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Abstrakt

Mitochondrialni onemocnéni (MO) patii k zavaznym dédicnym poruchdm
metabolismu zptisobené nedostatecnou energetickou funkci mitochondrii. Jejich
pfiCinou jsou poruchy biogeneze a struktury oxidacné-fosforylacniho aparatu
(OXPHOS). MO maji rozsahlé klinické dopady s velice nepfiznivou progndzou.
Incidence MO je pfiblizn€¢ 1:5000 a tak se fadi mezi jedny z nejCastéjSich vrozenych
metabolickych poruch. Vzhledem k tomu, ze 1écba MO je stale nedostupna, jedinou
moznosti jak pomoci postizenym rodinam, je spravné a vcas zjistit pravou pfi¢inu MO a
zajistit tak moznost genetického poradenstvi v postizenych rodinach. V poslednich
letech se sice dafi odhalovat stale nové geny, které jsou odpovédné za MO, ale vétSina
genll vyvoldvajicich onemocnéni ziistdva naddle nezndmad. Jedinou moznosti je pak

analyza mitochondridlnich funkei na biochemické trovni.

Tato bakalaiska prace se zabyvd analyzou biochemickych parametrii
mitochondridlnich enzymt ve vzorku kosterniho svalu. Prace popisuje postup
biochemické diagnostiky zahrnujici odbér tkan€, izolaci mitochondrii a nésledné
metody analyzy enzymatické aktivity komplexit OXPHOS. Mitochondrialni frakce z
nativniho svalu byla izolovdna pomoci diferencni centrifugace. Obsah proteinu ve
vzorcich byl stanoven metodou dle Lowryho. Aktivity komplexi OXPHOS byly
analyzovany spektrofotometricky. Aktivity komplexi OXPHOS v souboru pacientl
byly porovnany se souborem kontrol. Patologické nalezy byly zhodnoceny ve vztahu k

fenotypovym projevim vysetfovanych osob.

Klic¢ova slova: mitochondrie, mitochondrialni onemocnéni, systém oxidativni

fosforylace, spektrofotometrie.



Abstract

Mitochondrial diseases are serious hereditary metabolic disorders caused by
insufficient energy function of mitochondrion. The cause of the disorders is biogenesis
and structure of oxidative-phosphorylation system (OXPHOS) fault. Mitochondrial
diseases have extensive clinical implications with a very poor prognosis. Incidence of
these diseases is approximately 1: 5000 and thus they ranks among one of the most
common congenital metabolic disorders. Given it that treatment is still unavailable, the
only way to help the affected families is properly and early find out the true cause of the
mitochondrial diseases to ensure the possibility of genetic counseling in affected
families. In recent years, although novel genes that are responsible for the MO are
discovered, the majority of the genes causing the disease still remains unknown. The

only possibility is the analysis of mitochondrial functions at the biochemical level.

This thesis focuses on the analysis of biochemical parameters of mitochondrial
enzymes in skeletal muscle sample. The thesis describes the biochemical diagnosis
process involving the collection of tissue, isolation of mitochondria and analyses for
enzymatic activity of OXPHOS complexes. Mitochondrial fraction of native muscle
was isolated by the differential centrifugation. The protein concentration in the samples
was determined by the method according to Lowry. Activities of OXPHOS complexes
were analyzed by spectrophotometry. Activities of OXPHOS complexes in the group of
patients were compared with a set of control samples. Pathological findings were
evaluated in relation to the phenotypic manifestations of patients.

Keywords: mitochondria, mitochondrial diseases, oxidative phosphorylation

system, spectrophotometry.
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2. Uvod

Defekt systému oxidacni fosforylace (OXPHOS) vede k velmi zévaznym
metabolickym onemocnénim projevujicim se Casto kratce po narozeni. S incidenci
1:5000 patii mitochondrialni onemocnéni (poSkozeni OXPHOS) mezi jedny z nejcastéji
se vyskytujicich vrozenych metabolickych poruch.

Systtm OXPHOS je hlavnim a nepostradatelnym zdrojem energic (ATP)
eukaryotické buiiky. Jedna se o komplexni proces umistény ve vnitini mitochondridlni
membrang, na kterém se podili 4 enzymy dychaciho fetézce, 2 mobilni pienasece a ATP
syntdza. Naruseni jakékoli slozky tohoto systému mize mit za nasledek prave
mitochondrialni onemocnéni.

Aby se co nejpfesnéji charakterizovala funkce OXPHOS, je zapotifebi vyuzit
kombinaci vice metod a pokud je to mozné, tak i nejlépe analyzu na dvou ruznych
tkanich (vétSinou kosterni svalovina a kultivované kozni fibroblasty). Tato prace se
zaméfuje na vysetfeni provadéné ze vzorku kosterniho svalu.

Vroce 1996 byla poprvé formulovana hlavni kritéria k identifikaci
mitochondridlniho onemocnéni (Walker et al., 1996) a dnes se odhaduje, Ze kazdy
dvousty ¢loveék nese patogenni mtDNA mutaci (Cree et al., 2009) a az 1500 gend muze
byt zapojeno do spravné funkce mitochondrialniho energetického metabolismu.

Diagnostika mitochondridlniho onemocnéni je velmi slozity proces a vySetfeni
pacientt, u kterych existuje podezieni na mitochondridlni onemocnéni, vyzaduje celé
spektrum laboratornich a klinickych testi. VySetfeni vysoce energeticky naro¢né tkané,
jakym je kosterni sval, tak stile zlistdva zlatym standardem jak v detailni charakterizaci

etiopatogeneze MO, tak i v procesu ovétovani molekularnich naleza.



3. Seznam pouzitych zkratek

ATP
bpn
BSA
CK
COX
CS
DBH,
DCPIP
DK
DTNB

EC
EDTA
KMEM

KPi
KTEA
LHON
LPSMP
MELAS

MERRF
MM
MO
MtDNA
NADH
NARP
NCCR
ND5
NQR

adenosintrifosfat

bez patologického nalezu

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

kreatinkindza

cytochrom c oxidéza (komplex IV)

citratsyntaza

ubichinol (redukovany decylubichinol)

dichlorfenolindolfenol

dolni koncetiny

5-5’- dithiobis(2- nitrobenzoat), Ellmanovo reagens

elektron

¢iselna klasifikace enzymi (Enzyme commission number)

kyselina ethylendiamintetraoctova

kapacita mitochondridlniho energetického metabolismu (mitochondrial
energy generating capacity)

fosfatovy pufr - KH,POy (slozeni viz 6.1.2.2. Roztoky a pufry)
,,KCI-Tris-EDTA-aprotinin“ pufr (slozeni viz 6.1.2.2. Roztoky a pufry)
syndrom - Leberova Hereditarni Opticka Neuropatie

Laboratof pro studium mitochondridlnich poruch

syndrom - Mitochondrialni myopatie, Encefalopatie, Laktatova Acidoza
a iktu (Stroke) podobné piihody

syndrom - Myoklonicka Epilepsie a Ragged-Red Fibres
mitochondrialni myopatie

mitochondrialni onemocnéni

mitochondridlni DNA

nikotinamidadenindinukleotid

syndrom - Neurogenni svalova slabost s Ataxii a Retinitis Pigmentosa
NADH:cytochrom ¢ oxidoreduktaza (rotenon senzitivni; komplex I-111)
gen pro mitochondridlné koédovanou podjednotku komplexu I

NADH:koenzym Q oxidoreduktaza (rotenon sensitivni; komplex I)



OXPHOS
PDH

Pi

PMR
PMV
QCCR
RCF

ROS

RRF

SA

SCCR
SDH

SDS
SDS-PAGE
SQR
SURF1
WB

systém oxidacni fosforylace (oxidative phosphorylation)
pyruvatdehydrogenazovy komplex

anorganicky fosfat

psychomotoricka retardace

psychomotoricky vyvoj

QH2:cytochrom ¢ oxidoreduktaza (komplex III)
relativni centrifugacni zrychleni, téz ozn. jako ,,g*
volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

z angl.,,ragged-red fibers*

specificka aktivita

sukcinat:cytochrom ¢ oxidoreduktaza (komplex II-111)
sukcinatdehydrogendza

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
sukcinat:koenzymQ oxidoreduktaza (komplex IT)

gen pro asemblacni faktor COX — SURF1

western blot



4. Teoreticka cast

4.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou bunécné organely, které vznikly z a-proteobakterii, pfiblizné pied
funkci je jejich schopnost transformovat energii pifijimanou zivinami do formy ATP.
Mitochondrie se ucastni dalSich dtlezitych procesi a funkei jako jsou bunééna
signalizace, apoptdza, homeostaze Ca?*, produkee volnych kyslikovych radikalé (ROS)
(Venditti et al.,, 2013), termogeneze (Azzu and Brand, 2010), Krebsiv cyklus a
metabolismus aminokyselin, mastnych kyselin a steroidii (DiMauro and Schon, 2003).
Pfestoze mitochondrie maji svtij vlastni vnitini genom, béhem evoluce se transportovala
vétsina gend z jejiho genomu do genomu jaderného.

Mitochondrie maji dvé membrany, vnéj$i a vnitini. Vnitini ¢ast mitochondrie se
nazyva matrix mitochondrie a zoéna mezi vné&j$i a vnitini membranou je tzv.
mezimembranovy prostor. Vnitini membranu tvofi zvrasnéni - kristy. Mitochondrie
vykazuji variabilitu ve velikosti a tvaru v zavislosti na tkani, ve které se nachézeji.
Mohou byt eliptické, ~0,5um Siroké a ~lum dlouhé. V buinkach se mitochondrie
nevyskytuji jako izolované organely, ale tvoifi vysoce dynamickou sit -
,,mitochondrialni sit™,

V matrix mitochondrie se naléza jednak mnoho enzymu (napiiklad enzymy
Krebsova cyklu nebo proteiny oxidace mastnych kyselin), mtDNA a také systém
slouzici k syntéze mitochondridlnich proteini: DNA a RNA polymerazy, ribozomy,
molekuly tRNA, nukleotidy a aminokyseliny. Vn¢j§i membrana obsahuje napétoveé
fizené aniontové kandly, pory, které propousti malé molekuly jako je ATP a glukdza,
zatimco vétsi (naptiklad proteiny) kandlem neprochdzeji. Pienos nasyntetizovaného
ATP z matrix do mezimembranového prostoru a ptrenos ADP opacnym smérem
zprostfedkovavd ADP/ATP translokator vnitini mitochondridlni membrany. Kromé
ADP/ATP ptenaSeCe obsahuje vnitini membréana dal$i transportni systémy (pfenaSece
pro glykogen a dalSi dilezité metabolity, kofaktory, anorganické molekuly, atd.)
(Goodsell, 2010).

10



vnési membréﬂﬂ\ vnitini membrina

mezimembranovy prostor

Obrazek 1: Struktura mitochondrie (upraveno podle Shmoop Editorial Team, 2008).

4.2 Systém oxida¢ni fosforylace (OXPHOS)

Systém oxida¢ni fosforylace (OXPHOS - oxidative phosphorylation system) je
slozen z téchto hlavnich komponent: komplexti I-IV. dychaciho fetézce, dvou
elektronovych ptenasect (koenzymu Q a cytochromu c¢) a ATP syntazy. Je lokalizovan
ve vnitfni mitochondridlni membrané. Propojenim komponent respira¢niho fetézce
tokem elektroni a naslednou tvorbou a vyuZzitim mitochondridlntho membranového
potencidlu AWm je generovana vétSina bunééného ATP. Vzhledem k duédlnimu pivodu
OXPHOS je jeho biogeneze slozity d¢j vyzadujici pfesnou koordinaci exprese obou
genomi (Fontanesi et al., 2006).

Hlavnim ukolem systému OXPHOS je oxidace redukovanych koenzymii NADH a
FADH,, jenz vznikaji béhem metabolickych procest (glykolyzy a Krebsova cyklu).
Elektrony z téchto koenzymi jsou pfenaSeny pies jednotlivé komplexy az na koncovy
akceptor elektronti, kterym je kyslik. Komplexy se 1isi redoxnim potencidlem, coz
zajistuje spravny smér toku elektron. SoucCasné s pienosem elektronti dochazi k

pumpovani protonii (H") do mezimembranového prostoru (komplexy I, IIT a IV) a tim k
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tvorb& protonového gradientu mezi matrix a mezimembranovym prostorem. Vznikly
gradient je nasledn¢ vyuzit FOF1 ATP syntdzou (komplexem V) k syntéze ATP z ADP
a Pi (Nicholls & Ferguson, 2013).

4.2.1 Komplex |

Prvni  komplex systtmu OXPHOS je systematicky NADH-koenzym Q
oxidoreduktaza, ktera je nejvétsim enzymem dychaciho fetézce. Ma tvar pismene L a u
savcu se sklada ze 44 podjednotek, pricemz 7 podjednotek je kddovano mtDNA a zbylé
podjednotky jadernou DNA (Vinothkumar et al., 2014). Hlavni role tohoto enzymu
spociva v prijmu elektront (e¢) od redukovaného koenzymu NADH. Prvni fazi jejiho
fungovani je zprostiedkovani pienosu 2¢” z NADH na flavinmononukleotid (FMN).
Nasledné jsou elektrony pieneseny pies 9 zelezo-sirnych (Fe-S) center az na koenzym
Q (ubichinon) a ptes n¢j pokracuji ve své cesté k dalsimu z komplexti, ke komplexu III.
Spoleéné s prenosem 2e  dochdzi k presunu 4H® z matrix mitochondrie do

mezimembranového prostoru (Baradaran et al., 2013).

4.2.2 Komplex Il

Druhy komplex, sukcinat-koenzym Q oxidoreduktdza, zprostiedkovava pienos e z
FADH;. Tento komplex se skladd ze 4 podjednotek a vSechny jsou kodovany
nuklearnimi geny. Sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza se nevyskytuje jen v OXPHOS,
ale také v Krebsové cyklu. Jeho vyznam nachazime u 2 odlisnych chemickych reakci:
oxidace sukcinatu na fumarat (v Krebsové cyklu) a a redukce koenzymu Q (ubichinonu
na ubichinol v dychacim fetézci). Jeho funkce spodiva v tom, ze umoziiuje pienos 2¢
uvolnénych béhem oxidace sukcindtu na fumarat, které poté redukuji kovalentné
navazany flavinadenindinukleotid (FAD). Tyto elektrony pak pokracuji pies Fe-S centra
az na koenzym Q. Z né&j jsou nasledné pteneseny na IIl. komplex systému OXPHOS.
Komplex II je jedinym z komplext dychaciho fetézce, u kterého nedochéazi s prenosem

elektront k pumpovani protoni do mezimembranového prostoru mitochondrii (Iverson,
2013).
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Komplex I Komplex IT Komplex ITI Komplex IV Komplex V

(NADH-koenzym Q (sukcinat-koenzvm Q (koenzym Q-cytochrom ¢ (cytochrom c oxidaza ) (E,F, ATP syntaza)
oxidoreduktiza) oxidoreduktiza) oxidoreduktiza) Bovine EscherichiaColi
Thermus Thermophilus EscherichiaColi Bovine

3H+
Mezimembranovy

prostor

Protonovy

g;:iv:r'v"'v"
e
- v )’0
Vnitini
membrana

i

Chinonovy

pool @

Matrix

FI cast

(periferni rameno) A 0
Sukcinat Fumarat

O#— 2741 -0 36.1.1 |
NAD+O OH+ PPPi PPi

Obrazek 2: Schématické znazornéni jednotlivych komplexi systému OXPHOS. Na obrazku jsou zobrazeny komplexy systému OXPHOS I-
V. Tu¢nymi ¢ernymi Sipkami je zndzornén pienos protonti pres vnitini mitochondridlni membranu do mezimembranového prostoru (komplex I,
[T a IV), ktery je poté vyuzit komplexem V k syntéze ATP. Déle jsou zde zobrazeny podjednotky jednotlivych komplext syst¢ému OXPHQOS, O,
jako cilovy akceptor elektronti z redukovanych koenzymu, elektronové prenasece (koenzym Q — viz chinonovy pool a cytochrom c) a jednotlivé
¢asti V. komplexu OXPHOS (FO ¢ast ve vnitini membrané a F1 ¢ast ty€ici se do matrix), pozn. ¢isla v rdmecku udavaji oznaceni enzymu v rdmci
EC klasifikace,(pfevzato a upraveno podle Granata et al., 2009).
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4.2.3 Komplex Il

Ptenos elektront z redukovanych koenzymii zprostiedkovany na komplexech I a II
dale pokracuje ptes dalsi z komplexti dychaciho fetézce, a to koenzym Q-cytochrom c
oxidoreduktazu, kterda ma 11 podjednotek a pouze 1 je kodovana mtDNA (konkrétné
cytochrom b). Na komplex III jsou pfineseny 2¢” ve formé redukovaného koenzymu Q,
ptfic¢emz kazdy putuje odliSnou dréhou. Jeden z elektront jde cestou pies Fe-S centra na
cytochrom ¢l a odtud na cytochrom ¢ (mobilni pfenasec, ktery je schopny pifendset
pouze 1e). Druhy elektron putuje pies cytochrom b na oxidovany koenzym Q, ze
kterého vytvofi radikal a ten se stane pIn¢ redukovanym. Béhem pienosu 2¢” dojde k

transportu 4H" do mezimembranového prostoru mitochondrie (Crofts et al., 2008).

4.2.4 Komplex IV

Cytochrom c, jenz je na komplexu III redukovan, ptenasi elektrony (vzdy jen 1) na
posledni z komplext dychaciho fetézce, kterym je cytochrom c oxidaza (COX, komplex
IV) majici 14 podjednotek, z toho 3 jsou kodovany mtDNA a zbylé jadernymi geny.
Redukovany cytochrom c nejdiiv pfedava elektrony méd’natému centru CuA, které pak
pokracuji pres cytochrom a, cytochrom a3 a druhé médnaté centrum CuB az k
finalnimu akceptoru elektronit O,, z n&jz vzniknou 2 molekuly H,O. Pro redukci 1
molekuly O, jsou potiebné 4 elektrony, které cytochrom ¢ donese postupné. V prubéhu
redukce molekuly O, dochézi k pienosu 4H" z matrix do mezimembranového prostoru

mitochondrie (Brzezinski & Gennis, 2008).

4.2.5 Komplex V
Diky ptenosu elektronti pies jednotlivé komplexy OXPHOS dochazi ke zvySeni

protonového gradientu mezi matrix a mezimembranovym prostorem. Podle
chemiosmotické hypotézy se vznikly gradient vyuzije poslednim z komplextt OXPHOS
k syntéze ATP (Mitchell, 1961). Tento komplex se nazyva FOF1 ATP syntaza (komplex
V), jenz je slozena ze 14 podjednotek (2 jsou kodovany mtDNA). Lidskou FOF1 ATP
syntazu lze rozdélit na 2 funkéni celky - F1 a FO. Prvni z ¢asti F1 vy¢niva do matrix,
druha cast FO je zakotvena ve vnitini mitochondrialni membrané (Boyer, 1997). Pfenos
protonil z mezimembranového prostoru zpét do matrix prostiednictvim FOF1 ATP
syntazy je spojen s konformacnimi zménami jednotlivych podjednotek. Presny zplsob,

kterym H" prochézi dosud nebyl objasnén.
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4 .3Mitochondrialni onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, v mitochondriich probihaji dilezité metabolické drahy, jejichz
poskozeni a dysfunkce vedou k mitochondridlnim onemocnénim (MO). Mezi zékladni
poruchy mitochondrialniho energetického metabolismu fadime poruchy metabolismu
pyruvatu, Krebsova cyklu a systtmu OXPHOS, ktery zajistuje vice nez
90% energetickych potieb buiiky a jehoz poruchy patii ve skupiné mitochondridlnich
onemocnéni k nejcastéjSim.

MO mohou mit klasicky Mendelovsky (autosomalné recesivni, autosomalné
dominantni ¢i X-vazand) typ dédicnosti nebo maternalni (mitochondrialni) typ, protoze
k mutaci vedouci k MO muze dojit bud’ v jaderném, nebo mitochondrialnim genomu
(Metabolic disease, 2016).

MO se projevuji zdvaznym multisystémovym postizenim s nepfiznivou prognodzou.
Znamky a piiznaky mitochondridlnich poruch jsou zéavislé na zdvaznosti mutaci,
procentu dysfunkénich mitochondrii a na energetickych pozadavcich postizenych tkéni.
Nejvice postizené jsou tkan¢ s vysokymi energetickymi naroky, jako jsou kosterni sval,
srdeCni tkan, mozek ¢i jatra, pfiemz MO se mohou projevovat pouze V nékterych
tkanich (tkanovée specifické MO) nebo ve vSech tkanich (generalizované MO).

Pacienti Casto maji biochemické markery svéd¢ici pro MO (naptiklad zvySena
hladina laktatu v krvi nebo zvySené hladiny organickych kyselin v mo¢i), avsak u
nekterych pacientii se vyskytuje zcela normalni metabolicky screening.

Casto diagnéza mitochondrialniho onemocnéni vyzaduje prikaz dysfunkce
dychaciho fetézce pomoci méteni aktivity komplexit OXPHOS ve svalové tkani ziskané

z biopsie nebo autopsie.
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Tabulka 1: Klinické projevy mitochondrialnich onemocnéni v riznych tkanich p¥i
poruse mitochondridlniho respiraéniho Fetézce, pfevzato a upraveno dle Metabolic

disease, 2016.

Poruchy mitochondrialniho respira¢niho retézce

ZasaZeny systém/

organ

Klinické projevy

Nervovy systém

nizky svalovy tonus, kiece, iktu podobné (stroke-like)
ptihody, poruchy rovnovahy, periferni nervové poskozeni,

ztrata sluchu

Sedy zakal, pigmentové zmény sitnice, abnormalni ocni

O¢i
pohyby
Kardiovaskularni srdecni selhani; srde¢ni vada vedeni vzruchu; nizky pocet
systém bilych krvinek, ¢ervenych krvinek a krevnich desticek; anémie
Gastrointestinalni jaterni dysfunkce a selhani, dysfunkce pankreatu, prijem,
trakt gastroenteritida podobna chiipce, opakované zvraceni
Ledviny selhani ledvin, renalni tubularni poruchy, kiivice

Endokrinni systém

diabetes mellitus, maly vzrist, hypoparatyre6za, hypotyre6za

Kuze

vyrazky, skvrnité pigmentace, Supinaté vyrazky
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4.4 Diagnostika mitochondrialnich onemocnéni

Vzhledem K rozmanitosti klinickych pfiznakli a riznému dopadu MO v riznych
tkdnich je diagnostika MO velmi obtiznd. MO maji velmi nepfiznivou prognodzu a
stanoveni vCasné a spravné diagnozy je zasadni pro genetické poradenstvi v postizenych
rodinéch.

Pro spravné nasmérovani laboratorniho vysetfovaciho postupu v piipad¢ podezieni
na MO je dilezitd podrobna klinickd anamnéza pacienta a rodiny spolu se ze zakladnim
metabolickym  skriningem. Nasleduje vySetfeni mitochondridlnich parametri
Vv dostupnych tkanich, nejdiive neinvazivnim vySetienim napt. bunék bukalniho stéru,
izolovanych lymfocyti nebo trombocytli z periferni krve a nebo kultivovanych
fibroblasti. NejhodnotnéjSim vysetienim vSak stdle zlstavava analyza nativniho svalu
ze svalové biopsie, jejiz vysledky casto pomohou zacilit vysetfovaci program na

molekularné-genetickou analyzu konkrétnich kausélnich gend.

4.4.1 Svalova biopsie jako zdroj informaci pro porozuméni

funkénich defekta OXPHOS

Zlatym standardem pro vySetfeni a diagnézu MO je svalova biopsie. Jednd se o
nejvice uziteCnou proceduru pro vyhodnoceni mitochondriopatii (Fadic & Johns, 1996;
Mc Farland et al., 2002). Pfes jeji rutinni provadéni pravé pro diagnostické ucely
zUstava invazivnim nastrojem. Faktem je, Ze umoznuje zkoumat in vitro jen malou ¢ast
tkané, nicméné 1 to miZe prinést dalSi hodnotné informace o zavaznosti biochemickych
dopadi MO a diky neddvno vyvinutym laboratornim technikdm také o
patobiochemickych mechanismech v bufice. Pro komplexni analyzu svalové tkan¢ se
vyuziva kombinace funk¢nich , proteinovych a ultrastrukturalnich analyz. Kromé toho,
v nékterych studiich, bylo vyuzito vysledku opakované biopsie ke studiu metabolickych
zmén v kosternim svalu po terapeutickém rezimu.

Navic, svalova tkan miZze byt rutinn€ vySetfena svételnou mikroskopii zahrnujici
trichromové barveni dle Gomori, které mtze ukdzat nepravidelnd, svalova vlakna, tzv.
»ragged-red fibers* (RRF) (viz obrazek 3) a /nebo, 1 sukcinatdehydrogenazové barveni
jako charakteristicky marker mitochondrialni cytopatie. Ty obsahuji nakumulované

zvétSené  abnormdlni  mitochondrie s ultrastrukturdlné  hustymi  kristami a
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parakrystalickymi inkluzemi (Rollins et al., 2001). Mitochondrialni proliferace s RRF je
typicka pro pacienty s delecemi, deplecemi nebo bodovymi mutacemi v tRNA genech
(MELAS, MERRF) (DiMauro, 1996). Naproti tomu, RRF nejsou znatelné skoro nikdy
u pacientll s mtDNA bodovymi mutacemi na strukturdlnich genech (LHON, NARP,
Leigh) (Walker et al., 1996).

Obrazek 3: Histologicky preparat kosterniho svalu s RRF (ragged-red fibers),
trichrom barveni dle Gomori (pfevzato z Neuromuscular disease center, 2015).

4.4.2 Funkéni analyzy (spektrofotometrie, polarografie,
oxidace substrati KMEM)

Mezi funkéni analyzy mitochondridlnich funkci fadime méfeni aktivit komplext
dychaciho ftetézce a ATPazy pomoci spektrofotometrie, analyzu spotieby kysliku
pomoci vysoce citlivé polarografie a analyzu kapacity mitochondridlniho energetického
metabolismu pomoci oxidace znacenych substratli. Uvedené metody vétSinou vyZzaduji
nativni tkan.

Spektrofotometrie je  analytickd metoda pro méfeni vlastnosti  vzorku
(napf. koncentrace urcité latky v roztoku - substrat/ produkt) na zakladé pohlcovani

svétla riznych Vinovych délek spektra. Roztok \% kyveté je
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ozatovan monochromatickym svétlem (vybrand oblast elektromagnetického spektra) a
svételné zafeni je molekulou analytu absorbovano. Detektor zafeni méfi intenzitu
dopadajiciho svétla (zafivy tok) neabsorbovaného roztokem. Pii analyze je
spektrofotometrem porovnavana intenzita zdrojem vysilaného zafeni s intenzitou zareni
dopadajiciho na detektor - ¢ast energie svételného zafeni je roztokem a rozpusSténymi
latkami absorbovana. Mnozstvi absorbovaného zéfeni je pak umérné koncentraci latky
ve studovaném roztoku.

Biochemické vysetfeni pomoci spektrofotometrie miize byt provadéno ve svalovém
homogenatu anebo v izolovanych mitochondriich. Je vhodné vysetfeni provadét v obou
subfrakcich. Spektrofotometrické studie mohou zahrnovat jednotlivé nebo skupinové
analyzy aktivit komplext dychaciho fetézce, stejn¢ jako B-oxidace mastnych kyselin ¢i
kapacity karnitinovych a acyl-karnitinovych transportéra.

Polarografické studie zahrnuji méteni spotfeby kysliku v izolovanych mitochondriich
nebo permeabilizovanych svalovych vlaknech s pouzitim kyslikové elektrody po
pfidavku substrat: respiracni stav III (kdy je k dispozici dostatek kysliku, ADP a
fosforu) nebo respiracni stav IV (kdy chybi ADP, jehoz absence limituje spotiebu
kysliku). Pomoci polarografie lze urcit efektivitu dychaciho fetézce, aktivitu OXPHOS,
integritu mitochondridlnich membran a ucéinnost substratovych transportérid (Gillis &
Kaye, 2002).

Dalsi vhodny zpusob, jak pftispét k diagnostice MO je analyza kapacity
mitochondrialniho energetického metabolismu (KMEM). Tato metoda se bézné pouziva
v nasi laboratofi pro vySetfeni oxidativni fosforylace u pacientii z Cerstvé ziskaného
vzorku kosterniho svalu. Princip KMEM analyzy je méfeni miry oxidace 'C -
zna¢enych substratti v 10 riiznych inkubacich. Tyto inkubace obsahuji [1-**C] pyruvat,
[U-**C] malat nebo [1,4-'*C] sukcinat, donory a akceptory acetyl-COA a inhibitory
citratového cyklu. Mira oxidace se méfi jako produkce YC0,. Porovnanim jednotlivych
inkubaci mezi sebou Ize ziskat obraz mitochondridlni poruchy. Vyhodou této metody ve
srovnani s respirometry nebo spektrofotometry je Sirsi spektrum metabolickych drah,
které zahrnuje kromé¢ oxidativni fosforylace (OXPHOS) také citratovy cyklus a
komplex PDH (Janssen et al., 2006).
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4.4.3 Proteinové analyzy (BN, SDS-PAGE elektroforéza) a WB

Immunoblotové techniky se pouzivaji ke zjiSténi mnozstvi a slozeni
mitochondrialnich proteinti v kosternim svalu (Sperl, 1997; Gillis & Kaye, 2002; The
Mitochondrial Disease Foundation, 2003) za pouziti specifickych protilatek proti
jednotlivym podjednotkam specifickych proteinti. Kombinaci imunohistochemickych a
imunoelektroforetickych metod lze dobie stanovit distribuci anebo mnozstvi riznych
peptidovych podjednotek enzymovych komplext respiracniho fetézce, kdédovanych bud’
mtDNA, nebo nuklearni DNA.

Blue native elektroforéza byla vyvinuta pro vyzkum membranové vazanych
proteinovych komplexi (Schagger & von Jagow, 1991). Metoda dovoluje separaci
intaktnich proteintt z mitochondrialni membrany (viz obrazek 4). Je to umoZnéno
pouzitim detergentu dodecyl-f—D—maltosidu (laurylmaltosid), ktery solubilizuje
mitochondridlni membranu bez disociace proteinovych komplext. Extrakce
proteinovych komplexi je umoznéna pfidanim aminokapronové kyseliny, ktera ma pii
pH 7 nulovy naboj a proto neovliviiuje elektroforézu. Coomasie blue udéluje proteinim

naboj nutny pro elektroforetickou separaci, ale nezptisobuje jejich disociaci.

sval
\II T
I

IV —

K P

Obriazek 4: Ukazka separace mitochondrialnich komplexii OXPHOS pomoci Blue-
Native elektroforézy barvené Coomassie Blue. Pozice jednotlivych komplextu jsou
uvedeny vlevo: I (NQR), V (ATP syntaza), III (QCCR), IV (COX).

K — kontrola, P- pacient s defektem komplexu IV (COX), (pfevzato z internich
materiald LPSMP, 2016).
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K detekcei a kvantifikaci mitochondridlnich proteini 1ze také vyuzit elektroforézu za
denaturujicich podminek (SDS-PAGE) s tricinovych pufraénim systémem pro lepsi
separaci proteini o mensich hmotnostech (Schagger & von Jagow,1987). Separace
proteint muze byt pouzita v kombinaci s elektrotransferem proteinli na membranu
(WB) a nasledné se provede specifickd detekce proteint protilatkami. Béhem SDS-
PAGE dochazi k denaturaci proteini (linearizace v disledku rozruseni vodikovych
vazeb) plisobenim aniontového detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery se na
protein navaze (ddvd mu zdporny naboj) a rusi tak vyS$i uspofddani proteinli
(sekundarni i tercidlni struktury). Kovalentni vazby mezi cysteiny jednoho proteinu
nebo mezi riznymi proteiny utvaii tzv. disulfidické mustky (-S-S-), které jsou
redukovany (-S-H  H-S) pisobenim 2 - merkaptoethanolu piitomného ve vzorkovém
lyzacnim pufru. Néboj bilkovin je zcela prekryt anionty SDS, takZe se pro separaci

molekul proteint prakticky uplatiiuje pouze jejich velikost.

4.4.4 Histochemie a cytochemie, elektronova mikroskopie

Svalovou tkan lze také vySetfovat imunocytochemickymi metodami zahrnujicimi
detekci cytochrom c¢ oxidazy (COX), sukcinatdehydrogendzy (SDH), NADH
dehydrogenazy a ATPazy. Pacienti s mutacemi mtDNA typicky vykazuji mozaikovy
vzhled barveni COX. Stejnomérné nizka hladina COX a intenzivni zabarveni SDH
nasv€dcuje defekt v nuklearnim genu, ale muZe byt shledan i1 v pfipadé mutaci
cytochromu b. Normalni nalez COX vSak nevyluuje mitochondriopatie. Atypické
mitochondrie mohou byt také nékdy odhaleny pomoci elektronové mikroskopie a to 1
v Casné fazi onemocnéni. Elektronova mikroskopie mize dobie ukazat mitochondridlni
strukturu, proliferaci mitochondrialnich krist (popi. stoené kristy), parakrystalické

inkluze a zvySeny pocet zvétSenych mitochondrii v subsarkolemalni oblasti.
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Obrazek 5: Histochemické barveni na aktivitu cytochrom c oxidazy (COX) a
sukcinatdehydrogenazy (SDH) v kosternim svalu u pacienta se syndromem MELAS a
kontroly. Ve svalu byla pozorovana vldkna s absenci COX a subsarkolemalni
akumulace SDH produktu. Mozaikovita distribuce aktivity je typickd pro onemocnéni s
mitochondrialni etiologii, (pfevzato z internich materiald LPSMP, 2016).

Obrazek 6: Ultrastrukturalni zobrazeni mitochondrii v kontrolnim kosternim svalu.
M- mitochondrie, (pfevzato z Kelley et al., 2002).
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5. Cil prace

Cilem bakalatské prace bylo:
e porovnat soucasné moznosti a metody analyzy systému OXPHOS na trovni
svalové tkang;
e pomoci spektrofotometrie analyzovat aktivity komplexi dychaciho fetézce v
souboru 11 vzorkt svalové tkané od pacientd s podezienim na mitochondrialni

onemocnéni.
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6. Material a Metody

6.1 Material

6.1.1 Biologicky material

Studijnim materidlem byl soubor vzorkl kosterniho svalu od 11 pacientti, u kterych
vzniklo klinické podezieni na mitochondridlni onemocnéni a 6 kontrol (coz byly vzorky
kosterniho svalu pacientil, u kterych nebylo prokdzano mitochondrialni onemocnéni).

Material byl odebran v radmci indikovaného vySetfeni po informovaném souhlasu

rodiny. Pro hodnoceni
LPSMP.

vysledki byla pouzita referenéni rozmezi béZzné pouzivana v

6.1.1.1 Vzorky pacientii
e DOSPELI - LOKALNI ANESTEZIE - tab. 2
e DETI- CELKOVA ANESTEZIE - tab. 2
6.1.1.2 Kontrolni vzorky
e 6 KONTROL - DOSPELI, CELKOVA ANESTEZIE (KYCEL)

Tabulka 2: Klinické priznaky u pacienti, jejichZ vzorky kosterniho svalu byly

analyzovany
Pacient Klinické priznaky:
D1 Hypotonie, mikrocefalie, opozdéni PMV, epilepsie, porucha
ristu
D2 PMR, centralni hypotonicky syndrom, epilepsie, dysmorfie
D3 Hypotonie, hrani¢ni prospivani, deformity dolnich koncetin
D4 Encefalopatie, PMR, hypotonie, strabismus, ptdza, atrofie
optiku
D5 Encefalopatie, Leigh syndrom, PMR, hypertrichdza, porucha
ristu, neprospivani
D6 Prematurita, hypotonie, slepota, hluchota, facialni dysmorfie
P1 Myalgie, diplopie, porucha okulomotoriky
P2 Svalova slabost a kiece, hyperreflexie DK
P3 Epilepsie, opakované iktu podobné piihody, porucha sluchu,
laktatova aciddza, hyperalaninémie
P4 Svalova slabost, diplopie
P5 Kfece a myalgie, T CK

Vysvetlivky: 1 = zvySend hodnota; PMV = psychomotoricky vyvoj; PMR = psychomotoricka retardace; DK = dolni

koncetiny, CK = kreatinkindza.

24




6.1.2 Chemikalie

6.1.2.1 Cisté chemikilie
Acetyl koenzym A, Sigma (USA)
Antimycin, Sigma (USA)
Aprotinin, Sigma (USA)
ATP, Sigma (USA)
Borohydrid draselny, Merck (Némecko)
BSA (hovézi sérovy albumin), Sigma (USA)
Chlorid draselny (KCI), Penta (CR)
Cytochrom c, Sigma (USA)
Dichlorfenolindolfenol (DCPIP), Merck (Némecko)
Dihydrogenfosforeénan draselny (KH;POy), Penta (CR)
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoat (DTNB), Sigma (USA)
Ethanol 96%, Penta (CR)
Hydroxid sodny (NaOH), Penta (CR)
Kyanid draselny (KCN), Lach-Ner (CR)
Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), Sigma (USA)
Kyselina chlorovodikova, Penta (CR)
Malonat sodny, Sigma (USA)
n-dodecyl-B-D-maltosid (laurylmaltosid), Sigma (USA)
NADH, Sigma (USA)
Oxalacetat, Sigma (USA)
Q10 (decylubichinon), Sigma (USA)
Rotenon, Sigma (USA)
Siran méd’naty (CuSQ,), Sigma (USA)
Sukcinat sodny, Sigma (USA)
TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan), Sigma (USA)
Uhligitan sodny (Na;COs), Penta (CR)
Vinan sodnodraselny, Lach-Ner (CR)
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6.1.2.2 Roztoky a pufry

Roztoky pripravené 7 chemikalii v laboratoii

Roztoky jsou vodné, neni-li uvedeno jinak.

Roztok acetyl koenzymu A [1,2 mM]

Roztok antimycinu [1 mg/ml 96% ethanolu]

Roztok ATP [200 mM]

Roztok BSA [10%]

Roztok cytochromu ¢ oxid. [1mM; 0,123 g do 10 ml pufru 25 mM KPi pH 7,4 (2)]
Roztok cytochromu c red. [cca 1 mM]

Roztok DBH, [10mM DBH; v 96% ethanolu]

Roztok DCPIP [80 mM]

Roztok 5-5’- dithiobis(2- nitrobenzoatu) (DTNB) [1 M Tris-HCI pH 8,1; 1 mM 5,5-
dithiobis-2-nitrobenzoat]

Roztok EDTA [80 mM]

Roztok ,,KCI-Tris-EDTA-aprotinin®“ (KTEA = izola¢ni médium) pufr [150 mM KCI; 50
mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM kyselina ethylendiamintetraoctova; 0,002 mg/ml aprotinin]
Roztok KCN [0,1 M]

Roztok KPi (fosfatovy pufr, KH,PO,) [1M], pH 7,8 (1)

Roztok KPi (fosfatovy pufr, KH,PO,) [25 mM], pH 7,4 (2)

Roztok KPi (fosfatovy pufr, KH,PO,) [1M], pH 7,0 (3)

Roztok Lowry A [0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) Na,COs]

Roztok Lowry B [0,5% (w/v) CuSO4]

Roztok Lowry C [1% (w/v) vinan sodnodraselny]

Roztok malonatu sodného [1M]

Roztok NADH [10 mM]

Roztok n-dodecyl-B-D-maltosid (laurylmaltosid) [15%]

Roztok oxaloacetatu [0,1 M Tris-HCI pH 8,1; 10 mM oxaloacetat sodny]

Roztok Q1o (decylubichinon) [50 mM v 96% ethanolu]

Roztok rotenonu [1mg/ml 96% ethanolu]

Roztok sukcinatu sodného [1M]

Roztok TRIS/HCI [1M], pH 8,1

Komercné doddavané smési

Folinovo reagens, Sigma (USA)
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6.1.3 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

Analytické vahy ABT 220-50M, Kern (Némecko)

Automatické pipety (mikropipety) Eppendorf (Némecko), Gilson (USA)
Centrifuga Universal 16R Hettich, (Némecko)

Homogenizator s teflonovym pistem typ: K2G7

Homogenizator Ultra-turrax T8, IKA labortechnik (Némecko)

Ledovac Brema Ice makers (Italie)

pH metr 774, Metrohm (Svycarsko)

Spektrofotometr UV-2101PC, Shimadzu (Japonsko)

Termoblok, LABNet, LABNet Int. (USA)

Vodni lazen, Julabo (Némecko)

Vortex, IKA (Némecko)

Dale bylo pouzivano bézné laboratorni sklo (SIMAX, USA) a plast (Eppendorf,
Némecko; Gilson, USA), chirurgické néstroje (B. Braun, Némecko), nylonova sitka

250pm, bunicita vata.
6.2 Metody

6.2.1 Odbér tkané

Odbér svalové tkané probihd na predem wureném pracovisti, zpravidla na

chirurgickém sale, popf. jednotce intenzivni péce, pokud zdravotni stav pacienta

nedovoluje jeho transport. Zakrok se provadi za pfitomnosti chirurga a dalSiho

persondlu vcetné pracovnika laboratofe. Pro analyzu OXPHOS je vhodné ziskat alesponl

100 mg svalove tkané. Po aplikaci celkové €1 lokéalni anestézie se provede odbér tkdné o

dostatecné velikosti, ktera se nasledné ihned a bez prodlevy dopravi pii 4°C do

laboratote pro dal§i zpracovani (homogenizace tkan¢, izolace mitochondrii, analyza

OXPHOS).
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6.2.2 Homogenizace a priprava mitochondriilni frakce

Cely proces probiha v chladu, s vychlazenymi pomickami, materidlem a nastroji,
vychlazenym izola¢nim médiem KTEA a taktéz centrifuga se ptredchladi na 4°C.
Cerstvou tkai uréenou k homogenizaci je nutné zvazit, pfi¢emz optimalni mnoZstvi
tkdn€ je minimaln¢é 100 mg, a dale vypreparovat z tkané tuk a Slachy.

Ptipravi se 5% homogenat, coZz odpovida 100 mg tkan€ a 2 ml média KTEA, a to
nasledujicim zptasobem: chlazeny vzorek svalu se pfemisti na vychlazenou Petriho
misku a oplachne se cca 0,5 ml KTEA, ¢imz se odstrani ptipadné zbytky krve a odsaje
se, dale se tkan v 1 ml média (z celkového odpovidajictho mnozstvi) rozstfiha
mikrochirurgickymi ntzkami na velmi malé kousky a tato suspenze se pienese do
vychlazené homogenizacni nddobky homogenizatoru. Nejprve se homogenizuje na
homogenizatoru Ultra—turrax T8 na stupenn 3-4 cca 15 sekund 2x a poté 15x na
homogenizatoru s teflonovym pistem K2G7 do té doby, nez bude suspenze homogenni.
Vse pfitom probiha za neustdlého chlazeni. Takto vznikly homogenat se pfenese do
zkumavky a Petriho miska i homogenizator se oplachne 1 ml média k zajisténi zbylého
biologického materialu. Oba homogenaty se spoji a vznikne tim vysledny vyse uvedeny
5% svalovy homogenat.

Po dikladném promichani se odeberou vzorky na analyzu OXPHOS a stanoveni
koncentrace celkového proteinu. Zbytek homogenatu se rozdéli do mikrozkumavek a
v piedchlazené centrifuze se pii 4°C centrifuguje 10 minut na 600 g (RCF). Supernatant
se odebere a zfiltruje se pres nylonovou sitku (250 pm) do vychlazené zkumavky.
Zbylé sedimenty se resuspenduji V poloving ptivodniho objemu homogenatu nového
média a jesté jednou zhomogenizuji za pouziti teflonového homoegnizatoru. Poté se
opét provede centrifugace (4°C, 10 minut, 600 g).

Vzniklé supernatanty se piefiltruji, jako v predeslém kroku, k supernatantu z prvni
centrifugace. Spojené postnukledrni supernatanty se rozd€li do mikrozkumavek a
centrifuguji nyni na 10000 g, opét pii 4°C, 10 minut. Sedimentované mitochondrie se
spoji do jedné mikrozkumavky, rozsuspenduji se a centrifuguji opét za stejnych
podminek (4°C, 10 minut, 10000 g).

Vznikld peleta mitochondrii se nafedi a precizné¢ suspenduje izolacnim médiem
Vv poméru asi 25 pl média na 100 mg piivodni tkdn€. Z této suspenze mitochondrii se

odebere vzorek na analyzu OXPHOS a stanoveni koncentrace celkového proteinu.
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6.2.3 Analyza enzymatickych aktivit komplexii dychaciho retezce

Spektrofotometrické stanoveni enzymovych aktivit bylo provadéno dle Rustina
s mirnymi upravami (Rustin et al., 1994) v kyvetach (o optické draze 1 cm pii 37°C)
na dvoupaprskovém spektrofotometru Shimadzu UV-2401PC. Vysledny objem reakéni

smési byl ve vSech ptipadech 1 ml. Kazdé métfeni bylo provedeno dvakrat.

6.2.3.1 Komplex I

Aktivita rotenon-senzitivni NADH: koenzym Q oxidoreduktazy (komplexu I, NQR)
byla stanovovana jako oxidace NADH pifi 340 nm s pouzitim koenzymu Q
(decylubichinon) jako akceptoru elektroni. Vzorek (mitochondrie) byl nejdiive
inkubovan z divodu poruseni mitochondrialni membrany 3 minuty v hypotonickém
prostiedi H,O. Aktivita byla mé&fena v 50 mM TRIS/HCI (pH 8,1), 2,5 mg/ml BSA,
0,3mM KCN, 50 puM decylubichinonu (Qio). Reakce byla startovana piidavkem
0,1 mM NADH. Ziskané hodnoty byly upraveny odectenim aktivity méfené v

ptitomnosti 50 uM rotenonu.
Vyslednd aktivita (SA - specifické aktivita) byla vypoctena podle vzorce:
SA=dA*10%/e*v*c

dA aritmeticky pramér z obou naméfenych hodnot (po odecteni aktivity

méfené v pritomnosti rotenonu)

€ molérni absorp&ni koeficient 6,22 * 10° dm*/ cm/ mol
v objem vzorku v pl
c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

Specificka aktivita (SA) je vztazena na mnozstvi proteinu ve vzorku a je vyjadiena

v nmol/min/mg proteinu.

6.2.3.2 Komplex Il
Pro stanoveni aktivity sukcindt: koenzym Q reduktdzy (komplexu Il, SQR) reakéni
smés obsahovala 10 mM KPi (pH 7,8; (1)), 2 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, vzorek
(mitochondrie), 3 uM rotenon, 10 mM sukcinat sodny, 0,2 mM ATP, 0,3 mM KCN, 80
uM DCPIP (2,6-dichlorophenolindophenol), 1 uM antimycin. Reakce byla startovana
piidavkem 50 uM decylubichinonu. Pokles absorbance pti 600 nm v disledku redukce
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DCPIP byl sledovan po dobu 3 minut. Reakce byla zastavena specifickym inhibitorem
pro komplex Il - pfidavkem 10 mM malonatu.

Vysledna aktivita (SA - specificka aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10°%/c*v*¢

dA aritmeticky priimér z obou namétenych hodnot

€ molarni absorpéni koeficient 20,1 * 10® dm® cm/ mol
v objem vzorku v pl

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

Specificka aktivita (SA) je vztaZena na mnozstvi proteinu ve vzorku a je vyjadiena

v nmol/min/mg proteinu.

6.2.3.3 Komplex I-111

Pro stanoveni aktivity NADH.: cytochrom c reduktazy (komplexu I-11l1, NCCR) byl
vzorek (mitochondrie) nejdiive inkubovan 2z divodu poruSeni mitochondridlni
membrany 3 minuty v hypotonickém prostfedi H,O. Reak¢ni smés dale obsahovala 50
mM TRIS/HCI (pH 8,1), 2,5 mg/ml BSA, 40 uM oxidovany cytochrom ¢, 2 mM KCN.
Reakce byla startovana ptidavkem 0,1 mM NADH. Pribéh reakce byl sledovan po dobu
1 minuty, jako vzestup absorbance pii 550 nm v dasledku redukce oxidovaného
cytochromu c. Ziskané hodnoty byly upraveny odectenim aktivity méfené v ptfitomnosti

50 uM rotenonu.
Vysledna aktivita (SA - specificka aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10%/c*v*¢

dA aritmeticky priimér z obou namétenych hodnot (po odecteni pozadi)
€ molarni absorpéni koeficient 19,6 * 10 dm® cm/ mol

v objem vzorku v pl

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

6.2.3.4  Komplex I1-111
Ke stanoveni aktivity sukcinat:cytochrom c reduktazy (komplexu 1l-111, SCCR) byla
pouzita reak¢ni smés ve slozeni: 50 mM KPi (pH 7,8; (1)), 2 MM EDTA, 1 mg/ml BSA,
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vzorek (mitochondrie), 3 pM rotenon, 10 mM sukcinat sodny, 0,2 mM ATP, 0,3 mM
KCN a reakce se zahgjila po 3 minutach inkubace pfidanim 40 uM oxidovaného
cytochromu c¢. Reakce se sledovala pfi 550 nm 1 minutu a nasledn¢ se zastavila
pfidanim 10 mM malonatu sodného. Po 1 minuté inkubace se do smési piidal
50 uM DBH; a zaznamenavala se aktivita po dobu 1 minuty. Poté se piidal do kyvety 1
pM antimycin a méfila se aktivita po dobu 1 minuty. Prvni kfivka byla aktivita
komplexu II-III, druha kiivka byla aktivita komplexu III a tfeti kiivka byla inhibice

komplexu I11.

Vyslednd aktivita (SA - specifické aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10%/e*v*¢

dA aritmeticky primér z obou naméfenych hodnot (po odecteni pozadi)
€ molarni absorpéni koeficient 19,6 * 10 dm® cm/ mol

v objem vzorku v pl

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

6.2.3.5 Komplex Il
Aktivita ubichinol: cytochrom c reduktdizy (komplexu III, QCCR) byla méfena
Vv reakéni smési obsahujici 50 mM KPi (pH 7,8; (1)), 2 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, 0,3
mM KCN, 40 uM cytochrom ¢ a vzorek (mitochondrie). Reakce byla zah4jena
piidavkem 50 uM ubichinolu (DBH,). Narust absorbance pii 550 nm v duasledku
redukce cytochromu byl zaznamenavan 3 minuty. Aktivita tohoto komplexu mize byt

také sledovana v ndvaznosti na méteni aktivity komplexu II-111.
Vysledna aktivita (SA - specifické aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10%/e*v*¢

dA aritmeticky primér z obou naméfenych hodnot (po odecteni pozadi)
€ molarni absorpéni koeficient 19,6 * 10° dm® cm/ mol

v objem vzorku v pl

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml
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6.2.3.6 Komplex IV
Pro stanoveni cytochrom ¢ oxiddzy (komplexu 1V, COX) se pouzila reakéni smés
obsahujici 40 mM KPi (pH 7,0; (3)), 1 mg/ml BSA, 25 uM redukovany cytochrom c,
2,5 MM laurylmaltosid a vzorek (homogenat/ mitochondrie), kterym byla reakce

startovana a sledovana 1 minutu. Konkrétné se sledoval pokles absorbance pii 550 nm.
Vysledna aktivita (SA - specificka aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10%/e*v*¢

dA aritmeticky primeér z obou naméfenych hodnot

€ molarni absorpéni koeficient 19,6 * 10® dm® cm/ mol
Y objem vzorku v ul

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

Specificka aktivita (SA) je vztazena na mnoZstvi proteinu ve vzorku a je vyjadifena

v nmol/min/mg proteinu.

6.2.3.7 Citrdtsyntdaza
Aktivita citrdatsyntizy (CS) byla stanovena v reakéni smési ve slozeni: 100 mM
TRIS/HCI (pH 8,1), 0,1 mM DTNB (5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)),
2,5 mM laurylmaltosid, vzorek (homogenat/ mitochondrie) a 0,5 mM acetylkoenzym A.
Po zaznamenani pozadi pfi 412 nm po dobu 2 minut byla reakce startovana ptidavkem

0,5 mM oxalacetatu. Vypocet aktivity se provedl po odecteni pozadi.
Vysledna aktivita (SA - specificka aktivita) byla vypoctena podle vzorce:

SA=dA*10%/c*v*¢

dA aritmeticky priimér z obou namétenych hodnot (po odecteni pozadi)
€ molarni absorpéni koeficient 13,6 * 10° dm® cm/ mol

v objem vzorku v pl

c koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml

Specificka aktivita (SA) je vztazena na mnozstvi proteinu ve vzorku a je vyjadiena

v nmol/min/mg proteinu.
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6.2.4 Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Lowryho

Z homogenatu vzorku fedéného destilovanou vodou v poméru 1:1 bylo odebrano 2
x Sula2x 7 ul pro Ctyfi nezavisla méteni (vysledna koncentrace proteinu v daném
vzorku poté byla vypocitana jako pramér téchto ¢ty méfeni). Pro suspenzi mitochondrii
(jiz nafedénou 15x v médiu KTEA) byl pouzit stejny postup. Dale bylo 5 pl resp. 7 ul
fedéného vzorku doplnéno destilovanou vodou na objem 200 pl. K takto pfipravenym
vzorklim byl pfidan 1 ml smési, vzniklé smichanim zasobnich roztoki Lowry A:B:C v
poméru 48:1:1. Vzorky byly promichany pomoci ,,vortexu® a inkubovany 15 min pfi
laboratorni teploté. Poté bylo ke kazdému vzorku pfidano 100 pl cerstvé natedéného
Folinova reagens s destilovanou vodou v poméru 1:1, promichano pomoci ,,vortexu® a
inkubovano 30 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla zmétfena absorbance pomoci

spektrofotometru UV-2101PC pii 700 nm.

Jako kalibra¢ni kiivka pro odecteni koncentrace proteinu byla pouzita koncentracni

fada hovéziho sérového albuminu (BSA): 5, 10, 15, 20, 25 pg (viz obrazek 7).

Vypocet vysledné koncentrace proteinu v mg/ml byl proveden takto:

lc (prot.) = (konc. ode&tena z kalibraéni kiivky/ objem vzorku v ul) * fedéni vzorky
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] uv-2101pc [E=REaN ™

File AcquireMode Configure Manipulate Presentation Help

Standard 0,500 Standaid

Number Conc. Abs.
1 08,0000 8,000
2 5,08000 8,092
3 5,08000 8,097
4 106,008 8,164
5 10,008 8,168
6 15,0608 8,241
7 15,0008 8,252
8 29,000 8,318
9 28,0808 8,328
18 25,000 8,380
11 25,000 8,381

A

b

s

0.,000¢
0,000 10,000 20,000 30,000
ma/l
OFF \
Auto Zero ‘ | Unknown ‘ PopUp Scan ’ Read 1 Stop [

Obrazek 7: Vzor pétibodové kalibra¢ni kiivky BSA pro stanoveni koncentrace proteinu pii 700nm v programu UV-2101PC Shimadzu
(vlevo tabulka hodnot absorbance pti koncentraci 5 - 25 ug; vpravo kalibra¢ni kiivka sestavena z téchto dat, resp. linearni regresni primka
prolozend ziskanymi body).

34



7. Vysledky

Byla provedena izolace homogenatu a mitochondrialni frakce z nativniho svalu
celkem u 11 pacientl s podezienim na mitochondrialni onemocnéni a u 5 kontrolnich
vzorkd od osob, u kterych nebylo prokazano mitochondrialni onemocnéni (viz tabulka
¢. 3).

V  nezamrazeném homogenatu a mitochondrialni frakci bylo provedeno
spektrofotometrické méteni komplexiit COX, SCCR, NCCR, NQR, SQR, QCCR a CS,
vypocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulkach ¢. 4-6.

Vysledky byly porovnany s referen¢nimi rozmezimi pouzivanymi v LPSMP pro

jednotlivé vékové skupiny (viz tabulka €. 7).

V souboru 5 dospélych pacientli byla v homogenatu zjiSténa 1x hrani¢ni hodnota
komplexu IV (COX) a 4 vzorky byly bez patologického nalezu (viz tabulka ¢.8).
V mitochondridlni frakci byla zjiSténa 2x normélni hodnota enzymi, 1x sniZeny
komplex | (NQR) a I-1ll (NCCR) svéd¢ici pro poruchu komplexu I (NQR). Ve dvou
piipadech byla nalezena zvySena hodnota aktivit vybranych komplexit OXPHOS (viz
tabulka ¢.8). Nasledn¢ bylo primarni MO na molekularné-genetické urovni
(molekuldarne-genetické analyzy byly provedeny pracovniky LPSMP) potvrzeno u
pacienta P3 s poruchou komplexu I (NQR) (viz tabulka ¢. 8). U pacienta P4 a P5
vysetieni dospélo k podezieni na sekundarni MO pfti zakladnim svalovém onemocnéni.
U pacienta P1 a P2 bylo MO vylouceno.

V souboru pacientil détského véku byla v homogenatu nalezena 1x snizena aktivita
komplexu IV (COX), 2x hrani¢ni aktivita komplexu IV (COX) a i poméru COX/CS a u
3 pacientli byl ndlez v normé¢. V mitochondriich byly u 2 pacientli nalezeny sniZené
hodnoty komplexu I (NQR) a /nebo I-11l (NCCR) svédéici pro defekt komplexu I
(NQR). U jednoho pacienta byl nalezen vyznamné snizeny komplex IV (COX) vcetné
poméru COX/CS svédéici pro poruchu komplexu IV (COX). U 2 pacientt byla pouze
hrani¢ni hodnota komplexu IV (COX) nebo COX/CS a 1x bylo méfeni aktivit
komplexii dychaciho fetézce ve svalu bez patologického nalezu (viz tabulka ¢.8).

Biochemické vysledky pfispély k definitivnimu urceni diagndézy na molekularné-
genetické trovni u pacienta D4 s poruchou komplexu | (NQR), kdy byla identifikovana

mutace v mtDNA v ND5. U pacienta D5 byla potvrzena primarni MO s nuklearni

35



etiologiii — byla nalezena mutace v SURF1 genu, ktery koduje asemblacni protein pro
komplex IV (COX). U pacientt D1 a D2 podezieni pro primarni MO trva a nyni
probihaji analyzy na Mitoexomu. U pacienta D3 hrani¢ni zmény v aktivité¢ komplexu IV
(COX) vznikly sekundarn¢ v disledku primarni myopatic. U pacienta D6 byla MO

vyloucena (viz tabulka ¢. 8).

Tabulka 3: Zakladni udaje ke vzorkim pacienti a kontrol - vstupni hmotnost tkan¢
a zméfené koncentrace celkového proteinu ve svalovém homogenatu/ mitochondriich

Vstupni Koncentrace proteinu Koncentrace
Vzorek oznafen: mnozstvi ve proteinu
svalové tkané | svalovém homogenatu V mitochondriich
(mg): (mg/ml): (mg/ml):
K1 600 7,79 36,45
K2 670 6,89 25,85
K3 520 8,34 35,10
K4 420 5,97 20,84
K5 500 6,72 27,04
K6 360 7,76 28,30
D1 205 6,54 20,70
D2 288 6,01 17,17
D3 97 4,87 10,00
D4 151 4,94 29,78
D5 130 4,53 21,45
D6 130 6,51 18,90
P1 70 7,58 12,10
P2 260 6,39 31,94
P3 216 5,41 36,90
P4 234 8,83 16,16
P5 261 6,11 30,10
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Tabulka 4-6:Aktivita komplexu dychaciho Fetézce a citratsyntazy v nativnim kosternim svalu od 11 pacientd (B, C) s podezfenim na
mitochondrialni onemocnéni a od 6 kontrol (A)

4. (A).

VZOREK | POHLAVI
K1 muk 68 133 130 616 | 496 196 47 58 42 554 1,03 1,24
K2 mus 56 136 103 896 | 736 191 70 212 129 802 1,32 1,22
K3 mui 57 61 84 561 | 346 125 51 113 41 527 0,74 1,62
K4 fena 62 125 89 908 | 565 118 71 247 60 599 1,41 1,61
K5 muk 59 168 165 | 1227 | 1189 | 175 315 141 50 770 1,02 1,03
K6 fena 63 160 111 883 | 621 276 154 184 37 847 1,45 1,42

5.(B.)

VEK
VZOREK |POHLAVI| (roky)

D1 fena 3 146 161 | 996 | 668 132 50 196 80 663 0,90 1,49

D2 mu? 2 63 81 612 | 573 96 47 426 43 467 0,78 1,07

D3 mus 3 103 117 | 829 | 522 249 160 321 86 494 0,88 1,59

D4 fena 2 185 212 | 601 | 536 140 42 30 37 384 0,87 1,12

D5 fena 2 43 201 70 | 402 122 75 106 43 412 0,21 0,17

D6 mus 5m.* 47 87 360 | 367 163 90 203 58 372 0,54 0,98
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6.(C)

VEK
VZOREK |POHLAVI| (roky)
P1 Zena 38 147 103 702 | 373 134 136 253 53 459 1,42 1,88
P2 muz 40 196 154 | 1112 | 823 208 229 160 85 705 1,27 1,35
P3 muz 35 348 267 926 | 884 201 12 99 42 635 1,30 1,05
P4 Zena 62 53 64 895 | 1063 399 170 209 100 1181 0,83 0,84
P5 muz 18 167 167 926 | 1062 494 221 290 71 812 1,00 0,87
Tabulka 7: Referen¢ni rozmezi pro aktivity komplexi dychaciho Fetézce v kosternim svalu
AKTIVITA ENZYMU (nmol/min/mg proteinu) — Referen¢ni rozmezi
HOMOGENAT MITOCHONDRIE HOMOGENAT | MITOCHONDRIE
vek COX CS COX CS SCCR | NCCR NQR SOQR QCCR COX/CS COX/CS
do 2 let 53-197 85-144 | 287-1077 200-640 | 50-206 | 42-156 | 194-354 | 20-108 | 100-217 0,6-1,48 1,1-2,22
2-18let | 120-228 | 108-177 | 825-1500 528-938 | 97-267 | 100-287 | 118-282 | 28-94 | 321-640 0,85-1,65 1,16-2,13
nad 18 let 68-213 48-128 | 658-1552 | 435-1234 | 82-251 | 126-316 | 110-290 | 21-93 >200 0,74-4,08 0,66-2,25

Poznamka: hodnoty jsou prevzaty z LPSMP

Vysveétlivky:

COX = cytochrom c oxidaza (komplex 1V)

CS = citratsyntaza

SOR = sukcinat:koenzymQ oxidoreduktdiza (komplex II)  SCCR = sukcindt:cytochrom ¢ oxidoreduktaza (komplex II-111)

QCCR = QHj:cytochrom c oxidoreduktdza (komplex III) * m. = mésice
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NCCR = NADH:cytochrom ¢ oxidoreduktdaza (rotenon senzitivni; komplex I-111)
NQR = NADH:koenzym Q oxidoreduktdza (rotenon sensitivni; komplex I)




Tabulka 8: Pitehled hodnoceni ziskanych nalezii u pacienti ve svalové biopsii v korelaci s kone¢nou diagnézou

Pacient Hodnoceni nalezu - homogenat Hodnoceni nalezu - mitochondrie Kone¢na diagnoza/ zavér
Suspektni MO,
D1 bpn | NCCR analyza Mitoexom
Suspektni MO,
D2 bpn bpn analyza Mitoexom
D3 ~ COX ~ COX Sekundam} mrltopatle pfi
kongenitalni myopatii
Priméarni MO, porucha NQR,
b4 bpn | NQR a NCCR mutace mtDNA v ND5
Primérni MO, porucha COX,
D5 | COX a COX/CS I NQR, COX a COX/CS Mutace SURF1 genu
D6 ~ COX a COXI/CS ~ COXI/CS Neni MO
P1 bpn | CS, bpn Neni MO
P2 bpn bpn Neni MO
Primérni MO, porucha NQR
P3 bpn | NQR a NCCR mutace MDNA v ND5
P4 - cox 1 SQR, SCCR a QCCR Sekunddrni mitopatie pfi
primarni myopatii
p5 bon ~ COXI/CS Sekundarni mitopatie pii
P + QCCR primarni myopatii
Vysvetlivky: ~ = hranicni vysledek; | = sniZend hodnota; 1 = zvySend hodnota, bpn = bez patologického ndalezu

Poznamka: molekuldarne-genetické analyzy byly provedeny pracovniky LPSMP.
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8. Diskuze

Homogenizace svalu a izolace mitochondrii se provadi v den odbéru (biopsie),
pouziva se tedy nativni sval. Méfeni COX a CS se provadi paralelné¢ ve svalovém
homogenatu 1 mitochondriich zddvodu potieby kontroly kvality pfipravy
mitochondrialni frakce. Pokud vyjde CS v mitochondridlni frakci nizka a v homogenatu
normalni, je tfeba brat v potaz moznost poskozeni mitochondrialni membrany béhem
izolace (vyliti CS do izola¢niho média) nebo z diivodu jiného priméarniho svalového
onemocnéni (atrofie svalové buiiky a snizend odolnost mitochondridlni membrany vaci
homogenizaci).

Enzymologie se stale fadi mezi zlaty standard a provadi se vzdy pii podezieni na
MO. Vyhodou je analyza celého spektra enzymii dychaciho fetézce. Metoda je také
unikatni v tom, ze sta¢i pouze malé mnozstvi materidlu na analyzu aktivity enzymu
(pouhy 1 pl mitochondrii), coz je opravdu minimalni spotieba materidlu. Pro kone¢né
hodnoceni biochemického nalezu je vhodné vysledky spektrofotometrického méteni
korelovat s dal$imi biochemickymi analyzami (oxygraf, oxidace substrati), pokud jsou
k dispozici.

Meéfeni enzymatickych aktivit pomoci spektrofotometrie umoznuje méfit aktivity
Vv prostiedi, kde mame k dispozici vSechny substraty v nadlimitnim mnozstvi, kdeZto
napf.u oxygrafu se analyza provadi v prostfedi, které je blize fyziologickému stavu
buiniky, ale na provedeni je mnohem slozitéj$i, vyZaduje zkuSeného pracovnika a
ho provadét i vjiném dostupném materidlu (kultivované fibroblasty, izolované
lymfocyty), v ptipadé tmrti pacienta i v dalSich tkanich.

Vysledky od pacientt, u kterych nebylo prokazano MO, budou pouzity pro rozsiteni
souboru naSich (LPSMP) kontrolnich hodnot. Referencni rozmezi se 1isi dle véku.
Vysledky se také mohou lisit v zavislosti na tom, zda se pro analyzu pouZije nativni sval
nebo zamrazeny sval. Proto je tfeba vzdy zvolit spravné referencni rozmezi.

V obou testovanych skupinach pacienti byly vysledky enzymatického méteni aktivit
komplextt OXPHOS zakladem pro dalsi diferencidlné-diagnostickou rozvahu. Zaroven
byly korelovany s dal§imi biochemickymi vysledky. U 3 pacientd S primarnim MO
zname jiz molekularné-genetickou podstatu onemocnéni, a tudiZ je moZno postizenym

rodinam nabidnout genetické poradenstvi.
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9. Zavér

V této bakalarské praci byly porovnany soucasné moznosti a metody analyzy
systému OXPHOS na urovni kosterniho svalu u pacientti s podezienim na MO.

V souboru 11 pacientli s podezienim na primarni MO byla provedena analyza
svalové biopsie, ktera zahrnovala izolaci mitochondridlni frakce a meéfeni aktivit
komplexi: cytochrom ¢ oxidazy (komplex 1V, COX), NADH:koenzym Q
oxidoreduktazy (rotenon sensitivni; komplex I, NQR), sukcinat:koenzymQ
oxidoreduktazy (komplex II, SQR), sukcinat:cytochrom ¢ oxidoreduktazy (komplex Il-
I1l, SCCR), QHa:cytochrom ¢ oxidoreduktazy (komplex 111, QCCR), NADH:cytochrom
¢ oxidoreduktazy (rotenon senzitivni; komplex I-1ll, NCCR) a citratsyntazy (CS)
pomoci spektrofotometrie.

Zaroven byly analyzovany vzorky svali v souboru 5 pacientli s primarnim
podezienim na mitochondrialni vadu, kterd se vSak posléze nepotvrdila a tudiz tento
soubor rozsifil stavajici soubor kontrol vyuzivanych v LPSMP.

U 3 pacientll se na zaklad€ analyz, které byly soucasti této prace, podafilo zacilit
diagnostickou rozvahu na analyzu konkrétniho genu. Jednalo se o jednoho pacienta
s poruchou COX, kde pfi¢inou onemocnéni byla mutace v SURF1 genu. U dvou
pacientit s poruchou komplexu | (NQR) byly nasledné potvrzeny mutace v ND5 genu
mitochondrialni DNA. Na zakladé naSich vysledki je mozné nabidnout rodindm

genetické poradenstvi.
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