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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 pribeéhu vybranych mitochondrialnich
onemocnéni, charakteristika rozvoje jednotlivych symptomtl, 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 pacient

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 rozsiteni diferencidlné—diagnostickych rozvah. Piestoze se jednd o onemocnéni
obtizné 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.



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.
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1. Uvod

Vzéacna onemocnéni predstavuji rozsdhlou skupinu klinickych entit, jejichz vyskyt v populaci
je méné nez 5 z 10 000 obyvatel. V Evropé je postizeno témito onemocnénimi 27-36 milioni
lidi (Rodwell 2014) a tato skupina celkové zahrnuje asi 8 tisic klinickych jednotek
(www.orpha.net). Jsou zde zatazena Cetna geneticky podminéna onemocnéni, dédi¢né poruchy
metabolismu, vzacné zhoubné nddory a imunodeficity a vSechny malignity détského véku.
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. Snahou této prace je studium klinického spektra vybranych
mitochondrialnich onemocnéni s diirazem na rozvoj jednotlivych piiznak v Case. Ziskana data
jsou zésadni pro moznosti optimalizace a individualizace dispenzarni péce a tim i preventivniho
ovlivnéni onemocnéni. V praci byla vyzdvihnuta i uloha registri pfi studiu vzacnych

onemocnéni — konkrétné pacientt s intoxika¢nim typem poruchy metabolismu.

1.1. Mitochondrialni onemocnéni

Mitochondrialni onemocnéni piedstavuji 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 energetick¢ého metabolismu
jsou nejcastéji postizeny organy s vysokymi energetickymi naroky (mozek, smyslova ustroji,
srdce, kosterni sval) (Wallace 1999), viz Obr. 1. Nekteré poruchy jsou typické postizenim vice
organovych systémd, jako je tomu napf. u nejcastéjSiho mitochondridlniho onemocnéni
syndromu mitochondridlni myopatie, encefalopatie, laktatové acidézy a iktu podobnych piihod
(MELAS) (Manwaring 2007). Druhym pdlem je pak postizeni pouze jednoho organu u
Leberovy hereditarni optické neuropatie (LHON) (Yu-Wai-Man 1993). Ptfestoze ma priib¢h

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

V soucasné dob¢ je znamo pres 400 mitochondridlnich onemocnéni na podkladé mutaci v
jaderné 1 mitochondridlni DNA (Stenton 2021). Dle mista vzniku mutace muze byt dédi¢nost
onemocnéni materndlni, autosomalni i gonosomalni. U dospélych pacientli 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
bodové mutace v jaderné DNA a maternalni dédi¢nost se vyskytuje pouze u cca 25 % déti

(Thorburn 2004). Vzhledem k charakteru maternalni dédi¢nosti neni obsah genetické informace



ulozené¢ v mitochondriich v kazdé bunce identicky. V pribéhu bunééného déleni jsou
mitochondrie nahodné segregovany do dcetfinych bunck. Mitochondridlni DNA je tak mezi
nové builky distribuovana zcela nahodn€¢ a dochédzi tak i1 k nerovnomérnému rozdéleni
mutované DNA. Smés mutované a nemutované (wild-type) molekuly mtDNA v buiice se
nazyva heteroplazmie (Holt 1990). Hladina mutované mtDNA se miize liSit mezi jednotlivymi
tkdnémi a organy u jedné osoby 1 v ramci jedné rodiny a je pti¢inou rozmanitého klinického

obrazu, viz Obr. 2.

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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Obr. 1: Klinicka heterogenita symptomt mitochondridlnich onemocnéni (pfevzato a upraveno
z http://www.childneurologyfoundation.org/disorders/mitochondrial-diseases/; Johns

D.r:1995)
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Obr. 2: 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 mirné bilateralni ptoza, jeji dit€ ma jiz vSak ptozu vyznamnou a
jednostrannou. Na fotografii vpravo je patrné zhorSovani onemocnéni v generacich.

Cerné je znaGena hladina heteroplazmie v krvi, ervené ve svalu. Odstin Sedi odrazi tiZi obtizi
(od nejsvétlejsi — mirné obtize, po nejtmavsi — nejtézsi). Hladina heteroplazmie u této rodiny
nekoreluje s tizi obtizi. Rodokmen a fotografie zaptjceny prof. MUDr. Jifim Zemanem, DrSc.

Publikovéno se souhlasem pacientti.



1.2. Klinické projevy mitochondridlnich onemocnéni

Klinickd manifestace mitochondridlnich onemocnéni je velmi heterogenni a nejcastéji jsou
postiZeny organy s vysokymi naroky na produkci energie. U n¢kterych onemocnéni dochazi ke
specifickému postizeni jednoho orgdnu (napt. Leberova hereditarni atrofie optiku, LHON),
avsak Castéjsi je postizeni vice organovych systémil tvorici specificky klinicky obraz zahrnuty
pod pojmenovany syndrom. Piehled nej¢astéjSich mitochondridlnich syndromii udava Tab. 1.

Typické spektrum fenotypovych projevil u pacientii s deficitem TMEM70 ukazuje Obr. 3.

Vyskyt neuropsychiatrickych projevii je v dospélé populaci pacientd s mitochondridlnim
onemocnénim udavan v 60-70 % (Fattal 2007, Mancuso 2013), na rozdil od jinak zdravé
populace, kde je zachycen v cca 20-30 % (Inczedy-Farkas 2012, Mancuso 2013). Patrny znacny
rozdil potvrzuje vyznamny dopad dysfunkce produkce ATP na funkci CNS. NejcastéjSimi
popisovanymi projevy je deprese ptfitomnd u 28 % pacientli v kohortové studii s MELAS
syndromem (de Laat 2012) a v 54 % ve skupiné pacientli s mitochondrialnim 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).

Nalez hyperamonémie je typickym projevem dédi¢nych poruch metabolismus z okruhu poruch
cyklu mocoviny, organickych acidurii a beta oxidace mastnych kyselin s dlouhym fetézcem,
nicmén¢ je velmi neobvykly u pacientii s mitochondridlnim onemocnénim (Ribas 2022). Byl
jiz opakované popsan u pacientl s deficitem TMEM?70 a dale pouze v ojedinélych kazuistikach
pacientll s mitochondridlnim onemocnénim. Dle naseho nézoru je jeho podkladem kriticky
nedostatek ATP pro enzym karbamoylfosfat syntetdzu pti deficitu ATP syntazy komplexu
oxidativni fosforylace v obdobi katabolismu. Bez ATP nemize CPS detoxifikovat amoniak,
dochdzi k jeho hromadéni a projeviim jeho neurotoxicity. Terapeuticky lze tento proces
castecné ovlivnit infuzni terapii se zvySenym piijmem glukézy a lipidi a podanim latek
snizujicich hladinu amonémie. Zasadnim ukolem je prevence rozvoje katabolismu pomoci
frekventni stravy, podavani alkaliniza¢nich roztoki a suplementace L-karnitinem, koenzymem

Q ¢i riboflavinem,



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

large-scale mitochondrial DNA deletion

., Molekularni e, Hlavni postiZené
Onemocnéni . . Klinické projevy i
etiologie organy
Mitochondrialni
myopatie, e e . . ,
. Nejcastéji Stroke-like epizody, Kosterni
encefalopatie, o .
o m.3243A>G MT-TL1 | epilepsie, encefalopatie, | svalstvo, mozek,
laktatova acidoza, . o
. . v mtDNA myopatie, neprospivani srdce
stroke-like epizody
(MELAS)
Maternalné dédi¢ny Sensorineuralni Sluch,
diabetes mellitus a m.3243A>G MT-TL1 hluchota, diabetes, endokrinni
hluchota (MIDD) myopatie, zacpa pankreas
Myoklonické 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 . L. L
o m.8993T>G MT- ataxie, kiece, kognitivni ..
retinitis pigmentosa Mozek, o€i
ATP6 poruchy,
(NARP) R
sensorimotoricka
neuropatie
m.3460G>A MT-
_ Akutni/subakutni ztrata
Leberova hereditarni NDI, m.11778G>A
L ] zraku, ztrata zrakové ..
opticka neuropatie MT-NDA4, i Oc¢i
ostrosti, atrofie n.
(LHON) m.14484T>C MT- .
opticus
ND6
Laktatova acidoza,
Bodové mutace v o .| Mozek, kosterni
neprospivani, myopatie, .
. mtDNA a/nebo ) o L svalstvo, o¢i,
Leightiv syndrom . bilateralni symetrické o )
nDNA genech, jako . i o periferni nervovy
, 1éze v oblasti bazélnich )
je SURF1 . systém
ganglii
CPEO, pigmentova )
i . o ) ) Kosterni
Kearnstiv-Sayretiv Rozsahla delece retinopatie, poruchy
o svalstvo, mozek,
syndrom (KSS) mtDNA (SLSMD) srde¢niho rytmu, ..
) ) ) srdce, oCi
diabetes mellitus, ataxie
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Sideroblasticka anémie, Kostni dfen,

Pearsontv syndrom SLSMD pancytopenie, porucha exokrinni
(PS) exokrinniho pankreatu, | pankreas, jatra,

laktatova acidoza ledviny, mozek
Chronické progresivni

. , Pt6za, mirnd proximalni .
externi oftalmoplegie SLSMD ) Kosterni svalstvo
svalova slabost

(CPEO)
IUGR, neprospivant,
encefalopatie, myopatie,
opozdéni )
] ) . ) Kosterni
Deficit proteinu Mutace v jaderném psychomotorického
] svalstvo, mozek,
TMEM70 genu TMEM70 vyvoje, hypertroficka q
srdce
kardiomyopatie,

3-methylglutakonova

acidurie

Obr. 3: Spektrum fenotypovych projevii u pacientti s deficitem TMEM70: A) Novorozenec
s deficitem TMEM70 s typickymi dysmorfickymi rysy v obliceji (prominujici Celo, Siroky
kotfen 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 rodicti)
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2.1.

2.2.

2.3.

Cile prace

A) Studovat prirozeny priibéh a preventivni aspekty MELAS syndromu
(Mitochondrialni myopatie, Encefalopatie, Laktatova acidéoza a iktu
podobné prihody — Stroke-like episodes).

AT) Popsat fenotypové spektrum nositeldl prevalentni mutace m.3243A>G v MT-TL1

se zamétenim na charakterizaci ¢asové posloupnosti klinickych ptiznak.

A2) Charakterizovat psychiatrickou manifestaci pacienti s MELAS syndromem.

B) Zhodnotit klinicky pribéh dalSich mitochondridlnich onemocnéni s
rizikem rozvoje hyperamonémie vyZadujici véasnou terapii.

B1) Detailné¢ analyzovat variabilitu klinickych projevii a riziko hyperamonémie u
48 pacientt s deficitem TMEM?70 v ramci multicentrické mezindrodni spoluprace.

B2) Zdtraznit vyznam hyperamonémie u pacientky se vzacnou poruchou funkce ATP

syntazy zplsobenou mutaci m.8851T>C v mitochondridlni DNA.

C) Demonstrovat vyznam mezinarodnich registriic pii posuzovani
prirozeného priubéhu onemocnéni u pacientii trpicich vybranymi vzacnymi

dédi¢nymi poruchami metabolismu.
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3. Material a metodika

Detailni popis pouzitych materidli a metod je uveden v disertacni praci a v jednotlivych

originalnich ¢lancich.
3.1. Material

3.1.1. Vazano na cil A1) Pfirozeny prubéh a preventivni aspekty MELAS syndromu

Do retrospektivni studie tykajici se klinického pribéhu a sekvence nasledné se vyskytujicich
priznaki bylo zahrnuto 50 Ceskych pacientl, u nichz byla diagnostikovéana prevalentni mutace
m.3243A>G v genu MT7-TLI. Tato kohorta zahrnovala 17 jedinci muzského pohlavi a
33 jedinct Zenského pohlavi z 22 vzajemné nepiibuznych rodin. Za G¢elem zpracovani dat byla
sestavena databaze pacienti zahrnujici klinicka a laboratorni data vcetné vysledkti molekularné
genetickych vySetfeni. K zdkladnimu biochemickému i metabolickému vysetieni byly vyuzity
vzorky krve, mo¢i a likvoru, pii zadavani dat bylo rozliSovéano, zda odbér probéehl pii pravidelné
kontrole pacienta, nebo v obdobi metabolické krize. Hladina heteroplazmie byla stanovovana
v krvi, buitkdch vlasovych folikuli, bukalnich buiikach, bunkach kosterniho svalu a

urotelialnich bunkach.

3.1.2. Vazano na cil A2) Psychiatricka manifestace pacienti s MELAS syndromem

Do retrospektivni studie bylo zahrnuto pét pacientl ze Ctyt rodin ve véku 17 az 53 let (3 Zeny
a 2 muzi. U 4 pacientl 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 TMEM?70

Data pacientii s deficitem proteinu TMEM70 z 11 center ve svété byla ziskdna formou
obsahlého dotazniku, tykajiciho se klinickych a laboratornich dat pacientii. Celkem bylo do
studie zatfazeno 48 pacientil (26 chlapcii a 22 divek). 27 déti bylo romského etnika s prevalentni
mutaci ¢.317-2A>G v homozygotnim stavu. U 3 pacientd byla diagnostikovdna dosud

nepopsana mutace. Konsangvinita byla zaznamenéana u 20 rodin.
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3.1.4. Vazano na cil B2) Hyperamonémie u pacientky s deficitem ATP syntazy

Jedna se o kazuistiku divky sneobvyklym projevem hyperamonémie v ramci
mitochondridlniho onemocnéni. Retrospektivné byla analyzovéana klinicka a laboratorni data

v pritbéhu febrilniho virového infektu s letadlnim pribehem.

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

Celkem 795 pacientli z 48 metabolickych center bylo zafazeno 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. glutarové acidurie typ 1,
metylmalonové acidurie, propionova acidurie, isovalerova acidurie, nebo nékteré ze skupiny
poruch cykli mocoviny a syndromu hyperornitinemie—hyperamonémie—homocitrulinurie. Ke

shromazdéni dat byl pouzit registr na webovém rozhrani tykajici se klinickych a biochemickych.
3.2. Metodika

3.2.1. Izolace mitochondrii ze svalové biopsie

Mitochondrie z bioptickych vzorkt pticné pruhovaného svalu byly izolovany z homogenatu dle
standardniho procesu. Cerstvé izolované mitochondrie byly pouzity k ovéfeni enzymatickych

aktivit, jinak byl vzorek dale zamrazen pti — 80 °C pro dalsi analyzy. (Cil A1).

3.2.2. Molekularné genetické vySetieni

U pacientd s MELAS syndromem byla DNA izolovana z dostupnych vzorkti metodou fenolové
extrakce a pfitomnost mutace byla nasledn¢ stanovena technologii PCR—RFLP ve vSech
dostupnych vzorcich. Hladina heteroplazmie byla spocitana jako procento intenzity fragmentu

korespondujici k mutované mtDNA molekule. (Cil Al).

3.3. Statistické zpracovani

K vyjadieni miry preziti u pacient s MELAS syndromem a deficitem proteinu TMEM70 byla
pouzita Kaplan-Meierova kiivka. K porovnani miry pfeziti 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.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Cil A) Studovat prirozeny pribéh MELAS syndromu (Mitochondridlni
myopatie, Encefalopatie, Laktatova acid6za a iktu podobné piihody —

Stroke-like episodes)

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

rozvoje klinickych priznaki.

Prestoze je syndrom MELAS popisovan jako multiorgdnové onemocnéni s ptfitomnosti iktu
podobnych ptihod (SLE), v nasi retrospektivni studii pouze 66 % jedincii mélo pfitomno
symptomy asociované s timto syndromem a SLE se manifestovaly jen u méné nez poloviny
(42 %) z nich. VE&k nastupu prvniho symptomu byl od 1 mésice po 47 let véku a u 52 % pacientil
se prvni symptom objevil do v€ku 16 let (juvenilni forma). NejcastéjSim prvnim prezentujicim
symptomem byla myopatie (18 %) nasledovana CPEO/pt6zou a poruchou sluchu, jako druhy
priznak 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 ziistali po dobu retrospektivni studie (4-12 let)
monosymptomaticti. NejcastéjSimi symptomy ve skupiné naSich pacient po celou dobu
sledovani byla porucha sluchu (76 %), myopatie, (56 %) a CPEO (45 %), jejich vyskyt spolu
s dalSimi symptomy a relativnim zastoupenim oligosymptomatického a plné vyjadien¢ho
fenotypu zobrazuje Graf 1. Piestoze se SLE nikdy nevyskytla jako prvni symptom, pomérné
Casto byla pfedchdzena migrénami. U 70 % pacientll s migrénami pozd¢ji probehla SLE. Ackoli
je zakladni onemocnéni nevylécitelné, existuji moznosti terapeutické intervence v ramci
probihajicich migrén a SLE. Tato informace je velmi dulezitd pro moZnost zmény prubchu
onemocnéni, protoze pravé nasledky po probéhlé SLE se podili na klinické deterioraci stavu
pacienta. Za dobu trvani retrospektivni studie byla zaznamendna umrti 11 pacienti ve véku
32,4+ 17,7 let z MELAS asociovanych pfi¢in. Byl pozorovan rozdil v mife preziti mezi
juvenilni a adultni formou (p = 0,005; Kaplan Meier Graf 2). Laboratorné byla v obdobi klidu
Castéji pfitomna zvysend hladina laktatu v moci (71 %) nez v krvi (62 %). Timto se nabizi byt
vySetfeni moci lepSim diagnostickym markerem. Hladina svalovych enzymt se v obdobi
metabolické krize zvySovala oproti obdobi klidu (50 % vs. 33 %). PiestozZe byl pfitomny velky

ptesah v hladinach heteroplazmie mezi asymptomatickymi a symptomatickymi pacienty, byla
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pozorovana pozitivni korelace mezi hladinou mutované mtDNA v urcitych tkénich

(uroepitelidlni buitky — UEC, vlasy, krev) a tizi onemocnéni, viz Graf 3.

Na zaklad¢ naSich zjisténi lze fici, z2¢ MELAS syndrom je onemocnéni s velmi variabilnim
prubéhem, kdy kterykoli asociovany symptom miize byt prezentujici a muze zistat izolovan i
po velmi dlouhou dobu. Ve studiu klinického pribéhu onemocnéni byl pozorovan castéjsi
vyskyt migrén pred naslednym rozvojem iktu podobnych piihod, z ¢ehoz plyne moznost
zahdjeni vcCasné terapeutické intervence se zabranénim progrese nemoci. Pochopeni
pfirozeného prabéhu onemocnéni ndm umoznuje lépe predvidat jeho dalsi pribéh a

monitorovat pacienty, ptipadné v¢as nastavit adekvatni 1écbu.

Porucha sluchu 25

CPEO
Ptoza

Myopatie

KreCe
M PIné vyjadieny fenotyp

Klinické projevy

Migrény
Iktu podobna pfihoda 14
m Oligosymptomaticky
PostiZeni intelektu fenotyp
Deprese Viichni symptomatiéti
acienti
Diabetes mellitus 14 P
Srdecni postizeni [
GIT dysmotilita
0 5 10 15 20 25

Pocet postizenych pacientt

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

relativniho zastoupeni pacientl s plné vyjadienym a oligosymptomatickym fenotypem.
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Graf 2: 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

V retrospektivni studii jsme se zamétili na pét pacienti s MELAS syndromem, u kterych se
v prub¢hu ¢asu vyvinulo psychiatrické onemocnéni. U ¢ty pacientli byla potvrzena prevalentni
mutace m.3243A>G v MT-TL1, u jednoho pacienta m.12706T>C v MT-ND35. Nejcastéjsi
psychiatrickou diagnozou byla deprese, ktera byla pritomna u tii pacientd. Jeden pacient bez
deprese trpél psychotickymi (schizofrenii podobnymi) pfiznaky s halucinacemi a organickym
amnestickym syndromem, druhy pacient poklesem kognitivnich funkci a stavy zmatenosti.
Deprese byla doprovazena tzkosti u jednoho pacienta a organickym psychosyndromem nebo
organickou poruchou osobnosti u dalsich dvou. U jednoho pacienta deprese predchéazela rozvoji
iktu podobné piihody. U ctyt pacientti byl zaznamenan pokles kognitivnich funkci. Stavy
zmatenosti byly pfitomny u tfech pacienti a casto vyzadovaly hospitalizaci. NaruSeni
socidlnich dovednosti bylo evidentni u vSech pacientli. Shrnuti nej€astéjSich klinickych
pfiznakli asociovanych s MELAS syndromem u popisovanych pacientd viz Tab. 2,
psychiatricka manifestace viz Tab. 3. Literatura udava vyssi incidenci psychiatrickych poruch
a zejména deprese u pacientll s mitochondridlnim onemocnénim (54 %) (Mancuso 2013) nez
v bézné populaci (15-20 %) (Hirschfeld 2012). Vzhledem k ¢etnosti psychiatrickych poruch
v bézné populaci se proto nabizi provedeni metabolického vySetfeni zejména u psychiatrickych
pacientl s pfitomnym postizenim dalSich orgdnovych systému (myopatie, porucha sluchu atd.).
Timto lze véasné zahdjit jejich sledovani a vedeni terapie s moznym zastavenim progrese

nemoci a vyskytu iktu podobnych piihod.
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Tab. 2: 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
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Tab. 3: 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 priibéh dalSich mitochondridlnich onemocnéni

4.2.1. Cil B1) Detailné analyzovat variabilitu Kklinickych projevi u 48 pacienti

s deficitem TMEM70 v ramci multicentrické mezinarodni spoluprace

Onemocnéni pacienti s deficitem TMEM?70 se nejCastéji manifestovalo v novorozeneckém
obdobi (41 pacientil), ve vétsin€ téchto ptipadi béhem prvniho dne Zivota (33 déti) nebo béhem
prvniho tydne zivota (5 déti). Nejcastéj§imi symptomy na za¢atku onemocnéni bylo chabé sani,
hypotonie, letargie, dechové a srdec¢ni selhdni, Casto laboratorné¢ doprovazené laktatovou
acidozou, 3-metylglutakonovou acidurii a hyperamonémii. U dé€ti s manifestaci v neonatalnim
obdobi byla hyperamonémie dokumentovana castéji (65 %) nez u déti s pozdéjSim zacatkem
onemocnéni (14 %). V néasledném pribéhu onemocnéni byly dokumentovany tyto symptomy:
opozdéni vyvoje, hypotonie, opozdéni rustu, nizky vzrist, neprogresivni kardiomyopatie,
mikrocefalie, facidlni dysmorfie, hypospadie, persistentni plicni hypertenze novorozence a
Wolffiv—Parkinsonliv—Whiteliv syndrom, viz Graf 4. Srde¢ni postiZzeni je pomé&rmné typicky
znak pacientl s deficitem TMEM?70 (89 %). Nejcastéji byla dokumentovana hypertroficka
kardiomyopatie (38 déti), ktera vSak ve vétSiné ptipadl nebyla progresivni a u 4 déti byl

zaznamenan regres nalezu. U péti déti byla kardiomyopatie odhalena jiz fetdlni sonografii.

Limitujicim faktorem stran dalsiho pteziti a kvality zivota se u pacientti s deficitem TMEM70
ukazaly byt metabolické krize. Nejcastéji se vyskytovaly v neonatalnim obdobi, avSak u 24 ze
40 pacientii pieziviich novorozenecké obdobi se objevily i pozdéji v Zivotd. Castym
spoustéCem bylo dlouhé lacnéni, akutni gastroenteritis a akutni horecnaté onemocnéni. Po
prob&hnuti metabolické krize byl u fady déti pozorovan regres ve vyvoji, proto rychlé a razantni
podani i.v. gluk6zy a emulze lipidh se ukéazalo byt krucialnim pro dalsi pribéh onemocnéni. Na
zédkladé nasSich zkuSenosti a zkuSenosti ostatnich metabolickych center zahrnutych ve studii byl
navrzen mozny postup v ramci feSeni metabolickych krizi a uvadéni pacientll do anestesie, viz

Tab. 4

Desetileté¢ preziti souboru pacientli bylo 63 %. Kritickym obdobim stran pfeziti byl
novorozenecky vek, kdy zemielo osm pacientii. DEti s neonatalni manifestaci, které dovrsily
peti let veéku, jiz nezemiely a pacienti s pozd¢jSim zacatkem onemocnéni také dal ziji.
Vzhledem k velkému vyznamu metabolickych krizi na progndze a moznosti peziti pacienti je
nutnd akcentace pravidelného méteni hladiny amoniaku v krvi, zejména v dob¢ akutnich

infekti a dalSich stresovych zatézi pro organismus.
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Vyskyt klinickych pfiznakd u pacientt s deficitem TMEM?70

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

Nizky vzruast (34/38)

Neprospivani (33/35)

Metabolickd krize (41/44)

Opozdény psychomotoricky vyvoj (39/40)
Hypotonie (40/42)

Hypospadie u chlapct (13/26)

Dysmorfie (27/41)

Mikrocefalie (29/41)

PPHN (10/45)

Pulmonalni stendza (7/45)

Respiraéni selhani v novorozeneckém véku (26/48)
Prematurita (36/48)

Oligo/Anhydramnion (14/35)

IUGR (20/43)

Klinické pfiznaky (# postiZzenych pacient()

o
=
o
N
o
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PostiZeni pacienti (%)
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Graf 4: Vyskyt nejéastéjSich symptomid u pacienti s diagnézou deficitu TMEM70
Zkratky: PPHN perzistujici plicni hypertenze novorozence; IUGR intrauterinni rastova

restrikce (intrauterine growth restriction)
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Tab. 4: Navrhy terapeutickych postupil v ramci feSeni metabolické krize a uvadéni pacientt 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 vzaicnou poruchou funkce

ATP syntazy zplisobenou mutaci m.8851T>C v mitochondrialni DNA.

V kratkém sdé€leni je prezentovdna divka sledovana pro mitochondrialni onemocnéni
zpisobené mutaci m.8851T>C v MTATP6. Mutace Usti deficit ATP syntazy a u divky se
onemocnéni projevovalo psychomotorickym opozdénim, mikrocefalii, ataxii, epilepsii a
Leighovym syndromem. Ve véku 5,5 let byla pfijata pro poruchu védomi pti probihajici virové
infekci. V biochemickém vySetieni byl ptfitomen nalez metabolické acidozy, zvySené hladiny
kreatinkindzy, amoniaku (269 pmol/l, norma < 60) a v likvoru také laktatu. Pravé zvysena
hladina amoniaku ¢ini tento nélez zajimavym. Hyperamonémie neni u mitochondridlnich
onemocnéni az na deficit TMEM70 Castym néalezem a byla dosud publikovana v ojedin€lych
piipadech. Prestoze u divky byla vCas zahdjena terapie infusnim podanim glukézy a
bikarbonatu s naslednou normalizaci biochemickych parametrii véetné hladiny amoniaku,
divka po 10 dnech zékladnimu onemocnéni podlehla. Autopsii byl prokdzén otok mozku a

nalezy korespondujici diagnoze Leighova syndromu.

Ptestoze je hyperamonémie u pacientll s mitochondridlnim onemocnénim ojedinélym nalezem,
je nutné na vySetfeni hladiny amoniaku pamatovat, a to zejména pti jakémkoli akutnim zhorSeni
stavu. Mutace m.8851T>C rozsituje diferencialni diagnostiku hyperamonémie o dalsi diagnézu

z fad mitochondrialnich onemocnéni.
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4.3. Cil C) Demonstrovat vyznam mezinarodnich registrii pri posuzovani
prirozeného priabéhu onemocnéni u pacienti trpicich vybranymi vzacnymi

dédi¢nymi poruchami metabolismu.

S cilem vytvoreni diagnostickych a 1é¢ebnych postupt byl konsorciem E-IMD v roce 2011
vytvoien pacientsky registr na webovém rozhrani. V dob¢ publikace byla do registru zanesena
klinicka a laboratorni data 452 pacientl 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 (n=196), glutarova acidurie 1. typu (n=150), metylmalonova
acidurie (n = 149) a propionové acidurie (n = 101). VE&k néstupu prvnich klinickych ptiznaka
sahal od pfevazné novorozeneckého obdobi (MMA, PA, IVA) po kojenecky az dospély vek,
tzv. late-onset (GA1, OTC) viz Graf 5.

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 pfiznakl pii inicidlni metabolické krizi viz Tab. 5. K rozvoji
metabolické krize doslo u 40 % pacientll v novorozeneckém véku, piesto se prekvapiveé vysoké
procento pacientli (60 %) zejména s poruchou cyklu mocoviny manifestovalo metabolickou
krizi nebo jinymi symptomy az po tomto obdobi. Toto zjisténi miize byt vysvétleno vysokou
mortalitou pacientll s poruchou cyklu mocoviny prezentujici se sepsi-imitujici obrazem v
novorozeneckém obdobi, ktefi nestihli byt diagnostikovani. Symptomaticti pacienti, u kterych
neprobéhla metabolicka krize (16 %) se nejcastéji prezentovali poruchou hybnosti, poruchou
vyvoje intelektu, epilepsii a pouze u pacientii s poruchou cyklu mocoviny psychiatrickym
onemocnénim. VySe uvedené symptomy maji Siroké spektrum diferencialni diagnostiky, coz

casto opozd’uje stanoveni spravné diagnozy, nebo vede az k poddiagnostikovanosti.

Klinicka prezentace u pacientii s OA a poruchami cyklu mocoviny je velmi rozdilna a ¢asto
nespecifickd, coz zejména u pacientil se sepsi imitujici neonatalni krizi a tzv. late-onset

manifestaci znesnadiiuje diagnostiku a miize byt pti¢inou umrti z opozdéné az nepodané 1écby.

26



a * o b 3500 c 3500
o
3 1200 2 o 3
2 : :
* o -
E ) g 30007 o £ 3000 s
£, 1000 ® ° ; et E>
n n n o
° o 2500 o 2500
< * - S
x 800 T = X =
Q Q Qo
E o * Z 2000 ‘€ 2000
= x x
0 600 = ° °
£ o £ 1500 £ 1500
e [ [
z * ¢ . £
o o o
4
= 4007 * = 1000 = 1000
c o c c
T T * T
¥ o = =
X 200 * 2
QD @ Q
> 2 500 * o 500
* e
* " * A
O 1 T T T T = 0 =
MMA PA VA GA1 CPS1 ASS ASL ARG1 Muzi Zeny
(n=101) (n=78) (n=29) (n=50) (n=14) (n=40) (n=23) (n=3) OTC oTC

(n=586) (n=53)
Graf 5: V¢k néastupu prvnich klinickych ptiznakt

Vek nastupu prvnich klinickych ptiznakt u pacient 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 divodu malého poctu jedinct v téchto skupinach. Vekovy median (Q1; Q3) pfi nastupu
prvnich symptomt byl u jednotlivych diagnoz (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), Zzeny s OTC
deficitem: 690 (363; 1 345). Krouzky, odlehlé hodnoty; hvézdicky, extrémni hodnoty; vyska
boxplotu: interkvartilové rozpéti (IQR); horni hranice boxplotu: Q3; dolni hranice boxplotu: Q1;
tlusta cara uvnitt boxplotu: median; linie vychazejici z dolni ¢asti boxplotu: nejnizsi udaj 1,5 IQR
spodniho kvartilu; linie vychéazejici z horni ¢asti boxplotu: nejvyssi tdaj 1,5 IQR horniho kvartilu;
odlehlé hodnoty: vzdalenost ke Q1 nebo Q3 respektive > 1,5 a <3 nésobek IQR; extrémni
hodnoty: vzdalenost ke Q1 nebo Q3 respektive > 3 nasobek 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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