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POVZETEK

Mitohondriji so celi¢ni organeli, vkljuceni v pomembne
celicne procese evkariontske celice. Njihova znacilnost je
lastni man;jsi genom (mtDINA), ostanek prvobitne aerobne
prokariontske celice, ki je bil v procesu vkljucitve te celice
v endosimbiotski odnos z evkariontsko celico, pred okoli
1,5 miljjarde let, izrazito zreduciran. Vec¢ina genov za mi-
tohondrijske proteine se tako nahaja v celi¢nem jedru. Si-
rok nabor celi¢nih procesov, ki jih regulirajo mitohondriji,
pa se odraza tudi v velikem $tevilu raznovrstnih bolezni,
ki so povezane z motnjo delovanja tega celicnega organe-
la. V sklopu tega strokovnega clanka se bomo na kratko
dotaknili klini¢nih fenotipov, ki so povezani z motnjo de-
lovanja mitohondrijev, ter laboratorijskih diagnosticnih
metod in postopkov, ki so trenutno aktualni za diagnosti-
ko mitohondrijskih bolezni.

Kljuéne besede: mitohondrij, mitohondrijske bolezni, di-
agnostika, NGS, genetika

ABSTRACT

Mitochondria are cellular organelles involved in multiple
important processes of eukaryotic cell. They harbor their
own, small genome (mtDNA), a residue of first prokaryotic
cells incorporated into the eukaryotic cells during the en-
dosymbiotic process of mitochondria development about
1.5 billion years ago. This genome has been significantly
reduces and today, most genes of mitochondria proteins
are encoded in the cellular nucleus. The broad function of
mitochondria is directly associated with broad spectrum
of human diseases that are result of mitochondrial dys-
function. We will briefly go through the associated clini-
cal phenotypes and current laboratory diagnostic proced-
ures applied in the diagnostics of mitochondrial disorders.

Keywords: mitochondria, mitochondrial disorders, dia-
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UvoD

Mitohondriji so klju¢ni organeli evkariontske celice, ki re- nevroloske in ne-nevroloske fenotipe, predstavljajo pa zelo
gulirajo energetsko homeostazo, celicno signalizacijo, iz-  raznovrstne zaplete in motnje — od respiratorne odpovedi,
razanje genov, celicni nivo kalcija in celicno smrt (1). Po- odpovedi jeter, pankreatitisa in sladkorne bolezni ter za-
sebnost mitohondrijev je, da imajo lasten (mitohondrijski) ostanka v rasti, pa do opti¢ne atrofije, epilepsij in ataksij,
genom (mtDNA), v katerem je kodiranih 13 mitohondrij-  miopatije ter periferne nevropatije (2). Analiza genetske-
skih proteinov, 22 mitohondrijskih tRNA molekulin 2 mi-  ga ozadja mitohondrijskih bolezni zajema tako usmerjeno
tohondrijski ribosomalni RNA molekuli. Velika vec¢ina (ve¢ analizo mtDNA, kot tudi analizo nuklearnih genov, ki so
kot 1000) mitohondrijskih proteinov pa je zapisanih v jedr- povezani s funkcijo mitohondrija. Razvoj tehnologije nas-
ni DNA (nDNA) in se po sintezi v endoplazmatskem reti- lednje generacije sekvenciranja DNA (NGS) je omogocil
kulumu preko kompleksnih transportnih mehanizmov pre- hkratno analizo tako mtDNA, kot tudi celotnega spektra
nasajo v mitohondrij (2). Raznovrstnost mitohondrijskih z mitohondriji povezanih nuklearnih genov, kar je izra-
funkcij igra vlogo tudi pri sirokem spektru bolezni, ki so zito pospesilo diagnostiko mitohondrijskih bolezni in po-
povezane z motnjami v delovanju mitohondrijev. Klinic- membno skrajsalo ¢as do samega molekularno-diagno-
ne fenotipe mitohondrijskih bolezni v grobem delimo na sticnega rezultata (3).

OSNOVNA STRUKTURA IN FUNKCIJA

Mitohondrij je celicni organel z dvojno membrano, kiomo-  hondrijskim matriksom zagotavlja proces oksidativne fos-
goca vzpostavitev protonskega gradienta, ki je kljuc¢en pri forilacije, ki poteka na komponentah dihalne verige, ki se
sintezi molekul ATP. Energijo za vzpostavitev protonske- nahajajo na notranji membrani (Slika 1).

ga gradienta med medmembranskim prostorom in mito-
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Slika 1: Osnovna struktura mitohondrija

Figure 1: Basic mitochondria structure
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V osnovi gre za prenos elektronov iz molekul nikotinamid
adenin dinukleotida (NADH), preko proteinskih komplek-
sov [-IV dihalne verige, na molekule kisika kot kon¢nega
prejemnika elektronov. Energija tega procesa omogoca, da
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proteinski kompleksi I, ITT in IV delujejo kot protonske ¢r-
palke v medmembranski prostor. Tako nakopic¢eno energi-
jo protonskega gradienta uporabi proteinski kompleks ATP
sintaze za fosforilacijo molekule ADP v ATP (4).

DEDOVANUJE IN HETEROPLAZMUJA

Velika vec¢ina mitohondrijskih proteinov (ve¢ kot 1000)
je kodirana v jedrni DNA, na mtDNA pa se nahaja za-
pis za 37 genov; 13 jih zapisuje proteine dihalne verige,
22 jih zapisuje mitohondrijske prenasalne RNA moleku-
le (tRNA), veliko podenoto ribosoma 16s in malo pode-
noto ribosoma 12s. V posamezni celici se lahko naha-
ja tudi do 10.000 kopyy mtDNA, posamezen mitohondrij
lahko vsebuje tudi do 10 kopij mtDNA. Cloveiko mtDNA
sestavlja 16.569 baznih parov, pakiranih v krozno dvove-
rizno molekulo. Geni, zapisani na mtDNA, ne vsebujejo
intronov, kar je dodaten indic, da so se mitohondriji raz-
vili 1z simbioze med evkariontsko celico in prokariontom.
Vec kot 90 % mitohondrijskega genoma predstavlja kodi-
rajocCa regija, pomemben element nekodirajoce regije pa
je D-zanka, kjer se nahaja iniciacijsko mesto zacetka re-
plikacije mtDNA (5-7). Posebnost mitohondrijev je, da se

pri sesalcih dedujejo po materi. Ker je okolje v mitohon-
driju nasiceno z visoko reaktivnimi spojinami in mtDNA
ni zascitena s histonskimi proteinskimi kompleksi, je de-
lez genetskih sprememb 10- do 20-krat visji kot v jedrni
DNA. V celicah posameznika imajo lahko vsi mitohondri-
jt enako mtDNA, kar imenujemo homoplazmija, ¢e pa je
del mtDNA mutiran, to stanje imenujemo heteroplazmi-
ja. Ugotavljanje stopnje heteroplazmije pri materi je zato
pomembno za zagotavljanje ustreznega genetskega sve-
tovanja in napovedovanja verjetnosti prenosa okvarjenih
mitohondrijev na plod. Klini¢no zdrava mati z nizko sto-
penjsko heteroplazmijo patoloske spremembe v mtDNA
lahko tako okvarjene mitohondrije prenese na plod, kjer
pa se zaradi vi§jega deleza okvarjenih mitohondrijev (ho-
moplazmija ali vi§jestopenjska heteroplazmija) razvije mi-
tohondrijska bolezen (8).

BOLEZNI, POVEZANE Z MOTNJO FUNKCIJE

MITOHONDRIJA

Vzrok za razvoj mitohondrijske bolezni je lahko genetska
okvara nuklearnih genov ali pa prisotnost patoloske raz-
licice v mtDNA. Pomemben dejavnik pri mitohondrijski
motnji, ki 1zvira iz okvare mtDNA, je tudi morebitna sto-
pnja heteroplazmije oz. homoplazmija patoloske razlicice,
ki se odraza v tem, kako hudi in kateri specifi¢ni klini¢ni
znaki se razvijejo pri posamezniku. Heteroplazmija je lah-
ko sistemska, razsirjena po vsch celicah/tkivih organizma,
ali pa je patoloska razlicica prevladujoca le v enem organu,
specificnih tkivih, kar zopet vpliva na potek in izrazenost
mitohondrijske bolezni, prav tako pa lahko pomembno
vpliva na uspesnost genetske diagnostike, saj lahko zara-
di tkivno specificne heteroplazmije, znacilne npr. za pro-
gresivno eksterno oftalmoplegijo, ob analizi neustreznega
tkiva pride do lazno negativnega rezultata. (1,2, 5-7, 9).
Minimalna stopnja heteroplazmije okvarjene mtDNA, da

se bolezen izrazi, je odvisna od tipa genetske spremembe
in posameznega tkiva, ki ga prizadene, okvirno pa se ta
meja giblje med 60 in 90 %. Sama stopnja heteroplazmi-
je lahko vpliva tudi na tip izrazene mitohondrijske bolez-
ni. Na primer sindrom MELAS se praviloma izrazi ze ob
nizjih stopnjah heteroplazmije, medtem ko se sindrom Le-
1gh lahko ne izrazi niti ob stopnji heteroplazmije, visji od
60 % (10). V grobem lo¢imo med mitohondrijskimi bolez-
nimi, ki se izrazijo v otroski dobi, in tistimi, ki se izrazijo
v odrasli. Mitohondrijske bolezni, ki se izrazijo ze v otro-
ski dobi, imajo obic¢ajno tezji potek z razmeroma splo$ni-
mi in nespecificnimi klini¢nimi znaki, ki segajo od zasto-
ja v razvoju, encefalopatije, hipotonije in drugih (11). Bolj
pomembne oz. znane mitohondrijske bolezni, ki nastopijo
obi¢ajno ze v otroski dobi, so sindrom Kearns-Sayre, Pe-
arsonov sindrom ter Leighov sindrom. Pri mitohondrij-
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skih boleznih odrasle dobe pa sindrom mitohondrijske
encefalopatije, laktatne acidoze in kapi podobne epizo-
de (MELAS), kroni¢na progresivna cksterna oftalmople-
gija (CPEO), nevropatija, ataksija in retinitis pigmentoza
(NARP), sindrom mioklonicne epilepsije z rdec¢imi razce-
franimi vlakni (MERRF) in Leberjeva hereditarna optic-
na nevropatija (LHON). Ob tem je pomembno poudariti,
da se lahko ta sklop mitohondrijskih bolezni izrazi v dolo-

¢enih primerih tudi pri otrocih in najstnikih. Tako se npr.
sindrom NARP lahko izrazi Ze v otrostvu, vendar ne na-
preduje oz. je lahko stabilen vse do odrasle dobe. Tocen
potek mitohondrijskih bolezni je izrazito odvisen od okvar-
jenega gena, obremenitve specificnega tkiva, stopnje he-
teroplazmije in tipa patoloske genetske spremembe, ki je
vzrok za izrazeno mitohondrijsko bolezen (11).

TEHNOLOGIJA ANALIZE miDNA IN Z MITHONDRUI
POVEZANIH NUKLEARNIH GENOV

Razvoj tehnologije sekvenciranja DNA naslednje generaci-
je (NGS) je omogocil masovni preboj v diagnostiki redkih
bolezni, ki so izredno raznovrstne in zajemajo ve¢ 10.000
genetskih sprememb v ve¢ 1000 genth (12-14). Med red-
ke bolezni spadajo tudi okvare v delovanju mitohondrijev,
pri katerih pa je treba razlikovati med analizo mtDNA in
genov, povezanih z mitohondrijsko funkcijo, ki se nahaja-
jo vjedrni DNA. Trenutno najbolj ckonomicna resitev je se
vedno tar¢na obogatitev genomskih regij, ki so diagnostic-
no pomembne. Pri genetiki mitohondrijskih bolezni to po-
meni aplikacijo kombinacije specificnih komplementarnih
kratkoveriznih oligonukleotidnih sond, ki se hibridizirajo na
specificne regije genoma, ki jih zelimo analizirati. Te sonde
so funkcionalizirane z molekulami biotina, kar omogoca,
da jih po hibridizaciji, skupaj z vezanimi fragmenti DNA
preiskovanca, izoliramo z uporabo streptavidinskih para-
magnetnih nanodelcev. Tako izoliran (obogaten) nabor fra-
gmentov DNA preiskovanca imenujemo DNA knjiznica, ki
jo nato sekvenciramo na NGS sekvenatorju. Po bioinforma-
cyjski obdelavi podatkov, med katero sekvencirane fragmen-
te nalegamo na referen¢na zaporedja humanega genoma in

ZAKLJUCEK

Siroko podrocje mitohondrijskih bolezni zajema ve¢ tiso¢
genetskih dejavnikov, ki so razporejeni med nuklearni ge-
nom celice in specificni mitohondrijski genom samega or-
ganela. Izrazeni klini¢ni fenotip je odvisen od vec dejav-
nikov — specificnega gena, ki je okvarjen, tipa patoloske
razlicice, ter v primeru patoloskih razli¢ic v mitohondrij-
skem genomu, od deleza mitohondrijskih genomov, ki to
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1z razlik identificiramo prisotne genetske spremembe, lahko
preko specificnih postopkov filtriranja teh genetskih spre-
memb pridemo do patoloskih razlicic, ki so pomembne za
razvoj specificne mitohondrijske bolezni, opredelimo stop-
njo heteroplazmije pri preiskovancu in njegovi materi, ter
tako omogocimo ucinkovito genetsko svetovanje druzini in
morebitno klini¢no intervencijo za bolnika (Ce je le-ta na vo-
Jjo) (2, 3, 15). S padanjem cen sekvenciranja postaja vse bolj
dostopno tudi sekvenciranje celotnega humanega genoma,
pri katerem se lahko izognemo uporabi specificnih hibridi-
zacijskih sond, ki lahko v pripravo vzorca vnasajo doloceno
stopnjo napak in omejitev, s tem pa tudi postopek pripra-
ve DINA knjiznice pomembno skraj$samo (16, 17). V sklopu
sekvenciranja celotnega humanega genoma je zajeta tudi
celotna mtDNA z visoko kakovostnimi podatki, kar omo-
goca natancno opredelitev stopnje heteroplazmije, identifi-
kacijo razlicic v tevilu kopyj in strukturnih preureditev mi-
tohondrijskega genoma. Omenjene tehnologije in lastnosti
bodo postale se bolj pomembne v lu¢i razvoja novih klinic-
nih postopkov in farmakoloskih u¢inkovin za lajsanje ter
tudi zdravljenje mitohondrijskih bolezni v prihodnosti (15).

patolosko razli¢ico nosijo (stopnje heteroplazmije). Z ra-
zvojem novih tehnologij analize DNA (NGS) je postala
genetska diagnostika mitohondrijskih bolezni dostopnej-
$a, prav tako pa se je povecal diagnosticni izplen. Zmo-
gljivi in ustrezni diagnosti¢ni postopki bodo v prihodnosti
postali e pomembnejsi zaradi razvoja specificnih, perso-
naliziranih in tarc¢nih klini¢nih intervencij.
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