Choroby mitochondrialne, postep w badaniu i leczeniu
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STRESZCZENIE

horoby mitochondrialne wynikaja z nieprawidlowej funkcji mitochondrialnego systemu

fosforylacji oksydacyjnej: laficucha oddechowego i syntazy ATP, produkujacego energie
komérkowa w formie ATP. Jest to zréznicowana grupa choréb dziedzicznych o szerokim spek-
trum objawéw klinicznych mogacych pojawic sie w kazdym wieku. Moga one by¢ wynikiem
mutacji zar6wno w mitochondrialnym DNA, jak i DNA jadrowym. Duza zmiennos¢ fenotypu
pacjentéw utrudnia ich diagnozowanie. Ostatnie osiagniecia w dziedzinie diagnostyki i badan
genetycznych oraz nowe metody reprodukcyjne sa ogromna szansa na poprawe diagnostyki,
leczenia i ograniczenie chorob mitochondrialnych. W tej pracy przedstawiono nowe zagad-
nienia pozwalajace lepiej zrozumiec etiologie tych chordb oraz postep w ich diagnozowaniu.

WPROWADZENIE

Choroby mitochondrialne wynikaja z nieprawidlowego funkcjonowania sys-
temu fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS, ang. Oxidative Phosphorylation System)
produkujacego ATP. OXPHOS tworza cztery kompleksy faricucha oddechowego
i syntaza ATP. Mitochondrialny DNA (mtDNA) koduje 13 z 83 bialek bedacych
podjednostkami komplekséw enzymatycznych faficucha oddechowego oraz syn-
tazy ATP (MT-ATP6, MT-ATP8, MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB, MT-ND1,
MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6) [1]. Pozostate biatka,
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania mitochondriéw, w tym pozostale
podjednostki faficucha oddechowego, kodowane s przez genom jadrowy [1,2].

Szacuje sie, ze do prawidlowego funkcjonowania mitochondriéw potrzebne sa
produkty ponad 1500 genéw jadrowych. Kodowane przez nie biatka to nie tylko
podjednostki kompleksow systemu fosforylacji oksydacyjnej czy enzymy licznych
mitochondrialnych szlakéw biochemicznych. To takze biatka bedace skfadnikami
maszynerii odpowiedzialnej za replikacje i naprawe mtDNA, a co za tym idzie
regulowanie liczby kopii czasteczek mitochondrialnego DNA w komoérkach oraz
podzialy i fuzje mitochondriéw [3-5]. Ponadto biatka te przeprowadzaja procesy
takie jak: transkrypcja genomu mitochondrialnego, translacja mitochondrialna,
skladanie mitochondrialnych komplekséw biatkowych i wiele innych. Mutacja
kazdego z tych genéw moze by¢ przyczyna choroby. Zbiorem wszystkich zna-
nych genéw, ktére moga mie¢ znaczenie w chorobach mitochondrialnych jest
Human MitoCarta2.0 [6]. Opisanych jest tam 1158 genéw mitochondrialnych
ludzkich i mysich, ktérych produkty, na podstawie badan proteomicznych, analiz
mikroskopowych i bioinformatycznych, ze znacznym prawdopodobienistwem lo-
kalizuja sie w mitochondriach. W grudniu 2016 r. bylo wiadomo, ze w 281 genach
znane s3 patogenne mutacje powodujace choroby u ludzi [7].

Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w mitochondrialnym
DNA dziedziczone sa w linii matczynej, a wiec kobieta przekazuje wadliwy mtD-
NA potomstwu. Przyktadem moga by¢ mutacje punktowe mtDNA: m.11778G>A,
m.14484T>C, czy m.3460G>A, ktére powoduja dziedziczng neuropatie wzrokowa
Lebera (LHON, ang. Leber’s hereditary optic neuropathy). Natomiast choroby spowo-
dowane przez mutacje w genach jadrowych dziedziczone sa w spos6b mendlow-
ski, i tak w sposéb autosomalny dominujacy dziedziczone sa m.in. mutacje genu
SLC25A4 (ANT1), a w sposéb autosomalny recesywny mutacje genu POLG [8-10].

W przypadku patogennych wariantéw mitochondrialnego DNA czestym zjawi-
skiem jest heteroplazmia, czyli obecnos¢ wiecej niz jednego rodzaju mitochondrial-
nego DNA. W takim przypadku w komorce wystepuje réwnoczeénie DNA o pra-
widlowej sekwencji oraz DNA z mutacja. Na ogot udziat czasteczek z mutacja mi-
tochondrialnego DNA musi wynosi¢ ponad 60-80% by wystapity objawy choroby.
Znane sa jednak nieliczne wyjatki. Na przyklad jedna z mutacji w genie kodujacym
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tRNA dla reszty tryptofanu wykazuje efekt fenotypowy, na-
wet gdy jest obecna w mniej niz 25% czasteczek mtDNA [11].

Mimo, ze warianty patogenne bedace przyczyna choroby
mitochondrialnej obecne sa od urodzenia, jej objawy moga
pojawié¢ sie w dowolnym wieku. Oprécz miesni i ukladu
nerwowego, wykazujacych najwieksze zapotrzebowanie na
energie, choroba moze obejmowaé wlasciwie wszystkie na-
rzady. Wiadomo obecnie, Zze zaburzenia w funkcjonowaniu
przewodu pokarmowego, nerek, watroby, meska bezptod-
nos¢ czy przedwczesne ustanie funkcjonowania jajnikéw
moga by¢ réwniez skutkiem zaburzenia funkcji OXPHOS
[12]. Przyjmuje sig, ze wiekszos¢ choréb dajacych objawy w
miodym wieku jest wynikiem mutacji w genach jadrowych,
natomiast jezeli objawy pojawiaja si¢ u dorostych, to w 80%
powodowane sg przez mutacje mitochondrialne [13].

Dane statystyczne wskazujq, ze czesto$¢ wystepowania
choréb mitochondrialnych wynosi 10:100 000 i moze réznic¢
si¢ pomiedzy populacjami oraz grupami wiekowymi pa-
cjentow [13-14]. W ciagu ostatnich kilku lat ukazalo sie wie-
le prac przegladowych dotyczacych choréb mitochondrial-
nych [1-2,12,14-18]. W tym numerze Postepéw Biochemii
jest zamieszczona obszerna praca dotyczaca grupy choréb
mitochondrialnych zwigzanych z mutacjami w genach ko-
dujacych podjednostki mitochondrialnej syntazy ATP [16].
Tutaj przedstawiamy postep w zrozumieniu i leczeniu cho-
r6b mitochondrialnych, ktéry nastapit w ostatnich latach.

NOWE TRENDY W DIAGNOSTYCE
CHOROB MITOCHONDRIALNYCH

W ostatnich latach znaczaco zmienily sie mozliwosci dia-
gnostyczne choréb mitochondrialnych. Najwazniejszym
osiggnieciem jest stosowanie wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS, ang. next gene-
ration sequencing), zaréwno sekwencjonowania panelowego,
jak i eksomowego (WES, ang. whole exome sequencing). Ze
wzgledu na rosnaca liczbe wykrywanych mutacji odpowie-
dzialnych za choroby mitochondrialne i malejacy koszt uzy-
cia tych technik zaczynaja one by¢ powszechne i daja dobre
wyniki diagnostyczne, ze skutecznoscia siegajaca nawet 60%
w przypadku bardzo skrupulatnie dobranych i scharaktery-
zowanych klinicznie grup pacjentéw [12]. Duze znaczenie
maja tez coraz bardziej rozbudowane bazy danych pacjen-
tow (np. Mitochondrial Disease Sequence Data Resource,
MSeqDR) umozliwiajace poréwnanie mutacji i objawoéw kli-
nicznych, co usprawnia badania i postawienie diagnozy [19].

PODEOZE SPECYFICZNOSCI TKANKOWEJ

Intrygujacym i nie w pelni poznanym zagadnieniem jest
tkankowa specyficzno$¢ objawéw choroby. Dotyczy ona nie
tylko choréb powodowanych przez mutacje mitochondrial-
nego DNA, ale takze tych, ktére sa efektem mutacji w geno-
mie jadrowym. Dla choréb powodowanych przez mutacje w
mtDNA zjawisko to dobrze tlumaczy przekroczenie progu
procentowej zawartosci zmutowanego DNA w danej tkan-
ce (heteroplazmia). W przypadku choréb powodowanych
przez mutacje w jadrowym DNA dosé ogélnym wyjasnie-
niem mogg by¢ dramatyczne réznice pomiedzy pulami nu-
kleotydéw w réznych tkankach. W tkankach niedzielacych
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sie poziom trifosforanéw nukleotydéw jest 1000 razy niz-
szy niz w komorkach, ktére sie dziela. Zatem nieprawidto-
wa replikacja mitochondrialnego DNA powodowana przez
mutacje ktéregos z genéw kodujacego biatko wchodzace w
sklad aparatu replikacyjnego, w najwiekszym stopniu be-
dzie zaburzac fizjologie tkanek niedzielacych sie [12]. Innym,
dobrym wyjasnieniem specyficznosci tkankowej sg znaczne
réznice pomiedzy proteomami mitochondrialnymi réznych
narzadow i tkanek. Zaobserwowano, ze w przypadku myszy
[20] mniej wiecej polowa biatek mitochondrialnych obecna
jest we wszystkich badanych narzadach, podczas gdy dru-
ga polowa wykazuje specyficznos¢ narzadowa. W przypad-
ku czlowieka mozna si¢ spodziewaé¢ podobnego zjawiska.
Co wiecej, funkcjonowanie mitochondriéw w danej tkance
moze tez zmieniac si¢ z wiekiem. Na przyktad prawidtowa
translacja bialek kodowanych w mitochondrialnym DNA
wydaje sie szczegolnie istotna dla prawidlowego rozwoju i
funkcjonowania serca. Jej defekty, w szczegélnosci mutacje
jadrowych genéw kodujacych mitochondrialne aminoacylo
syntetazy tRNA oraz mitochondrialnych genéw kodujacych
tRNA, zwykle prowadza do ciezkiej kardiomiopatii i $mierci
we wezesnym dziecinistwie. W przypadku nielicznych dzieci
przezywajacych ten okres nastepuje stabilizacja pracy serca
do okolo 6 roku zycia, ale w p6zZniejszym wieku pojawiaja sie
zaburzenia funkcjonowania mézgu [12].

TEO GENETYCZNE I WSPOEDZIAEANIE
KILKU WARIANTOW GENETYCZNYCH

Kolejnym czynnikiem wptywajacym na przebieg choroby
jest tlo genetyczne. Jego wplyw zostat udowodniony juz wiele
lat temu dla dziedzicznej neuropatii wzrokowej Lebera [21].
W przypadku dwoéch powodujacych ja mutacji (m.11778G>A
i m.14484T>C) stwierdzono, ze wystepuja one czesciej na tle
mitochondrialnej haplogrupy J. Jednoczeénie wykazano, ze
ryzyko zachorowania jest wyzsze, jesli mutacja ta wystepuje
na tle tej haplogrupy. Haplogrupy sa to zestawy polimorfi-
zméw o wspdlnym pochodzeniu ewolucyjnym, a haplogru-
pa ] jest stosunkowo czesta (okolo 10%, cho¢ sa znaczace
réznice pomiedzy populacjami) haplogrupa europejska. W
przypadku mutacji m.11778G>A zwiekszone ryzyko utraty
wzroku zwiazane jest z podhaplogrupa J1, a w przypadku
m.14484T>C z ]2 [22]. Do niedawna podobnego zwiazku nie
udalo sie zaobserwowaé w przypadku innych choréb mito-
chondrialnych. Analiza ponad 30 tysiecy sekwencji mtDNA
zdeponowanych w GenBanku wykazata, ze jest to zjawisko
powszechniejsze, cho¢ w przypadku zadnej z badanych mu-
tacji, nie tak silne, jak dla m.11778G>A i m.14484T>C [23].
Przy okazji tak szeroko zakrojonych badan stwierdzono
takze, ze niektére warianty patogenne pojawiaty sie wielo-
krotnie w toku ewolugji, ale zwykle w kontekscie konkretnej
haplogrupy. Oznacza to, ze haplogrupa mitochondrialna ma
wplyw na czesto$¢ zachodzenia i utrwalania sie przynajmniej
niektérych mutacji mitochondrialnych. Mechanizm tego zja-
wiska jest w tej chwili nieznany [23].

Innym nowym odkryciem jest, ze warianty mtDNA, ktére
samodzielnie nie s3 chorobotworcze, wystepujac wspdlnie
w jednym genomie mitochondrialnym moga powodowac
LHON [24]. To, ze pierwszy taki przypadek stwierdzono aku-
rat dla LHON mozne wyjaséniac fakt, ze mutacje prowadzace
do tej choroby sa zwykle homoplazmatyczne (praktycznie
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wszystkie czasteczki mtDNA zawieraja mutacje). Ulatwia to
znacznie analize, bo unika sie dodatkowego czynnika, jakim
jest wptyw heteroplazmii, czesto na zréznicowanym pozio-
mie. Powszechne sekwencjonowanie catego genomu mito-
chondrialnego w celach diagnostycznych z pewnoscia ujaw-
ni wiecej takich przypadkéw, nie tylko dla LHON.

LECZENIE CHOROB MITOCHONDRIALNYCH
W PRAKTYCE

W przypadku choréb mitochondrialnych nie ma dobre-
go leczenia. Zazwyczaj stosuje sie dzialania majace na celu
spowolnienie postepu choroby, ztagodzenie objawéw oraz
poprawe komfortu zycia pacjentow. W tym celu podaje sie
pacjentom koktajle witaminowe, prowadzi fizjoterapie oraz
stosuje leczenie objawowe na przyklad przeciwpadaczko-
we. Dla LHON wykazano pozytywne efekty pochodnej
koenzymu Q10 - idebenonu i jest on od niedawna lekiem
zarejestrowanym w Unii Europejskiej. Trwaja takze préby
kliniczne terapii genowej w przypadku tej choroby [25]. Po-
dawany pacjentom konstrukt zawiera ramke odczytu genu
MT-ND4 poprzedzona sekwencja kodujaca sekwencje ami-
nokwasowa kierujaca do mitochondrium. Wydaje sie, ze w
zasiegu reki jest leczenie, przynajmniej niektérych choréb
zwigzanych z zaburzeniem puli nukleotydéw dostepnej dla
mitochondriéw. Niedobér ktéregos deoksynukleotydu w
mitochondriach prowadzi do zaburzenia replikacji mtDNA,
a w konsekwencji znacznego spadku liczby kopii i rozwoju
zwykle ciezkiej miopatii lub encefalomiopatii. Przyktadem
takiej choroby jest miopatia powodowana przez mutacje
genu TK2 kodujacego kinaze tymidynowa. W jej przypadku
dobre efekty przynosi suplementacja nukleozydami.

W toku jest wiele innych préb klinicznych. Wyspegjalizo-
wane Mitochondrial Disease News (http:/ /mitochondrialdis-
easenews.com) co tydzieri donosi o nowych prébach, na ogét 1
fazy. W drugiej fazie badar klinicznych (zakoriczona faza IIA)
jest drobnoczasteczkowy zwigzek KH176 bedacy modyfikacja
troloksu, ktoéry jest rozpuszczalng w wodzie pochodna wita-
miny E. Badanie to dobrze pokazuje trudnosci w opracowy-
waniu terapii w przypadku tak ztozonych choréb. Do badania
zakwalifikowano 18 pacjentéw zjedna z najczestszych mutacji
mtDNA m.3243A>G. Mutacja ta moze powodowac zaréwno
ciezka posta¢ zespotu MELAS (ang. myopathy, encephalopathy,
lactic acidosis, stroke-like episodes; miopatia, encefalopatia, kwasi-
ca mleczanowa, napady udaropodobne), jak i miopatie mito-
chondrialng, czy cukrzyce z gluchota. Z badaii na modelach
zwierzecych wiadomo, ze KH176 stabilizuje chéd. W badaniu
Klinicznym trudno bylo zaobserwowa¢ statystycznie istotna
réznice, gdyz 16 z 18 pacjentéw nie zglaszalo probleméw z ni-
estabilnoécia chodu. Nie bylo ani jednego objawu, ktéry bytby
obecny u wszystkich chorych zakwalifikowanych do badania.
Glownym wnioskiem z badania jest jednak to, ze KH176 jest
lekiem bezpiecznym [26].

W niektoérych przypadkach do préb klinicznych nie do-
chodzi ze wzgledu na zbyt mata liczbe pacjentéw. Tutaj do-
brym przykladem znowu sg zaburzenia puli nukleotydow.
Znanych jest niewiele ponad 100 pacjentéw z mutacjami
genu TK2 i wprawdzie pojedynczy sa leczeni nukleozyda-
mi, dotychczas nie byly prowadzone zadne préby kliniczne.
Opisano zaledwie 15 pacjentéw chorych na encefalomiopa-
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tie powodowana mutacjami genu RRM2B (koduje podjed-
nostke reduktazy rybonukleotydowej). Mimo, ze terapia
nukleozydami mogtaby by¢ skuteczna takze w ich przypad-
ku, z powodu braku wczesniejszych badan na zwierzetach
i wladnie ekstremalnie matej grupy, pacjentom z mutacjami
RRM2B nukleozydéw sie nie podaje (sprawa leczenia Char-
liego Garda z 2017 roku).

Nadzieja dla pacjentéw z mutacjami mitochondrialne-
go DNA jest przeniesienie przedjadrzy, albo wrzeciona
kariokinetycznego do, odpowiednio, zygoty pozbawionej
przedjadrzy lub oocytu pozbawionego wrzeciona kario-
kinetycznego pochodzacych od zdrowej dawczyni. Calg
procedure przeprowadza sie pozaustrojowo. W pierwszym
przypadku juz po zaplodnieniu, w drugim zaplodnienie
nastepuje po transferze wrzeciona. Umozliwia to nieprze-
kazywanie dziecku przez kobiete mitochondrialnego DNA
z patogennym wariantem, gdyz cytoplazma a wraz z nig
mitochondria i mitochondrialny DNA pochodzg od daw-
czyni. Temat prowokuje liczne dyskusje, cho¢ na $wiecie w
wyniku zastosowania tej metody (mimo braku stosownych
zezwolen) urodzilo sie juz jedno dziecko [27]. Procedura ta
zwana mitochondrial replacement jest dozwolona w Wielkiej
Brytanii po uzyskaniu pozwolenia Human Embryology
and Fertilization Authority [28]. W lutym 2018 roku Human
Embryology and Fertilization Authority wydalo zgode na
zastosowanie tej procedury u dwéch kobiet.

PODSUMOWANIE

Choroby mitochondrialne sa ztozong i heterogenna gru-
pa choréb genetycznych. Do tej pory sadzono, ze objawy
choroby dotykaja zazwyczaj tkanek o najwiekszym zapo-
trzebowaniu energetycznym (tkanka nerwowa i miesnio-
wa), jednak ostatnie badania pokazuja, ze spektrum obja-
wow jest naprawde szerokie. Aktualnie prowadzonych jest
kilka badan klinicznych, jednak ze wzgledu na duze zrézni-
cowanie grup pacjentéw oraz wysokie koszty prowadzenia
badan, skuteczne terapie sa w zasadzie niedostepne.

Szansa na ograniczenie ryzyka wystapienia choroby mi-
tochondrialnej wynikajacej z mutacji mtDNA jest procedura
mitochondrial replacement. Najblizsze lata pokaza, w jakim
stopniu jest ona skuteczna.

Niezaprzeczalnie najwiekszym osiaggnieciem ostatnich
lat jest postep w diagnostyce choréb mitochondrialnych
wynikajacy z zastosowania WES oraz paneli genetycznych.
Otrzymywane wyniki nie tylko umozliwiaja postawienie
szybkiej diagnozy. Poszerzaja one wiedze na temat etiologii
choréb mitochondrialnych, a w przyszlosci pozwola na za-
stosowanie celowanych terapii przeznaczonych dla pacjen-
tow z wybranymi i dobrze scharakteryzowanymi defektami
genetycznymi.
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ABSTRACT

Mitochondrial diseases are caused by dysfunction of the mitochondrial oxidative phosphorylation system and can be the result of mutations
both in mitochondrial DNA and in nuclear DNA. Mitochondrial diseases collectively describe a diverse group of heritable disorders, which
may present at any age and have a wide spectrum of clinical manifestations. This leads to highly variable presentations, making the diagnosis
of mitochondrial diseases challenging. Recent advances in genetic testing and novel reproductive options hold great promise for improving
the clinical identification and treatment of mitochondrial diseases. In this work we discuss what is new in understanding and diagnosis of

mitochondrial diseases.

Postepy Biochemii 64 (4) 2018

303



