Aplikacni oblasti
organelové DNA

Vzacne lidské choroby
Forenzni vedy
Chloroplastoveé genové
inzenyrstvi

Samci sterilita ve slechteni
rostlin



Vzacné lidské choroby jsou zptisobeny
mitochondrialnimi mutacemi
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Aminokyseliny, mastné kyseliny a glukoza
vstupuji do mitochondrii a jsou oxidovany
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Mutace a heteroplazmie

Zygota
o ziskava velky pocCet qrganel
ceel prostrednictvim vajicka
P Organely s mutaci — ¢erné
Organely bez mutace — bilé
Tkané

Organely se mnozi autonomné

Dospely jedinec ma bunky s raz-
O

% Xqou smeési normalnich a abnormal-
A A nich organel
% heteroplazmie

V pripadé mutaci zpusobujicich choroby mohou mit rizné tkané rizné mnozstvi
mutantni a normalni mtDNA. Déti jedné matky tak mohou mit odlisné fenotypy v
zavislosti na mnozstvi mutantni mtDNA v jednotlivych tkanich




Historie

Q 1962 Prvni zprava o lidske chorobe v dusledku
narusené energeticke aktivity mitochondrii.
Symptomy demence.

0 Souvislosti mezi poruchou energetické aktivity
mitochondrii a degenerativnimi postlzenlml
mozku, myokardu i kosternich svall, ledvin a
14z s vnitrni sekreci.

Nazor, ze pricinou jsou mutace jadernych gent.
Q 80. léta 20. st. prokazano ze mutace

mitochondrialnich geni ZpUSObu_]I poruchy

syntezy protelnu jejichz prostrednlctwm je tvorena

H+-ATP&za. Dasledek narugeni Géinnosti komplexu
respiracnich reakci, neboli tvorby energie v bunce.

d Choroby zpusobene dysfunkci mitochondrii
jsou popisovany az od roku 1988.




Geneticka klasifikace
mitochondrialnich chorob

O Defekty v jaderné DNA

Defekty v transportu a vyu2|t| substratu
Defekty v importu proteinu

Defekty v Krebsove cyklu

Defekty v oxidacne-forforylacnich krocich
Defekty v respiracnim retézci

] Defekty v mtDNA (genech)

Velka preusporadani mtDNA - delece a duplikace
Bodové mutace mtDNA
= defekty v resplracmm retézci

(viz. Kom A[\Jlexy enzymu s podjednotkami kédovanymi
mtDN




d Defekty v komunikaci mezi mtDNA
a jadernou DNA

Tvorba opakovanych deleci mtDNA
Ztrata mtDNA

Defekty v respiracnim retézci (komplexy
s podjednotkami  kodovanymi mtDNA)

d Ziskaneé defekty mtDNA
Toxiny

LéCiva - zidovudin

Starnuti




Typy genovych defektli
mitochondrialnich chorob

3 Velka preusporadani mtDNA

1988 Holt a kol. koexistence normalni
a mutantni mtDNA s jednou velkou
deleci (predevsim) ve svalstvu
pacientu.

Ctr

Diagnostika podle délky fragmentli mtDNA

Ctr mtDNA standard

P1 mtDNA standard + mtDNA s deleci
(krat8i fragment)

P2, P3 vicenasobné delece

P2 30 let

P3 60 let = s vékem se zvySuje mnozstvi
mutantni mtDNA

16.6 >




[0 Bodové mutace mtDNA

Diagnostikg - vsechny tkane vcetne
leukocytu

Mutace genu pro 12S rRNA, nukleotid
1555 A-G. homoplazmie, hluchota.

22 genu tRNA - identifikovana Fada
substituci

tRNA pro Leu, nt 3243 A-G
Onemocnéni MELAS

Priznaky: opakovane zachvaty mrtvice
pred dosazenim 40 let, Casto jiz
v detstvi, demence, hluchota.” Asi 1-
2% pauentu s diabetes mellitus ma
tuto bodovou mutaci v genu pro tRNA.



Mutace v 22 genech mtDNA
pro tRNA
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Analyza mtDNA

Histologickeé preparaty svalovych viaken
Sekvenovani

Amplifikace fragmentl mtDNA a restrikéni analyza
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FIGURE 2| Laboratory investigation of novel mt-tRNA variants based on a previously published m.15967G>A MTTP mutation.®® Two muscle
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Neurologické priznaky
mitochondrialnich chorob

Obrna okohybnych svalu

Poskozeni zrakoveho nervu

Mozkova mrtvice u mladého clovéka
Krece

Svalove poskozeni

Unava, neschopnost fyzicke zateze
Ataxie — porucha koordinace pohybu
Demence

Periferni neuropatie — potizeni nervi
Kalcifikace bazalnich ganglii
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Projevy poskozeni organu

4 Poruchy vedeni  Poskozeni jater
srdecniho vzruchu 0 Pogkozeni slinivky

1 Kardiomyopatie' bFisni

1 Diabetes mellitus d Intestinalni

1 Sedy zakal pseudoobstrukce?

1 Laktatova acidéza? J Epizodicke zvraceni

0 Pogkozeni J Pancytopenie*
edvinnych glomerulu O Deprese

L

Poskozeni sluchu

1Ubytek a ochabovani pfiéné pruhovaného svalstva.

°Nadbytek kyseliny mlécéné v séru. Laktat je syntetizovan pfi anaerobni glykolyze a pfi oxidativnim
aerobnim metabolismu je rychle odbouravan. Defekty mitochondrii vedou k porucham oxidativniho
metabolismu a tim k hromadéni laktatu.

3Poruchy vyprazdiiovani stieva 4Soucasny pokles vSech typl krevnich télisek.



Chronicka externi
oftalmoplegie

CPEO

3 Geneticky zaklad - bodove mutace v
tRNA

Q Paralyza okohybnych svalu
(oftalmoplegie)

3 V pokrodilej§im stadiu i svalu dolnich
koncetin

3 Mikroskopické vysetreni - svalova

"Ial:lja SE ]E"I Jal:: “l:JCtrI]aI]a,"



Kearns-Sayriiv syndrom

KSS

4
d

CO0O00O

Geneticky zaklad - delece v ruznych pozicich mtDNA
V détském veku - zadné symptomy, objevuji se az v dospélosti
(po 20. roku)

Ztrata videni- choroba retinis pigmentosa. Sitnice nefunguje jak
ma - neJdrlve jsou nefunkcni okraJove bunky tycmky (Spatne
videni za sera, v noci). Pozdegji jsou zasazeny i Cipky = zrakove
bunky ve stfedu oka = narugeni barevného vid&ni.

Ztrata sluchu

Srdecni choroby — vady

Demence, maly vzrust

Ataxie

Cim vétsi je podil mtDNA s deleci, tim rozsahleji jsou symptomy
= neuromuskularni choroba




Leberova dédicna ocni
neuropatie

LHON

3 Mutace v mt Benech ro respiracni proteiny:
ND1, ND2, ND4, c{VD , /\CI)D6, CO1, cytb
3 Pres 50% pripadu je zpusobeno v urcité pozici
genu kodujiciho jednu podjednotku NADH
ehydrogenazy

d Postihuje ocni nerv, nahla ztrata zraku u
jednoho nebo obou ocCi Prumerny vek ztraty
videni je 27 let

3 Srdecni dysrytmie

3 Vyskyt vzacny 1:50000

O Maternalni dedicnost X véetsinou zjisténa u
muzu, druh interakce genu vazanych na X-

-~ chromosom s mtbNA—




Leighliv syndrom

 Mutace genu ATPasa6 pro
podjednotku mitochondrialni ATP
syntetazy

4 Projevy jiz v detskem veku, nemoc je
letalni:

4 Progresivni ztrata motorickych a
verbalnich schopnosti

1 Postupna degenerace bazalnich
ganglil
3 Neurogenni svalova slabost




Mitochondriova
encefalomyopatie, laktatova
acidoza

m.3244G>A

m.3252A>G

m.583G>A

MELAS —lwr,
d geny pro tRNA pro leucin e
d alysin k / e
O Symptomy v détském véku: | i

d Pomaly vzrust, zadchvaty a zvraceni.

H

==
Svalova slabost. Ochrnuti oCnich
vicek, poruchy sluchu a dychani. Ztrata schopnost
reci.

Poskozeni mozku (spongiozni degenerace), laktatova
acidoza, krece, mozkova mrtvice u mIadeho clovéka.

Dusevm retardace demence

Mutace soucasne pricCinou cca. 1,5% piipadu diabetu
- Langerhansovy ostruvky nemaJ| dostatek energie,
ztraceji schopnost tvorby inzulinu.

m.7512T>C

U

DO




Maternalné dédicna
myopatie a kardiomyopatie

MMC

3 Myopatie - skupina chorob projevujici
se postupnym ubytkem a
ochabovanim pricné pruhovaného
svalstva

3 Kardiopatie - trvalé poskozeni
srdecniho svalu, zbytnéni a rozsireni
komor a srdecni slabost




Myoklonicka epilepsie s
“potrhanymi” svalovymi viakny

MERRF

3 Poruchy centralni nervové soustavy, kostry a
srdecni Cinnosti

3 Epileptické krece, svaloveé zaskuby
0 Ataxie - nedostate¢na koordinace svall
[ Hluchota, demence

3 Pri mikroskopickém vysetreni vypadaji
svalova vlakna jako “potrhana”.




MERRF

d Mutace genu pro tRNA pro lysin, tranzice A-G

d Tato zaména znémoznuje plnou kapacitu translace mtDNA v
v o s - o
organele, coz vede kruznym projevum poruchy.
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m.611G>A
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m.15967G>A \
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m.12147G>A
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m.8296A>G

[ m.8344A>G

m.8356T>C

[m.8361G>A }

FIGURE 5 | mtDNA mutations associated with the MERRF an
W|th the MERRF phenotype are mdlcated mcludlng m 8344A>G i

RRF = ragged red fiber = potrhana vlakna | ~ g
Diagnostika ve vzorku tkané svalu po blopsu RRF obklopu“ normalnl svalova vlakna.
Ultrastruktura mitochondrii je zménéna: jsou zvetSené, zvysuje se jejich pocet, maji

defektni systém krist



Neurogenni svalova ochablost
s ataxii a retinis pigmentosa

NARP

J Neuromyopatie, ataxie a retinis
pigmentosa degenerace retinalniho
neuroepitelu,

1 atrofie zrakoveho nervu
d pigmentové zmeény na sitnici




Ziskane poruchy
mitochondrialniho genomu

3 Postupne hromadéni mutaci
mitochondrialniho genomu s naslednou
poruchou funkce mitochondrii bylo oznaceno
za moznou pricinu Alzheimerovy nebo
Parkinsonovy nemoci a jinych
degenerativnich chorob stari.

O Mutace postihujici gen pro tRNA ridici
transport glutaminu je povazovana za
pric¢inu vzniku asi 5% pripadu Alzheimerovy
choroby v evropske populaci.




AIDS

J

U O 0000

Antivirove pripravky = substraty virove
DNA-polymerazy, zabudovani do viroveho
genomu, poruchy replikace viru

Vedlejsi G¢inky 1ékd na mtDNA
Lék zidovudin - u pacientu myopatie
zalcitabin - neuropatie

didanosin - zanet slinivky (u 23%
pacientu)

Zabijeci lek: fialuridin - hepatopatie
(jaterni choroby)

Lamivudin - nezpusobUJe poskozeni
mitochondrii, minimum nezadoucich ucinky




Mitochondrie a smrt bunky

J Mitochondrialni starnuti

1 10x castejsi vznik mutaci nez v
jaderneé DNA

0 Nadbytek volnych radikalu
1 Degenerativni choroby
1 Starnuti organismu

3 poruchy pameti, sluchu, zraku,
pokles vitality a obranyschopnosti




Mt DNA a forenzni vedy

d Vyhody

3 Vysoky pocet kopii mtDNA (kvantita)

3 Nedochazi k rekombinaci (stabilita)

3 Maternalni dédicnost

3 Vyuziti: rutinni analyzy mtDNA starych
kosti, zubu, &asti vlasu a chlupu (lidské i
zvireci)

O Hypervariabilni oblasti

d HV1 (nt 16024-16365) a HV2 (73-340)




Analyza hypervariabilnich oblasti
mt genomu
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