KAZUISTIKA

Myoklonicka epilepsie a hluchota
u sourozencu s mutaci 7512T>C v genu pro
mitochondridlni tRNAN — kazuistiky

Myoclonic Epilepsy and Deafness in Siblings with
the 7512T>C Mutation in the Mitochondrial Encoded

tRNA>*N Gene — Case Reports

Souhrn

Mitochondridlni choroby je rliznorodéd skupina nemoci postihujicich predevsim nervovou
soustavu, srdce a skeletdlni svalstvo. Kauzalni mutace mitochondridlnich onemocnéni jsou
pritomny jak v jaderné DNA (mendelovska dédi¢nost), tak v DNA mitochondridlni (mater-
nalni dédi¢nost). Prezentujeme klinicky prib&h onemocnéni spolu s vysledky biochemickych
a molekuldrnégenetickych vysetfeni u sourozencl s mitochondrialni chorobou na podkladé
7512T>C mutace v genu pro mitochondridlni tRNA pro serin. Mutace se projevuje myoklo-
nickou epilepsii, hluchotou, ataxii, kalcifikacemi v bazélnich gangliich a snizenim cytochrom
c oxidazy. Informace by mély napomoci ke zpfesnéni diagndzy u pacientl s timto fenotypem.

Abstract

Mitochondrial diseases are a very heterogeneous group of disorders affecting the nervous
system, heart and skeletal muscle. The mutations are situated in nuclear DNA with Mende-
lian heredity and in mitochondrial DNA with maternal-type heredity. We describe a natural
clinical course, the results of biochemical and molecular genetic measurements from two sib-
lings with mitochondrial disorders due to mutation 7512T>C in the gene for mitochondrial
tRNA for serine. The mutation is associated with myoclonic epilepsy, deafness, ataxia, calci-
fication in the basal ganglia and decreased cytochrome ¢ oxidase activity. The data should
prove helpful in the exact diagnosis of patients with this phenotype.
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MYOKLONICKA EPILEPSIE A HLUCHOTA U SOUROZENCU S MUTACI 7512T>C

Uvod

Mitochondridini choroby predstavuji kli-
nicky, biochemicky a geneticky hetero-
genni skupinu chorob spojenych s po-
stizenim systému oxidativni fosforylace
(OXPHOS) a pyruvatdehydrogenazy,
Casto oznacované jako mitochondrialni
encefalomyopatie. Nervova soustava, ze-
jména mozek, déle pak srdce a skeletalni
svalstvo, jsou tkané s vysokymi energetic-
kymi ndroky, ¢imz predstavuji nejpostize-
néjsi systémy. Mitochondridlni choroby
jsou fazeny mezi nejc¢astéjsi dédi¢nd me-
tabolickd onemocnéni, jejich frekvence
je v soucasné dobé uddvana pfiblizné
1:3500-1:4000.K r@stu incidence do-
chazi diky zpresnujicim diagnostickym me-
todam a v jejich disledku v¢asné a exaktni
diagnostice. Jednd se o zavaznd, nevyléci-
telnd, casto fatalni onemocnéni, postihu-
jici jak détskou, tak i dospélou populaci.
Geneticky jsou mitochondridini choroby
znacné komplikované, protoze patogenni
mutace mohou byt jak v jaderné DNA
(nDNA) s mendelovskym typem dédic¢-
nosti, tak v DNA mitochondriaini (mtDNA)
s typem dédi¢nosti maternalnim [1].

V bunkdach je mtDNA pfitomna v tisi-
cich kopif. Podle podilu mutovanych a ne-
mutovanych mtDNA urcujeme hladinu
heteroplazmie. MtDNA kdéduje 13 po-
lypeptidovych podjednotek komplexd dy-
chaciho tetézce, dvé ribozomalni RNA
(rRNA) a 22 transferovych RNA (tRNA).
Vice nez 60 % vsech bodovych mutaci
v mtDNA postihuje pravé tRNA, coz pred-
stavuje vice nez 100 dosud popsanych
patologickych mutaci. Cast&ji jsou pfi-
tomny mutace v tRNA pro leucin (UUR),
izoleucin, lysin a serin (UCN). Tyto mutace
jsou obvykle spojeny s neurosenzorickym
postizenim, zahrnujicim myoklonickou
epilepsii, senzorineurdlni hluchotu a/nebo
cerebeldrni symptomy. Mezi nejznaméjsi
patfi klinické jednotky zndmé jako myo-
klonicka epilepsie s ,ragged red” vldkny
(MERRF) a mitochondridlni encefalopatie
s laktatovou acidézou a , stroke-like” ata-
kami (MELAS), které jsou nejcastéji zapfici-
nény mutacemi v tRNA pro lysin (tRNAYs),
resp. leucin (tRNAUWWR)  Podobné kli-
nické symptomy byly vsak popsany
i u dalSich bodovych mutaci v mtDNA,
a to jak v genech pro tRNA, tak i pro pod-
jednotky komplext dychaciho fetézce [2].
Bylo identifikovano i nékolik dalsich mu-
taci v tRNA pro serin (tRNA%VN) 'V rodi-
nach nesoucich nékteré z téchto mutaci

Obr. 1. Nativni vySetfeni CT mozku. Oboustranné kalcifikace v bazélnich gang-
liich (nucleus caudatus, putamen) a talamu. Déle jsou patrné vicecetné kalcifikace

v bilé hmoté frontalnich a parietélnich laloka.

byly pozorovany syndromové nebo nesyn-
dromové typy hluchoty jako hlavni pato-
fyziologické ptiznaky [3].

V textu je dokumentovan pfipad prvni
rodiny z Ceské republiky, ve které se po-
dafilo prokdzat vzacnou mutaci 7512T7>C
v genu pro tRNASUN y mtDNA. Tato mu-
tace byla publikovana u pacientd s myo-
klonickou epilepsii, hluchotou, ataxif a kal-
cifikacemi v bazalnich gangliich [4]. Pfed-
kladdme souhrnny klinicky popis pribéhu
onemocnéni a vysledkd biochemického
vysetfeni funkce OXPHOS vcetné moleku-
larnégenetickych analyz u dvou pacientd
s touto mutaci s cilem rozsitit diferen-
cialné diagnostickou rozvahu u pacientd
s obdobnym fenotypem.

Kazuistika 1

Proband 1 je 29lety muZ, starsi ze dvou
sourozencl s anamnézou myoklonické
epilepsie a hluchoty. Rodice probanda jsou
nepfibuzni a zdrévi. Peri- a postnatalni
data jsou fyziologickd. V détstvi se proje-
vila porucha sluchu, kterd je nyni charak-
terizovana jako bilaterdlni percepcni hypa-
kuzie s 84% ztratou sluchu podle Fowlera.
Céstecné je korigovana pomoci nasloucha-
del. Ve véku 21 let se objevily prvni myo-
klonické zaskuby. Generalizované tonic-
ko-klonické krece byly pozorovény o dva
roky pozdéji. Na EEG zdznamech byly
opakované popisovany atypické komplexy
hrot-vina ve fronto-temporo-parietéini
oblasti oboustranné. Byla zahajena lécba
valprodtem, kterd méla zpocatku dobry

efekt. Pro nakupeni zachvatt terapie zmé-
néna na lamotrigin (celkova denni davka
150mg). Nyni jsou myoklonické zaskuby
koncetin pozorovany denné, zejména po
ranu. V neurologickém vysetfeni je pfito-
men ndlez frustniho paleocerebeldrniho
syndromu. CT vySetfeni mozku prokazalo
oboustranné kalcifikace v oblasti nucleus
caudatus, putamen a v talamu. Kromé
toho byly nalezeny vicecetné hrudkovité
kalcifikace v bilé hmoté frontélnich a pa-
rietalnich lalokt (obr. 1). Vysetfeni o¢niho
pozadi ani perimetru neprokazala pato-
logické zmény. V zakladnich laboratornich
testech dominuje nalez elevace CK (max.
49 pkat/l; norma do 3,8), myoglobinu
(1900 pg/l; norma do 92) a prechodné zvy-
seni ALT (max. 1,4 pkat/l; norma do 0,8)
a AST (max. 2,1 pkat/l; norma do 0,7). In-
termitentné byla zachycena hyperlakta-
cidurie (max. 157 mM/mol kreatininu;
norma do 30) a elevace alaninu v séru
(max. 816 pmol/l; norma do 500). Mé-
feni enzymové aktivity komplext dycha-
ciho fetézce ukazalo lehce snizenou akti-
vitu cytochrom c oxidazy (COX; komplex
IV systému OXPHOS) v koznich fibroblas-
tech (obr. 3a). Proto bylo indikovéno pro-
vedeni svalové biopsie, kterd prokazala
snizeni jak hladiny aktivity COX (snizeni
na 20 % kontrolnich hodnot), tak i ATP
syntazy (30 % kontrolnich hodnot). Dete-
kovéna byla i volna F -Cast ATP syntdzy.
Obsah ostatnich komplext OXPHOS ne-
byla zménéna v porovnani s kontrolou
(obr. 3b). Histochemické vysetfeni svalové
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biopsie prokazalo u pacienta pritomnost
Cetnych ,ragged-red” vldken (obr. 2b)
a kromé toho byla detekovana SDH (suk-
cinat-dehydrogenaza, komplex Il) poziti-
vita cév, coz jsou nalezy svédcici pro mi-
tochondridlni onemocnéni. Ve vzorcich
byla pozorovana vldkna se snizenou ak-
tivitou COX (obr. 2a). Pri patrani po ge-
provedena molekuldrné-genetickd ana-
lyza v rbznych tkanich (kozni fibro-
blasty a sval), kterd neprokazala vétsi de-
lece mtDNA, ani prevalentni mutace pro
MERRF (8344A>G) a MELAS (3243A>G).
Pri sekvenovani mtDNA byla nalezena
mutace 7512T>C v tRNA>*N kterd byla
potvrzena i pomoci PCR-RFLP. V dostup-
nych tkanich (krev, kozni fibroblasty, sval)
byla stanovena hladina heteroplazmie
(91-95 %) dané mutace (obr. 4).

Kazuistika 2

Proband 2 je 24letd Zena, sestra pa-
cienta 1, s normalni peri- a postnatalni
anamnézou. Ve véku 5 let podstoupila
bez komplikaci kardiologicky zakrok pro
defekt septa sini. Priblizné od 12 let véku

Obr. 2. Histochemické vysetreni vzorku svalové ukazalo pritomnost cetnych vla-

ken se snizenou aktivitou COX u pacienta 1 (a), fady COX negativni vlaken u pa-
cientky 2 (c, *). U obou pacientl byla zachycena cetné ,ragged-red” vldkna (b, d, bila

zacala hure slySet a nasledné byla prokd-  Sipka).
Aktivita (hnmol/min/mg prot)
P1 P2 Kontroly
Komplex | —sval 160 209 110-290
— fibroblasty 30 60 15-50
Komplex I —sval 80 60 21-93
— fibroblasty 7 8 5-20
Komplex Il —sval 236 256 >180
— fibroblasty ND ND
Komplex | + Il = sval 105 100 126-316
— fibroblasty 22 14 10-30
Komplex Il + Ill — sval 106 115 82-251
— fibroblasty ND ND
Komplex IV —sval 735 729 658-1552
— fibroblasty 18 26 18-40
Citratsyntdza — sval 671 708 435-1234
— fibroblasty 23 36 45-70
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Obr. 3. Specifické enzymové aktivity ve svalu a kulturach koznich fibroblastl, kde byla zméfena hrani¢ni hodnota kom-
plexu | + Ill ve svalu u pacienta 1 (P1) a 2 (P2) (a).

Analyza rovnovazného mnozstvi komplexd OXPHOS ve vzorcich svalovych biopsii u obou pacientd, kde je prokazan signifikantni po-
kles mnoZzstvi komplexu IV (cytochrom c oxiddzy) a mirné snizeni mnozstvi komplexu V (ATP syntdzy) a pfitomnost aditivnich bandu

odpovidajici F,-¢asti (b).
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Hladina heteroplazmie mutace 7512T>C

—

krev bukalniho vlasové kozni svalova
stér folikuly fibroblasty biopsie
1.1 68 % 59 % 73 % ND ND
1.1 92 % 86 % ND 94 % ND
.1 91 % ND ND 92 % 95 %
ln.2* 93 % 92 % 95 % 94 % 95 %
1.3 71 % 74 % 87 % ND ND

Obr. 4. Rodokmen. Mutace 7512T>C byla detekovdna u obou probandt
(1.1., 111.2), u jejich matky (11.1), babicky (I.1) a sestrfenice (I1l.3).

zéna oboustranna percepcni hypakuzie
(ztrata dle Fowlera 66 %), ktera je nyni
korigovana naslouchadly. Ve véku 19 let
se zacaly objevovat prvni neurologické
obtize — myoklonické zaskuby s rannim
maximem, pacientce zacaly vypadavat
predméty z rukou, navic udavala cefaleu.
EEG zadznam prokazal cetné epizody ne-
pravidelnych generalizovanych hrot-vina
komplexu. Byla zahdjena terapie valpro-
atem, po kterém doslo ke zlepseni stavu.
V soucasné dobé je prevadéna na lamo-
trigin z d@vodu negativniho ucinku val-
prodtu na beta-oxidaci mastnych kyse-
lin v mitochondriich a hladinu karnitinu
a pro jeho hepatotoxické ucinky. Genera-
lizované zachvaty u této pacientky pozo-
rovany nebyly. V neurologickém nalezu je
popisovana frustni paleocerebeldrni sym-
ptomatika a divergentni strabizmus. Kar-
diologické vysetfeni (ECHO, EKG) nesvédci
pro kardiomyopatii. Zobrazovaci metody
(MR a CT) prokézaly vyrazné kalcifikace

v bazalnich gangliich oboustranné v nuc-
leus caudatus a putamen a také v talamu
(obr. 1b). Déle byly nalezeny ojedinélé
drobné kalcifikace v levé mozeckové he-
misfére. V zakladnich laboratornich vyset-
fenich je pfitomna elevace kreatinkindzy
(max. 22 pkat/l; norma do 2,5), myoglo-
binu (830 pg/l; norma do 76) a trans-
amindz ALT (max. 1,35 pkat/l; norma do
0,8) a AST (max. 2,15 pkat/l; norma do
0,7) v séru. Opakované byla nalezena
hyperlaktacidurie (max. 2355 mM/mol
kreatininu; norma do 30) a elevace ala-
ninu v séru (max. 1 382 umol/l; norma
do 500). Elektroforetickd analyza vzorku
bioptovaného svalu prokazala obdobny
nélez jako u bratra. V histologickém na-
lezu byla potvrzena cetnd ,ragged-red”
vldkna, pfitomnost SDH pozitivity cév
a vldkna COX negativni (obr. 2¢, d). Ob-
dobné jako v pfipadé jejiho starsiho bra-
tra byla provedena molekuldrnégeneticka
analyza, kterd pomoci PCR-RFLP proka-

zala mutaci 7512T>C, a byla stanovena
hladina heteroplazmie (92-95 %) v do-
stupnych tkanich — krev, koznf fibroblasty
a sval (obr. 4).

Diskuze

Predstavujeme prvni rodinu v Ceské re-
publice, u které byla jako kauzaIni pfic¢ina
onemocnéni sekvenaci potvrzena mu-
tace (substituce T za C) v mitochondrial-
nim genu pro tRNA%*UNN na pozici 7512.
Ve vsech dosud popsanych pfipadech [4]
jsou hlavnimi pfiznaky tohoto mtDNA de-
fektu myoklonicka epilepsie, hluchota,
ataxie a kalcifikace v bazalnich gangliich.

Mutace 7512T>C narusuje vysoce kon-
zervovany par bazf (vazba G-U) v ami-
noakceptorovém raménku tRNA pro serin.
To pravdépodobné vede ke snizenf jeho
stability a postihuje funkci tRNA [5]. Do-
chazi ke sniZeni syntézy mitochondridlné
kodovanych polypeptidd a nasledné k de-
fektlm respirace v mitochondriich. Podle
nasich elektroforetickych analyz dochazi
i ke strukturadlnimu postiZzeni mitochon-
dridIni ATP syntdzy. Moznym vysvétle-
nim je fakt, Ze jeji dvé podjednotky jsou
kodovany pravé mtDNA. Nasledkem sni-
Zené aktivity COX a strukturdlnich zmén
ATP syntdzy dochazi k poklesu produkce
ATP v burice, a to zejména v energeticky
narocnych tkanich, mezi které patfi mimo
jiné i kochledrni burky (vlaskové buriky
nebo stria vascularis), vedouci k rozvoji
hluchoty [6].

Z genetického hlediska je dilezité, ze
mtDNA je pfedavana dal3i generaci mat-
kou (maternalni dédi¢nost). Mitochond-
rie spermie jsou umistény v biciku, ktery
nepronikd do oocytu, a tim neni mtDNA
od otce predavana na potomky. Diky mi-
totické a meiotické segregaci nachazime
v rlznych tkanich pacientd odlisnou hla-
dinu heteroplazmie. Procesy béhem se-
gregace mohou vést k situaci, kdy dce-
finnd burika muZe nést vice nebo méné
mutantnich mtDNA neZ burika materska.
Je zndmo, Ze ve vertikaIni linii dochazi ke
zvysovani heteroplazmie (tedy ke zvyso-
vani poctu bunék s mtDNA nesouci mu-
taci). To souvisi s existenci tzv. prahového
efektu (,thresholdu”), kdy je pro ma-
nifestaci dysfunkce nutné, aby byl pre-
krocen urcity pomér mitochondrii s mu-
tantni mtDNA (ve vétsiné pripadu vice nez
90 %) [7]. Dosud publikované préce za-
byvajici se pacienty s patogennimi muta-
cemi v tRNAUN yvadéji vétsinou stu-
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peri heteroplazmie mutované mtDNA
vy3si nez 95 %. Vy3si ,threshold” se zda
byt pficinou fenotypovych projevd one-
mocnéni, coZ u nasf rodiny dokumen-
tuje rodokmen s uvedenymi stupni he-
teroplazmie v jednotlivych tkanich jak
u probandu, tak u asymptomatickych
materndlnich pfibuznych (obr. 4). V pri-
béhu Zivota dochazi ke zmé&nam v mnoz-
stvi mtDNA molekul v fadé tkani. Tim se
také mdZe ménit hladina heteroplazmie
mutace. Problémem proto z(stavd moz-
nost prenatalni diagnostiky mitochond-
ridlnich onemocnéni zplsobenymi muta-
cemi v mtDNA. Zatim je dostupnd pouze
diagnostika v rodinadch s generalizova-
nym typem onemocnéni s mendelovskych
typem dédi¢nosti.

Do poruch spojenych s ,,nesyndromovou
hluchotou” je zapojeno vice nez 50 nuk-
ledrnich gend. Predchozi studie ukézaly
[8], Ze vice nez 5% vsech pfipadd hlu-
choty je zapfi¢inéno mutacemi v mtDNA
(cca > 45 mutaci), coz predstavuje jednu
z nejvice frekventovanych genetickych pfi-
¢in hluchoty. Predpokladda se, Ze funkce
bunék kochley jsou vice nachylné ke zme-
nam v processingu nebo translaci zpUso-
bené mutacemi v mitochondridlni tRNA
nebo rRNA [9].

Mezi zakladni projevy mutace 7512T>C
patfi vedle hluchoty a epilepsie kalci-
fikace v bazalnich gangliich (obr. 1).
Rada symptomd spojenych s mitochon-
dridlnimi chorobami (napf. Kearns-Saye-
rdv syndrom; mutace 7480A>G v genu
pro tRNAUN) se obecné projevuje kal-
cifikacemi v CNS, predevsim v bazélnich
gangliich [10]. Vedle kalcifikaci v bazal-
nich gangliich, které jsou zmifovéany ve
vsech pripadech pacientl s touto mutaci,

jsou uvadeény kalcifikace i v jinych ¢astech
mozku, zejména v mozecku [8]. V dife-
rencialné diagnostické rozvaze je treba
vyloucit dalsi priciny kalcifikaci, zejména
hypoparatyredzu, pripadné pseudohypo-
paratyredzu. Méné pravdépodobné pri-
chazi v Gvahu rendlni insuficience, stav
po intoxikaci CO, kalcifikace v tumorech
nebo po infekcich, manifestujici se vét-
Sinou odlisSnymi anamnestickymi udaji
a jinym klinickym prabéhem. Mezi dal3f
pficiny mohou patfit Cockaynelv syn-
drom, Fahrova choroba (familidrni ce-
rebrovaskularni ferrokalcin6za) a Aicar-
die-Goutierestv syndrom.

Klinicky priibéh vétsinou multisystémo-
vého onemocnéni s familidrnim vyskytem
a elevaci laktatu vede Iékare k podezieni
na mitochondridInf etiologii onemocnéni.
S rostoucim mnozstvim nové popsanych
mitochondridlnich poruch na moleku-
larni bazi se viak presné cilenad geneticka
diagnostika stdva komplikovanéjsi. Pa-
cienti s fenotypem myoklonické epilepsie,
hluchoty, ataxie, deficience COX a kalci-
fikacemi v bazalnich gangliich, spojené
s maternalni dédi¢nosti, by méli byt vy-
Setfeni na pfitomnost mutace v genu pro
tRNASUN - piedevsim mutaci 7512T>C.
Diagnostika mitochondridlnich poruch je
v Ceské republice dostupna na nasem
pracovisti, v mitochondridlni laboratofi
Kliniky détského a dorostového lékarstvi
1. LF UK a VFN v Praze.

Seznam zkratek

ATP adenosintrifosfat
COX cytochrom ¢ oxidaza
MELAS mitochondridlni encefalopatie s lakta-

tovou acidézou a stroke-like ataky
myoklonickd epilepsie s ,ragged red”
vlakny

MERRF

mtDNA mitochondrialni DNA

nDNA nukledrni DNA

OXPHOS  systém oxidativni fosforylace

PCR polymerazova fetézové reakce

RFLP polymorfizmus v délce restrik¢nich
fragmentt

rRNA ribozomalni RNA

tRNA transferova RNA
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