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*" Genetika mitochondrialnich chorob

\ Ukoly mitochondrie Oxidativni Fosforylace (OXFOS) - Multiproteinové komplexy
[}

\, Zajisténi energie — jak a pro¢? Komplex | (NADH : ubichinon oxidoreduktasa) — 46 proteinu
Mitochondria Inner Structure - oxidace NADH
Komplex Il (sukcinat : ubichinon oxidoreduktasa) — 4 proteiny
- oxidace sukcinatu
Komplex Il (ubichinol : cytochrom ¢ oxidoreduktasa) — 11 proteint
- prevod elektronti z CoQ
Komplex IV (cytochrom c oxidasa) — 13 proteinu
- produkce vody
Komplex V (ATP synthasa) — 16 proteint

- Okyseleni mezimembranového prostoru =» narast H*

\

Potencialni energie H* = produkce ATP

ATP vynasen pomoci prenasece
adeninového nukleotidu (adenine
nucleotide translocator — ANT) vyménou
za ADP




«\\ Mitochondrialni DNA (mDNA)

Mitochondrie - semiautonomni

- dal$ich cca 70 proteinti (OXFOS) Mitochondrie zygoty pochazi z vajicka

kédovano jadernymi geny = z matky 2

- cca 1 000 dalSich proteint se Stejny soubor pfiznaku je dédén

podili na metabolismu MK, pouze z postizenych zen » vysoka

citratovém cyklu, transportu, atd. pravdépodobnost mutace v genech
mitochondrialni DNA

V matrix buﬁky —-—2az10 genomﬁ - Mutantni gen z jédra muze byt dédén
AR, AD, XL

— mitochondrial cell-free
DNA — cca 50 000x vic nez jaderné
DNA =» biomarker (trauma,
rakovina, cukrovka)

Complex V

Po replikaci kazdy nahodné

-ccal6,5kb =2rRNA, 22tRNA,  pienesen do dcefinych bunék.
13 mRNA

- mMRNA translatovana v matrix Zpusob dédiénosti neodpovida
Mendelovym zakonum.
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\\V Mitochondrialni genetika
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Occyto matur
and mtDNA ai

- Nahodna s;gregace do dcefinych = progenitorové
buniky s rozliécnym kvalitativnim obsahem mtDNA =
nékteré tkané obsahuji mutovanou mtDNA =

Lidské vajicko — cca 100 000 mitochondrii, pfi dozravani je
znacna ¢ast ztracena (odhad 10-100) = ,,genetic bottleneck*

- Béhem prvnich dni embryonalniho vyvoje se vytvori i vic jak
10 000 mitochondrii na buriku

- Nahoda = pasivni proces

rychlejsi pohyb

Comet tail human cell
Pomér mutované a JLLQP !

Mitochondrion

wt-mtDNA = [fnom  pcuh
mitochondrialni
mutaéni naklad
(mitochondrial e
mutation load)

\

N

2021 - interakce s aktinem - navazani do ,,kabelové
struktury” - to€eni se v bunce (radar)

- vazba do mrac¢na — omezeni mobility

- vznik kometé podobnému ocasu =2

networks in mitosis, Nature

2021, Andrew S Moore et al: Actin cables and comet tails organize mitochondrial



Vyjimka potvrzu

Luo et al. Biparental
Inheritance of
Mitochondrial DNA in

ici pravidlo

Jak unikne otcovska mtDNA ?
- Rozdilné dle druht

a) Ub-mediated degradation of paternal mitochondrial structures (mammals)

5 " cytoplasm of fertilized egg
mitochondria Ub
/)

PM,
with mtDNA acrosome —l" degradation
oo (proteasome
) m - arlor
> fertilization! lysosomes)
midpiece

b) Autophagy of paternal mitochondrial structures (C. elegans) L topiasm of fetiized egg

membranous fusion with
organelles (MOs) ‘i JUD lysosomes
<
— -
~ @® fertilization @
mitochondria

with mtDNA

engulfment by autophagosomes

Humans, PNAS, 2018

IV-2 — proband - 4-lety chlapec —
unava, hypotonie, ptosis, svalova
bolest = podezieni na
mitochondrialni chorobu

mtDNA sekvenovani = 1I-1, 1I-3, 1I-4,
[11-6 = biparentalni mtDNA pFenos

Otcovska mtDNA muze prechazet na
potomky =» vysoky stupen heteroplazmie

d) Degradation of paternal mtDNA during spermatogenesis (0. melanogaster)

miDNA .
(nucleoids) EndeG mutant 2) physical exclusion of mtDNA)
— by the progression of

the investment cone

mitechondria
\

1) degradation of undegraded miDNA
mtDNA by EndoG
T

—— < i @

_, waste bag

\
investment cone

?2??

1) Ub-Prohibitin

2) TFAM - downregulace

3) Relokace Endonukleazy G



- \\ Mltochondrlalnl qenetlka

— vSechny
mitochondrie stejny genom
\ (mutovany nebo wt)
\,' — rizné genomy mitochondrii

= =" v bunce ¢i tkani (mutovany i normailni)

- mutace snizujici produkci ATP - U heteroplasmickych bunék —
u homoplasmickych bunék s pomér normalni vs. mutované
vysokymi pozadavky na energii DNA urcuje zda dojde k

= vazné poskozeni energetickému nedostatku

- pro buinky s malymi
energetickymi pozadavky =2
minimalni dopad

Prah pro expresi fenotypu — zavisi na potrebach tkané

- Mozek, srdce, jatra, svaly — citlivé na mutaci v mtDNA
- Stejné tak mutované jaderné geny kodujici
mitochondrialni proteiny

Mitochondrialni poruchy

Znamo vic nez 50 jednoduchych mutaci
asociovanych s multisystémovymi
poruchami

Celkovy vyskyt 1 : 10 000

Projevy — myopatie, cardiomyopatie,
demence, myoclonus epilepsy (nahlé
nekontrolované svalové kontrakce),
hluchota, slepota, anemie, diabetes

Zavisi na:

- mutovaném mitochondrialnim genu

- rozsahu segregace v ¢asnych stadiich
vyvoje jedince

- mnozstvi mutovaného genu v urcité tkani
- prahové hodnoté mutované mDNA
vedouci ke klinické manifestaci

- Kliéem je mateifska dédiénost
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_ \\ Myoklonalni epilepsie a roztrhana €ervena viakna /

Myoclonus epilepsy and ragged red fibers (MERRF)

\' - vzacna, heteroplasmicka multisystémova porucha

0

- dédéna materskou cestou

- Klinicka manifestace - prechodné zachvaty
(myoclonus epilepsy), neschopnost koordinovat
pohyby svall (ataxie), ztrata svalovych bunék
(myopatie), a do jisté miry hluchota, demence a
degenerace paternich nervi

I - Temin ,, roztrhana ¢ervena vliakna“
(ragged red fibers) — oznac€uje shluky
mitochondrii, které se hromadi

. prevazné v kosternim svalstvu a
barvi se ¢ervené barvickou
specifickou pro komplex II.

" - Nastup nemoci obvykle béhem
détstvi

- Vétsina MERRF - vysledek bodové
mutace (A8344G) v genu pro transferovou
RNA (Lys) mtDNA

MTTK*MERRF8344G

Mltochondrl Akronym pro
Transferova klinicky znak
RNA
Jedno pismenna Mutovany
kratk lysi

zxratka pro fysin nukleotid je
guanin na
pozici 8344

- Nese-li 90 % mitochondrii mutaci v bunikach nervu
a svalu =2

- Mutace snizuje syntézu mitochondrialnich proteinu
- Mnozstvi vSech komplext (vyjma komplexu ll) je
shizeno



\\V Leberova hereditarni opticka neuropatie (LHON)

-

Porucha funkce komplexu | = Gnik elektronti, méné T
> LHON Vision
ATP, nadbytek ROS =»smrt retinalnich ganglii

\' NejéastéjSi mutace v mtDNA: 11778G>A, 3460G>A, 14484T>C

4

Prvni projevy: 27-34 let zivota

Rychla progrese — do 6.tydnti — uplna ztrata zraku (bezbolestna) -
Healthy Vision LHON Vision

— projevy prevazné u muzu

Homoplazmicka mutace = diagnéza vysetieni krve

'l leaking electron Mutated subunits

-V CR od 1992 — 2013 - vic jak 150 pacientd
- Lécba: analog koenzymu Q,,, vitaminy C a E w.:mmm m” ot
ovrons 100000 "ot

Vitamin E

4001U Natural Mixed
Tocopherols

GANUTRILITE JI\UIRHII!-

. m14484T>C
ND6

dysfunctional complex | complex IIl complex IV

Vitamin C Plus /
Vitamin C Plus

ooPS{E STRAY




- \}"Jadernymi geny kédované mitochondrialni poruchy

Protein ma 15-30 AK sekvenci na N-konci — vazba na receptor na povrchu vnéjsi mitochondrialni
membrany

\ Defekty vstupu mit. proteint

Defek Aty
pyruvatdehydrogenasovy komplex (PDHC) - efekty v transportu substratu

\ N slozenti: e e oxidace FA je dilezita pro ziskavani
e —— = ) y ) ylasa energie v srdci a kosternim svalstvu
] o E2 — dihydrolipoyl transacetylasa fedeviim bFi cvideni
Iy e E3 —dihydrolipoyl dehydrogenasa P P
K, E1l = tetramer, PHDAL1 kéduje E1a, lokalizace Xp22.1

Glucose

Substituce bazi v
obou alelach PHDA1
>

- defekty v mnoha genech pro B-cyklus -
fenotyp je podobny, zahrnuje abnormality jater,

Fenotyp — o€ni >
srdce a svalu

abnormality,
degenerace CNS

Cytosol

- napr. defektni enzym karnitin-acylkarnitin
translokasa (gen CACT) — dlouhé FA nejsou
prenaseny do mitochondrii a smrt nastava
béhem nékolika dni az mésicl po narozeni




’ \B’Jadernymi geny kodované mitochondrialni poruchy

Defekty v utilizaci substratu

karnitin palmitoyl transferasa (CPT2 gen,
\, 1p32) — mutace produkuje dva fenotypy
\ N - nastup v dospélosti - svalova bolest a

slabost po naroc¢né praci Ci pustu

- nastup v détstvi — horsi, letalni —
ovliviuje jatra, srdce, svaly

- oba pripady - narusena oxidace
dlouhych FA CPT2 enzymem vazanym
do mitochondrialni membrany

defekty Krebsova cyklu —
vzacné

- deficience fumarat
dehydrogenasy (FH) —
smrt déti, dédény AR
znak, nasledek mutace
FH genu na 1g42.1

)JE VZDELAVANI

Defekt v transportu Fe

Friedreichova ataxie (FRDA) —
expanze trinukleotidové repetice, AR
- selhani pohybu kong¢etin, v
mensi mire slepota, hluchota,
cukrovka

- produkt FRDA genu (9921) —
frataxin — situovan bud’ do
membrany, nebo matrix

- vychytavani komplexua Fe-S
(soucast komplext dychaciho
retézce) neni spravné regulovano =

Lécba: podpurna
(podpéry pro ruce,
nohy), fyzicka terapie
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BN Jadernymi geny kodované mitochondrialni poruchy

-

Defekty retézce transportu elektront

Defekty mtDNA

- mutace v genu NDUFS4 (5q11.1) podjednotky AD Progresivni externi oftalmoplegie (adPEO)
\, (AQDQ) komplexu | - ptosis, slabost kosternich svall, nahla smrt
\ D - fatalni - nastup se ¢étvrtou dekadou zivota
} - homozygotni 5-bp duplikace — zvraceni, - delece genomu ritizné délky

hypotonie - ANT1 (4935) — sméfuje ADP za

- abnormality jiz v détském véku, brzka smrt ATP, transportér

- mutace v jinych NDUFSx genech vedou - PEOL1 (Twinkle) (10q24) - vazba na

obvykle k Leighovu syndromu (Subakutni mDNA, helikasa

nekrotizujici encefalopatie) s kardiomyopatii - POLG (15026.1) — mDNA

polymerasa (katalyticka podjednotka)

DIET
Carbohydrates Fats Proteins

Syndrom z vy€erpani mtDNA (MDSs)

- AR poruchy — ztrata vSech mtDNA ur¢ité tkané

- — dité obvykle zemrie do 3 let
po narozeni

- - nastup encefalopatie, mlééné acidosy
béhem pozdniho détstvi

DGUOK (2p13) — mitochondrialni deoxyguanosine
kinase (dGK) — deplece mtDNA jaternich bunék
TK2 (16922.1) —mitochondrialni thymidin kinasa —
ztrata svalové mtDNA
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AN At’ se vam volné dycha,
§ nejen na bunécné

urovni .
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< \ Farmakogenetika

Cil — identifikace genetickych
rozdili mezi pacienty, které

Pro¢ Farmakogenetika?

Y . - o Urceni genetického
\ ovliviiuji odpovéd' na lé¢bu ginitele v odpovédi na
I s W

N\ lIéCbu

=~ e i oo
Terapeutické okno / Farmakokinetika — Farmakodynamika — ﬁ B 'ﬁ
Terapeuticky index — uréeni osudu léku v vazba nareceptory a A
rozmezi davek léciva, zivém organismu mechanismus Géinku :

které uc¢inné léci nemoc

Drug not toxic

Drug not toxic [l 1 (gt and beneficial
and not beneficial

‘ ’ |
s !

What drug does o Absorption _pigtribution
Yo the booy ADME )+

Pharmacokinetlcs
Phamacodynamics w G 1 Metabolism

What body does
L_to the drug Elimmanon
Pharmacodynamics

_ vs Pharmacokinetics

Peak of effect BReSiiect
Adverse response i Same diognosts,
{l H | some prescription

Therapeutic window

g
5
2
£
8
5
9
g
&
3
a

— Desired response
Duration of action !

-
o

? - Uginnost (biotransformaéni enzymy)
- Bezpeénost (molekularni cile)
- Davka - jak moc???
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Homozygous SNP Heterozygous SNP

= . Paternal
\ F m k t k dlele  AACTGGACTT|G|AAGCATCTACGTT| A/ TCCATGAAG
\\ ar a O q e n e I a V p raXI Maternal AACTGGACTF@AAGCATCTACGTTTCCATGAAG

allele

S G 51% A 90%
Frequency in population:
T 49% (minor allele) C 10% (minor allele)
— (SNP)
(antihypertenzivum)
\\ - vysoce polymorfni (> 70 alel)

- metabolizace ~25% lé€iv
\ - antidepresiva, neuroleptika

Fluoxetin

- vztah mezi sérovou hladinou a

fenotypem PM \
Metabolize Metabolize Metabolize
Fast Normally slowly \
" —

- smérnice pro néktera lé€iva a urcity
fenotyp
(https://www.pharmgkb.org/index.isp)

EM — extenzivné metabolizujici jedinci

PM — pomalu metabolizujici jedinci \\

3 Pi
DJE VZDELAVANI \
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\\\ Farmakogenetika v praxi

Trimethylaminurie — ,,syndrom rybiho zapachu*
- Deficience FMO3 (flavin obsahujici monooxygenaza, typ 3),

\

- Snizena / nepritomna N-oxygenace trimethylaminu

- neprijemny télesny zapach po poziti ryb, hrachu, cholinu,
lecithinu

Ey Ay A e ? i
" , TMAO : \
- J 7 : |:> Vyhoda proti ateroskleréze ??? \\
atty aci =
Fatty acid
9 ‘ TS Korelace hladiny TMAO s rizikem '
O—FI'-O-Chollne—>HO-CH2-CH2—IIQ—CH3W H—III—CHg WHO-I[\I -CH3 . . , ,
o- CHa CHg kardiovaskularnich nemoci !!!

Phosphatidylcholine Choline Trimethyl amine  Trimethylamine N-oxide

JE VZDELAVANI( \\N
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DN

Farmakogenetika v praxi
N\ Farmakonenetikav

" —

Metabolismus warfarinu
- Deficience VKOR1 nebo CYP2C9

- Farmakodynamicky cil - VKORC1 (SNP - ¢.-1639G>A =
snizena exprese

- Farmakokineticky cil - CYP2C9

- CYP2C9*2 — ¢c.430C>T — zaména Arg za Cys — pokles
aktivity o 30-40%

- CYP2C9*3 — ¢c.1075A>C — zaména lle za Leu — pokles
aktivity o 80-90%

- Nevhodné davkovani = zvysSena krvacivost az smrt

What Conditions Can Warfarin Help?




\\\ Farmakogenetické objevy

Polymorfismus N-acetyltransferasového genu (NAT2)
- polyneuritida po aplikaci isoniazidu ! i
\\ - FA (fast acetylators) + SA (slow acetylators) = PM
- hypomorfni alela = pomala acetylace \ |
- rozdily mezi etniky L
\: antituberkulotikum

~50% Afro- =

(0)
Americanu < 20%

Asiatu
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%\\ Farmakogenetické objevy

—
Maligni hypertermie — komplikace anestezie, casta smrt
pacienta, AD
\\ - déti - 1/12 000

- dospéli - 1/100 000
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