayr JA., Koch
J., Martinelli D., Bertini E., Konstantopoulou V., Smet J., Rahman S., Broomfield A.,
Stojanovi¢ V., Dionisi—Vici C., van Coster R., Morava—Kozicz E., Sperl W., Zeman J., Honzik
T. TMEM70 deficiency: long—term outcome of 48 patients. J Inherit Metab Dis, 2015
38(3):417-426. IF 3,541; Q2, citovano 38x (k 20.08.2024)

Priloha 5: Dvorakova V., Magner M., Honzik T. Hyperammonemic crisis in a child with ATP
synthase deficiency caused by mtDNA mutation m.8851T>C. Mol Gen Metab Rep, 2014 Dec
18;2:46. citovano 1x (k 20.08.2024)

Podil na praci: klinické vySetfeni pacientt (4), komplementace a analyza dat ziskanych formou

dotazniku (4), ptiprava manuskriptu (4, 5)

4.2.1. Cil Bl) Detailné analyzovat variabilitu klinickych projevii u 48 pacienti

s deficitem TMEM70 v ramci multicentrické mezinarodni spoluprace

Mutace v genu TMEM70 ustici v deficit ATP syntazy je vzhledem k neustdle navySujicimu se
poctu pacienti jedno z nejcastejSich mitochondridlnich onemocnéni détského véku. Na zéklade
multicentrické mezinarodni spoluprace se podafilo sestavit kohortu pacientt, ktera je diky své
velikosti unikatni a umoziiuje podrobnou fenotypovou charakterizaci spolu se studiem prabehu

onemocnéni, moznosti terapie a hodnoceni klinickych vystupi.

Onemocnéni pacienti s deficitem TMEM?70 se nejCastéji manifestovalo v novorozeneckém
obdobi (41 pacientd, 85 %), ve vétsiné téchto piipadii behem prvniho dne Zivota (33 déti) nebo
béhem prvniho tydne zivota (5 déti). Pozdéjsi zaatek onemocnéni byl dokumentovan u sedmi
déti (15 %), nejzazsi Cas nastupu onemocnéni byl veék dvou let. NejéastéjSimi symptomy na
zaCatku onemocnéni bylo chabé sani, hypotonie, letargie, dechové a srde¢ni selhani, Casto
laboratorné doprovéazené laktatovou acidézou, 3-metylglutakonovou acidurii a hyperamonémii.
U déti s manifestaci v neonatdlnim obdobi byla hyperamonémie dokumentovana ¢astéji (65 %)
nez u déti s pozd¢jsim zacatkem onemocnéni (14 %). V nasledném prubéhu onemocnéni byly
dokumentovany tyto symptomy: opozdéni vyvoje (98 %), hypotonie (95 %), opozdéni riistu
(94 %), nizky vzrist (89 %), neprogresivni kardiomyopatie (89 %), mikrocefalie (71 %),
facialni dysmorfie (66 %), hypospadie (50 % jedinci muzského pohlavi), persistentni plicni
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hypertenze novorozence (22 %) a Wolffitv—Parkinsoniiv—Whitetv syndrom (13 %), viz Graf 5.
Jak je dokumentovano vyse, rozpéti klinickych ptiznakt u pacientt s deficitem TMEM70 je
podobné jako u jinych mitochondridlnich onemocnéni velmi Siroké. Tak jak se rozSifuje zabér
postizenych etnik (plivodné byla mutace popisovana pouze u romské populace), tak se objevuji
1 nové mutace a s nimi odlisny a ¢asto mirn¢js$i prubéh onemocnéni nez v ptvodni tezi o
manifestaci v novorozeneckém obdobi a infaustni prognoéze. Piikladem je osmileta divka z nasi
kohorty, ktera jako slozeny heterozygot prevalentni mutace c¢.317-2A>G a mutace
c.118 119insGT trpi pouze mirnou dyspraxii a atakami myalgie v ndvaznosti na sportovni

aktivitu.

Srdec¢ni postiZeni je pomérné typicky znak pacientl s deficitem TMEM70 (89 %). Nejcastéji
byla dokumentovana hypertrofickd kardiomyopatie (38 déti), ktera vSak ve vétSin¢ ptipad
nebyla progresivni a u 4 déti byl zaznamenan regres nalezu. Dilatacni kardiomyopatie byla
piitomna u dvou déti a perzistujici plicni hypertenze novorozence vyzadujici terapii
sildenafilem a/nebo inhalovaného oxidu dusnatého (iNO) u deseti déti. U péti déti byla

kardiomyopatie odhalena jiz fetalni sonografii.

Limitujicim faktorem stran dal$iho pfeziti a kvality Zivota se u pacientii s deficitem TMEM70
ukazaly byt metabolické krize. Nejcastéji se vyskytovaly v neonatadlnim obdobi, avSak u 24 ze
40 pacienti ptezivSich novorozenecké obdobi se objevily i1 pozdé€ji v zivoté, u 13 znich
dokonce opakovang. Castym spousté¢em bylo dlouhé laénéni, akutni gastroenteritis a akutni
hore¢naté onemocnéni. Po probéhnuti metabolické krize byl u fady déti pozorovan regres ve
Vyvoji, proto rychlé a razantni podani i.v. glukézy a emulze lipidt se ukazalo byt krucidlnim
pro dalsi pribéh onemocnéni. Proto na zdklad¢ naSich zkuSenosti a zkuSenosti ostatnich
metabolickych center zahrnutych ve studii byl navrZzen mozny postup vramci feSeni
metabolickych krizi a uvadéni pacient do anestesie, viz Tab. 5. S rostoucim vékem pacientli
se jiz metabolické krize vyskytovaly méné Casto a spolu s tim byla pozorovana tendence ke

stabilizaci onemocnéni a tim i neurologického postizeni.

Z biochemickych ukazateli byla u pacienti v dobé manifestace onemocnéni a obdobi
metabolickych krizi pozorovana zejména zvySena hladina laktatu v krvi (az 32,8 mmol/l;
kontroly < 2,1), hyperamonémie (az 900 umol/l; kontroly < 100 u novorozenct, < 60 u starSich
pacientll), hyperalaninémie (az 7 178 pmol/l; kontroly < 500), hyperurikémie (az 981 umol/l,

kontroly <420) a 3—metylglutakonova acidurie (az 504 mmol/mol kreatininu; kontroly < 15)
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Casto doprovazena zvySenou exkreci 2—-hydroxyglutaratu (az 1 147 mmol/mol kreatininu). U

¢asti pacientll byla pfitomna také iontova dysbalance a hypo/hyperglykémie.

Desetileté¢ preziti souboru pacientli bylo 63 %. Kritickym obdobim stran pfeziti byl
novorozenecky veék, kdy zemielo osm pacientii. Déti s neonatalni manifestaci, které dovrsily
péti let véku, jiz nezemiely a pacienti s pozdéjSim zacatkem onemocnéni také dal ziji.
Vzhledem k velkému vyznamu metabolickych krizi na progndze a moZnosti pieziti pacienti je
nutnd akcentace pravidelného méfeni hladiny amoniaku v krvi, zejména v dob¢ akutnich

infektl a dalsich stresovych zatézi pro organismus.

Deficit proteinu TMEM70 je panetnické multisystémové onemocnéni s variabilnim
pribéhem zavislym zejména na adekvatnim FeSeni hyperamonemické Kkrize

v neonatalnim obdobi a ¢asném détstvi.

Vyskyt klinickych pfiznakd u pacientl s deficitem TMEM70

Opakované zvraceni (10/39)
Kardiomyopatie (40/45)

Nizky vzrist (34/38)

Neprospivani (33/35)

Metabolicka krize (41/44)

Opozdény psychomotoricky vyvoj (39/40)
Hypotonie (40/42)
Hypospadie u chlapcti (13/26)

Dysmorfie (27/41)

Mikrocefalie (29/41)

PPHN (10/45)

Pulmonalni stendza (7/45)

Respira¢ni selhani v novorozeneckém véku (26/48)
Prematurita (36/48)
Oligo/Anhydramnion (14/35)

IUGR (20/43)

Klinické pfiznaky (# postiZzenych pacientd)

o
[uny
o
N
o

30 40 50 60 70 80

PostiZeni pacienti (%)

Y]
o

100

Graf 5: Vyskyt nejcastéjSich symptomid u pacientl s diagnézou deficitu TMEM70
Zkratky: PPHN perzistujici plicni hypertenze novorozence; IUGR intrauterinni rtstova

restrikce (intrauterine growth restriction)
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Tab. 5: Navrhy terapeutickych postupii v ramci feSeni metabolické krize a uvadéni pacientd s

deficitem TMEM70 do celkové anestezie

Akutni postupy Celkova Metabolicka krize, Poznamky
anestezie urgentni operace
Planované  Normalni Hyper—
procedury  amonémie  amonémic
Zastavit pfijem proteint Ne Ne Ano Maximaln¢ 24 (—48) hodin
Podat glukézu i.v., kazdé 3 hodiny Ano® Ano Ano Inicialné podat pouze 2/3 k véku
monitorovat hladinu glukozy stanovené davky*
Casné zahdjit podani emulze lipida  Ne® Ano Ano Snizit vysokou davku lipidd po 48
v davce az 3,5 g/kg/den (=72) hodinach, denn¢ monitorovat
hladinu triglycerida®
Zvazit terapii scavengerem Ano” Ne Ano Doporuceno standardni davkovani®.
amoniaku, L—argininem Mimotélni detoxifikace by méla byt
nebo dokonce zahajena, pokud hladina amoniaku v
N-karbamylglutamatem, v krvi pfesdhne 400-500 pmol/1" nebo
zavislosti na hladiné amoniaku pokud neni pfitomna adekvatni
odpovéd’ na lécbu po 3—6 hodinach
Upravit acidozu podanim Ano” Ano Ano Je preferovano kontinualni podavani

bikarbonatu i.v.

infaze
Nutné zajistit presné davkovani dle
stavu acidobazické rovnovahy

§ zadné la¢néni, nahradit stravu podanim 10% glukdzy intravendzné spolu s odpovidajicim mnozstvim elektrolytt v davce

8-10 mg/kg/min pro novorozence a kojence
6—7 mg/kg/min pro déti

4-5 mg/kg/min pro adolescenty

3—4 mg/kg/min pro dospélé

Infuze by méla byt ponechana po celou dobu operace. Infizi je mozné prerusit az ve chvili, kdy dité zacne tolerovat stravu.

£ dle nasich zkuSenosti jsou pacienti s deficitem TMEM70 extrémné nachylni k rozvoji hyperglykemie v ramci probihajici metabolické
krize (dokonce i pfi odpovidajicim ptivodu glukoézy). Pacienti jsou také velmi citlivi na rychlé zvyseni hladiny inzulinu a laktatu pfi terapii
inzulinem. V tomto aspektu pacienti s deficitem TMEM70 imituji pacienty s metylmalonovou a propionovou acidurii.

A pro déle trvajici chirurgické operace muze byt zvazeno podani emulze lipid intravendzné (1 az 2 g/kg/den i.v.)

Y v pribéhu akutni metabolické krize je pfitomna vyborna tolerance vysokého ptivodu lipidl, coz pomaha zastavit katabolismus a
podporovat anabolismus (vét§inou v ptipadech kdy je problémem intolerance glukozy).
“ pokud je zabezpecen adekvatni pfisun glukozy, neni u stabilnich pacienti podstupujicich planované zakroky asty vyskyt hyperamonémie
a/nebo metabolické acidozy. U pacienti s chronickou alkaliniza¢ni terapii by méla byt glukéza intravendzné dopliovana.

Q davky stanovené u pacientl s poruchami cyklu mocoviny a organickymi aciduriemi

Y u starsich déti a dospé&lych by hemodiafiltrace méla byt zvdzena ¢asné&ji (>200-250 umol/1) (Haberle 2012).
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4.2.2. Cil B2) Zdiraznit vyznam hyperamonémie u pacienta se vzacnou poruchou

funkce ATP syntazy zptusobenou mutaci m.8851T>C v mitochondriilni DNA.

V kratkém sdéleni je prezentovana divka sledovana v nasem metabolickém centru pro
mitochondrialni onemocnéni zpisobené mutaci m.8851T>C v MTATP6. Mutace Usti deficit
ATP syntdzy a u divky se onemocnéni projevovalo psychomotorickym opozdénim,
mikrocefalii, ataxii, epilepsii a Leighovym syndromem. Ve véku 5,5 let byla pfijata pro poruchu
védomi pii probihajici virové infekci. Klinicky pribéh onemocnéni viz Obr. 20.
V biochemickém vySetieni byl pfitomen nalez metabolické acidézy (deficit bazi 15,1 mmol/l,
norma +2), zvySené hladiny kreatinkindzy (14,76 pkat/l, norma < 2,27), amoniaku (269 pmol/l,
norma < 60) a v likvoru také laktatu (7,23 mmol/l, norma <2,1). Pravé zvySend hladina
amoniaku ¢ini tento nalez zajimavym. Hyperamonémie neni u mitochondrialnich onemocnéni
az na deficit TMEM70 castym ndlezem a byla dosud publikovana v ojedinélych piipadech.
Pfestoze u divky byla vc€as zahijena terapie infusnim podanim glukoézy a bikarbonatu
s ndslednou normalizaci biochemickych parametri v¢etné hladiny amoniaku, divka po
10 dnech zakladnimu onemocnéni podlehla. Autopsii byl prokédzan otok mozku a nalezy

korespondujici diagndze Leighova syndromu.

PiestoZe je hyperamonémie u pacienti s mitochondrialnim onemocnénim ojedinélym
nalezem, je nutné na vySetfeni hladiny amoniaku pamatovat, a to zejména pri jakémkoli
akutnim zhorSeni stavu. Mutace m.8851T>C rozsifuje diferencialni diagnostiku

hyperamonémie o dalsi diagnézu z Fad mitochondridlnich onemocnéni.

hypotonie, ztrata
socialniho usmévu

fyziologicky opozdéni vyvoje, ataxie, Leightv hyperamqne_mické krize
novorozenec ztrata zraku a sluchu syndrom pfi febrilnim infektu, smrt
| | | | |
| | [ | | [ [ | |
0 M 1 2 3 4 5 5,5 [roky]
BE -4 mmol/l, laktat 2,7 BE -15,1 mmol/l,
mmol/l CSF-laktat 7,23 mmol/l,
CK 14,76 pkat/l, amoniak
269 pmol/l

Obr. 20: Sekvence ptiznakl u divky s deficitem ATP syntazy pii mutaci m.8851T>C. Zkratky:
M mésic; BE base excess; CSF cerebrospinal fluid; CK kreatinkindza
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4.3. Cil C) Demonstrovat vyznam mezinarodnich registric pri posuzovani
prirozeného priubéhu onemocnéni u pacienti trpicich vybranymi vzacnymi

dédi¢nymi poruchami metabolismu.

Souvisejici publikace:

Priloha 6: Kolker S., Garcia—Cazorla A., Valayannopoulos V., Lund AM., Burlina AB., Sykut—
Cegielska J., Wijburg FA., Teles EL., Zeman J., Dionisi—Vici C., Bari¢ 1., Karall D.,
Augoustides—Savvopoulou P., Aksglaede L., Arnoux JB., Avram P., Baumgartner MR.,
Blasco—Alonso J., Chabrol B., Chakrapani A., Chapman K., I Saladelafont EC., Couce ML., de
Meirleir L., Dobbelaere D., Dvorakova V., Furlan F., Gleich F., Gradowska W., Griinewald
S., Jalan A., Hiberle J., Haege G., Lachmann R., Laemmle A., Langereis E., de Lonlay P.,
Martinelli D., Matsumoto S., Miihlhausen C., de Baulny HO., Ortez C., Pefia—Quintana L.,
Ramadza DP., Rodrigues E., Scholl-Biirgi S., Sokal E., Staufner C., Summar ML., Thompson
N., Vara R., Pinera IV., Walter JH., Williams M., Burgard P. The phenotypic spectrum of
organic acidurias and urea cycle disorders. Part 1: the initial presentation. J Inherit Metab Dis.

2015 38(6):1041-57. IF 3,541; Q2, citovano 163x (k 20.08.2024)

Podil na praci: klinické vySetfeni pacientli, zadavani a aktualizace dat 38 Ceskych pacientt

registrovanych ve webovém registru.

Spektrum klinickych symptom u pacientt trpicich organickymi aciduriemi (OA) a poruchami
cyklu mocoviny (urea cycle disorder — UCD) je velmi variabilni. Pro akumulaci
nemetabolizovanych toxickych produkti s naslednym ireverzibilnim postizenim zejména
nervového systému je u téchto pacientll nezbytnd, pokud mozno co nejcasnéjsi diagnostika a

léc¢ba.

S cilem vytvofeni diagnostickych a lé¢ebnych postupl a poskytnuti mediciny zaloZené na
ditkazech byl konsorciem E-IMD (European registry and network for Intoxication type
Metabolic Diseases) v roce 2011 vytvofen pacientsky registr na webovém rozhrani. V dobé
publikace byla do registru zanesena klinicka a laboratorni data 452 pacientd s organickou
acidurii a 343 pacientil s poruchou cyklu mocoviny, z toho 38 pacientl sledovanych na nasem
pracovisti. Z celkového poctu 795 jedincti bylo 69 % symptomatickych. NejcastéjSimi
klinickymi jednotkami byl deficit ornitintranskarbamylazy (OTC; n = 196), glutarova acidurie
1. typu (GAT1; n = 150), metylmalonova acidurie (MMA; n = 149) a propionova acidurie (PA;
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n = 101). VE&k néstupu prvnich klinickych ptiznakl sahal od pfevazné novorozeneckého obdobi

(MMA, PA, IVA) po kojenecky az dospély vek, tzv. late-onset (GA1, OTC) viz Graf 6.

Vékovy medidn pti diagnéze byl 30 dni u pacientti s OA a 362 dni u pacientt s poruchou cyklu
mocoviny. VétSina symptomatickych pacient se manifestovala akutni metabolickou krizi
(75 %; pacienti s klasickou OA/UCD) nebo akutni encefalopatickou krizi (9 %; pacienti
s GA1). Spektrum klinickych ptiznaki pfi inicidlni metabolické krizi viz Tab. 6. Zaludnosti
metabolické krize v novorozeneckém obdobi je Casto bezptiznakovy interval n¢kolika dni, po
kterém nasleduje klinicky obraz imitujici sepsi. K rozvoji metabolické krize doslo u 40 %
(n = 220) pacientti v novorozeneckém veéku, ptesto se prekvapive vysoké procento pacienti (60
%; n=328) zejména s poruchou cyklu mocoviny manifestovalo metabolickou krizi nebo
jinymi symptomy az po tomto obdobi. Toto zjiSténi mize byt vysvétleno vysokou mortalitou
pacienti s poruchou cyklu mo¢oviny prezentujici se sepsi-imitujici obrazem v novorozeneckém
obdobi, ktefi nestihli byt diagnostikovani. Klinickd manifestace u tzv. late-onset pacientl viz
Tab. 7. Symptomaticti pacienti, u kterych neprobéhla metabolickd krize (16 %; n=85) se
nejCastéji prezentovali poruchou hybnosti, poruchou vyvoje intelektu, epilepsii a pouze u
pacientd s poruchou cyklu mocoviny psychiatrickym onemocnénim. U Zen ptenasecek OTC
bylo ¢asto pozorovano jaterni postizeni (elevace jaternich enzymu, hepatomegalie az jaterni
selhani). VySe uvedené symptomy maji Siroké spektrum diferencidlni diagnostiky, coz casto
opozd'uje stanoveni spravné diagndzy, nebo vede az k poddiagnostikovanosti. Mozny
intrauterinni vliv onemocnéni byl pozorovan u pacienti s MMA (nizkd porodni hmotnost) a

s GA1 (makrocefalie).

V biochemickém vySetfeni byly zaznamenany rozdily v hladiné amoniaku a standardniho
bikarbonatu. Pacienti s MMA, PA a deficitem OTC ktefi se manifestovali v novorozeneckém
véku méli vyssi hladiny amoniaku oproti pacientim s pozdéj$im zacatkem onemocnéni.
Naproti tomu tzv. late-onset pacienti s MMA a PA méli vyraznéjsi pokles standardniho
bikarbonatu. Vyssi hladina amoniaku u pacientli s casnym nastupem ptiznakt zda se koreluje

s nizkou rezidualni enzymatickou aktivitou a tim 1 tizi onemocnéni.

Klinicka prezentace u pacientii s OA a poruchami cyklu mocoviny je velmi rozdilna a
casto nespecificka, coZ zejména u pacienti se sepsi imitujici neonatalni Kkrizi a tzv. late-
onset manifestaci znesnadiiuje diagnostiku a miiZe byt pri¢inou umrti z opozdéné az

nepodané 1écby.
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Graf 6: V¢k néastupu prvnich klinickych ptiznakt

Vek nastupu prvnich klinickych ptiznakli u pacientt s OA (a), poruchami cyklu mocoviny
mimo zeny s OTC (b) a zen s OTC (c). Pacienti s NAGS a HHH syndromem byli vylouceni
z této analyzy z dlivodu malého poctu jedincii v téchto skupinach. Vékovy medidn (Q1; Q3) pfi
nastupu prvnich symptomt byl u jednotlivych diagnoéz (ve dnech): MMA: 21 (3;210),
PA: 14 (4; 90), IVA: 8 (5; 465), GA1: 300 (145; 428), deficit CPS1: 4 (3; 26), deficit ASS: 3
(2; 18), deficit ASL: 3 (2; 10), deficit ARGI1: 2 190 (34; —), muzi s OTC deficitem: 315
(7; 1 283), zeny s OTC deficitem: 690 (363; 1 345). Krouzky, odlehl¢ hodnoty; hvézdicky,
extrémni hodnoty; vyska boxplotu: interkvartilové rozpéti (IQR); horni hranice boxplotu: Q3;
dolni hranice boxplotu: Q1; tlusta ¢ara uvnit boxplotu: median; linie vychazejici z dolni ¢asti
boxplotu: nejnizsi tdaj 1,5 IQR spodniho kvartilu; linie vychazejici z horni ¢asti boxplotu:
nejvyssi udaj 1,5 IQR horniho kvartilu; odlehlé hodnoty: vzdalenost ke Q1 nebo Q3 respektive
> 1,5 a < 3 nasobek IQR; extrémni hodnoty: vzdalenost ke Q1 nebo Q3 respektive > 3 ndsobek
IQR.
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5. Zavéry a praktické dopady studie

Mitochondrialni onemocnéni zahrnuji velmi Siroké spektrum ptiznak a klinickych syndrom,
které ¢asto neumoziuji snadné a rychlé stanoveni diagnozy. Praveé studiem ptirozeného pribéhu
jednotlivych onemocnéni spolu s analyzou moznych predisponujicich faktori Ize ocekavat
lepsi pochopeni nemoci a zkvalitnéni péce o postizené pacienty. Pfestoze primarni prevence
neni u vétSiny nemoci vzhledem k mitochondrialni dédi¢nosti mozna, Ize metody asistované
reprodukce pouzit do doby, nez nové experimentalni genové technologie budou uvedeny do

klinické praxe.

Konkrétnimi prinosy prace jsou:

e Pacienti s MELAS syndromem c¢astéji vykazuji oligosymptomatickou formu onemocnéni
bez projevil stroke-like episody, nicméné pokud se objevi migrenosni bolesti hlavy, lze

ocekavat nastup iktu podobné piihody a stav vyzaduje nasazeni adekvatni terapie.

4

e Psychiatrické postizeni je u pacientii s MELAS syndromem s vyssi frekvenci nez v bézné
populaci, proto je potieba u pacienti s témito obtizemi v rdmci diferencialni diagnostiky na

tuto moznost pomyslet.

e Dle vysledkl nasi studie se ukazuje, Ze adekvatni terapie metabolickych krizi je daleko
kriti¢t&jim prognostickym faktorem neZ etnické pozadi nebo typ mutace TMEM70. Radng&
vedena terapie metabolickych krizi je dulezita také stran dalSiho vyvoje onemocnéni,
protoze u pacientii bez akutnich dekompenzaci je onemocnéni viceméné¢ stabilni. Z téchto
divoda byl navrZzen mozny postup v ramci feSeni metabolickych krizi a uvadéni pacientl

do anestesie.

o Kazuistika divky s deficitem ATP syntizy rozSifuje diferencidlni diagnostiku

mitochondrialnich onemocnéni s projevy hyperamonémie.

e Diky nadnérodni spolupréci bylo mozné stanovit fenotyp, pribéh a prognézu onemocnéni
u celkem 452 pacientll s organickymi aciduriemi a 343 pacientli s poruchou cyklu
mocoviny. Na podkladé¢ dat z metabolickych center bylo nésledné mozné pfiipravit

doporucené postupy stran dalsiho sledovani a terapie téchto pacienti.
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Dvotadkova V., Magner M., Tesafova M., Honzik T.: Klinicka a laboratorni charakteristika

pacientiit s MELAS syndromem, ocenéno 1. mistem v sekci postgradudlni, klinicka

Nadacni fond Scientia: Cena za nejlepsi védeckou praci studentii 1. 1¢kaiské fakulty Univerzity
Karlovy publikované v roce 2016:

Dvorakova V., Kolarova H., Magner M., Tesarova M., Hansikova H., Zeman J, Honzik T. The
phenotypic spectrum of fifty Czech m.3243A>G carriers. Mol Genet Metab, 2016
Aug;118(4):288-95, ocenéno 2. mistem v kategorii postgradualni student
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