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ISPITIVANJE POVEZANOSTI PROMENA U MITOHONDRIJSKOM GENOMU SA FENOTIPSKIM
KARAKTERISTIKAMA  PACIJENATA SA LEBEROVOM HEREDITARNOM OPTICKOM
NEUROPATIJOM

Sazetak

Cilj ove doktorske disertacije bila je detaljna genotipska i fenotipska karakterizacija grupe
pacijenata sa klinickom slikom Leberove hereditarne opticke neuropatije (LHON) u akutnoj ili
hroni¢noj fazi bolesti i funkcionalna analiza mitohondrijske funkcije kod nosilaca moguéih
novih patogenih mutacija.

Metodologija: U grupi od 82 pacijenata sa klinicCkom slikom LHON-a uradena je genetska analiza
(MLPA, sekvenciranje nove generacije mitohondrijske DNK [mtDNK], celog egzoma i genoma),
kao i detaljna fenotipska karakterizacija (vidna oStrina, kolorni vid, opticka koherentna
tomografija [OCT] i elektrofiziologija). Karakteristike genetski razli¢itih grupa medusobno su
poredene. Kod nosilaca novih moguc¢ih patogenih mutacija izvedeni su testovi mitohondrijske
funkcije (respirometrija visoke rezolucije Oroboros i proto¢na citometrija).

Metodom spekularne mikroskopije, utvrdivali smo i broj endotelnih celija roZnjace.

Rezultati: Kod 17 pacijenata je identifikovan genetski uzrok LHON-a, a kod 6 pacijenata
promene u mitohondrijskoj DNK (retke mutacije) koje su mogudéi uzrocnici pojave LHON-a.
Testovi mitohondrijske funkcije su kod ovih pacijenata pokazali smanjenu aktivnost kompleksa
[ lanca prenosilaca elektrona, poveé¢anu produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS) i
depolarizaciju unutra$nje membrane miohondrija, Sto ukazuje na patogenu prirodu
identifikovanih promena. Kod 2 pacijenta, cije su fenotipske karakteristike prikazane zasebno,
potvrden je autozomno recesivni LHON. Kod nekoliko pacijenata sa genetski potvrdenim LHON-
om doslo je do poboljSanja vidne oStrine. Poredenjem fenotipskih karakteristika ovih pacijenata
sa pacijentima bez poboljSanja utvrdena je bolja o¢uvanost pojedinih slojeva retine u srednjem
ETDRS prstenu, kao i bolje elektrofizioloSke karakteristike u akutnoj i u hroni¢noj fazi bolesti.
Kod izvesnog broja pacijenata i pored jasnog fenotipa LHON-a nije identifikovana genetska
osnova, ali su uporedivane fenotipske karakteristike ovih pacijenata sa grupom genetski
potvrdenih LHON pacijenata radi identifikovanja klinickih biomarkera bolesti. Utvrdeno je
postojanje bolje oCuvanosti debljine unutrasnje retine kod LHON pacijenata Sto se stoga moze
smatrati potencijalnim biomarkerom bolesti, kao i smanjen broj endotelnih ¢elija roZnice.

Zakljucak: Rezultati prikazani u okviru ove teze pomogli su boljoj karakterizaciji pacijenata sa
LHON-om, kao i identifikaciji potencijalnih biomarkera bolesti. Takode su identifikovane nove

promene u mtDNK, i potvrdena je njihova potencijalna patogenost.

Klju¢ne reci: Leberova hereditarna opti¢ka neuropatija (LHON), sekvenciranje nove generacije,
mtDNK, opticka koherentna tomografija (OCT), segmentacija, elektrofiziologija, oscilatorni
potencijali
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CORRELATION OF CHANGES IN THE MITOCHONDRIAL GENOME WITH PHENOTYPIC
CHARACTERISTICS IN PATIENTS WITH LEBER'S HEREDITARY OPTIC NEUROPATHY

Abstract

The goal of this doctoral dissertation was to genotypically and phenotypically characterize a
group of patients with a clinical presentation of Leber’s Hereditary Optic Neuropathy (LHON)
in the acute and chronic phase of the disease and perform functional analysis of the
mitochondrial function in carriers of the possible pathogenic novel changes in mitochondrial
DNA.

Methodology: Genetic analysis (MLPA, next-generation sequencing of the mtDNK, whole exome,
and genome) and detailed clinical work-up (visual acuity testing, color vision, optical coherent
tomography (OCT), and electrophysiology) were performed in a group of 82 patients with
phenotypic characteristics of LHON. Patients were divided into groups based on the genetic
testing results and their phenotypic characteristics were compared. In patients with identified
novel mtDNK changes testing of mitochondrial function was performed. We have also
determined the count of endothelial cells in patients with confirmed LHON.

Results: We have identified the genetic cause of LHON in 17 patients, and possible causative
pathogenic mtDNK changes (rare mutations) in 6 patients. Mitochondrial function testing in
these patients showed decreased complex [-based respirometry, membrane depolarizationand
increased ROS production. These results indicate the pathogenic nature of the novel changes.
Autosomal recessive LHON as a distinct entity has been identified in two patients and presented
separately. The improvement of the visual function has been noticed in 4 LHON patients. By
comparing the phenotypic characteristics of LHON patients with and without visual function
improvement we have concluded that there is better preservation of the retinal layers in the
middle ETDRS ring and that these patients have better electrophysiology results both in the
acute and the chronic phase in patients with improvement. A certain number of patients
remained unclarified regardless of the typical LHON phenotype. We have compared the
phenotypic characteristics of these patients with a group of patients with genetically confirmed
LHON in order to identify clinical biomarkers of the disease and concluded that in genetically
confirmed LHON patients there is a better preservation of the ETDRS center which could be a
novel biomarker of the disease. We have also found a small decrease in the endothelial cell count
in the cornea of LHON patients.

Conclusions: The results presented in this doctoral dissertation have attributed to a better
characterization of LHON patients and the identification of novel biomarkers of the disease. We
have also identified novel changes in the mtDNK whose pathogenicity has been proven by the
serial of the mitochondrial function tests.

Keywords: Leber hereditary optic neuropathy (LHON), next-generation sequencing, mtDNK,
optical coherent tomography (OCT), segmentation, electrophysiology, oscillatory potentials
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1 UVOD
1.1  Mitohondrije

Mitohondrije su organele prisutne u svim eukariotskim ¢elijama, one su primarni izvor energije i
imaju centralnu ulogu u zdravlju i preZivljavanju ¢elija. To su organele sa dvostrukom membranom
koje imaju centralnu ulogu u obezbedivanju energija za Celiju (1). Dvostruka mitohondrijska
membrana ograni¢ava CcCetiri “mitohondrijska prostora” gde se odvijaju reakcije razlicitih
metabolickih puteva: spoljaSnja membrana, unutrasnja membrana, medumembranski prostor i
matriks.

Spoljasnja membrana mitohondrija (SMM) je propustljiva za jone i male proteine (MW<10 kDa)
zbog prisustva velikih sprovodnih kanala (mitohondrijski porinski ili voltaZno- zavisni anjonski
kanali (VDAC)) (1). Zato je po koncentraciji metabolita i jona medumembranski prostor veoma
sli¢an citoplazmatskom. Drugi proteini koji su aktivni u spoljasnjoj mitohondrijskoj membrani su
ukljuceni u unos proteina sintetisanih u citosolu i kao iaktiviranih masnih kiselina, koje u matriksu
ulaze u process beta-oksidacije. Medumembranski prostor sadrZi oko 6% ukupnih mitohondrijskih
proteina, a najviSe je zastupljen citohrom c, komponenta sistema oksidativne fosforilacije
(OXPHOS). U medumembranskom prostoru nalaze se i enzimi koji su uklju¢eni u energetski
metabolizam (adenilat kinaza i kreatin kinaza), u slobodnih kiseoni¢nih radikala (engl. reactive,
oxygen species, ROS) i organizaciju membrana, kao i proapoptotski proteini. U poredenju sa SMM,
unutrasnja mitohondrijska membrana (UMM) ima visi odnos protein:fosfolipid (3:1 vs. 1:1 u SMM)
i bogata je kardiolipinom koji izgleda da igra centralnu ulogu ne samo u odrzavanju membranskih
struktura ve¢ takode i u interakcijama izmedu transmembranskih proteina (2),(3). Unutrasnja
membrana je organizovana u mnogobrojne invaginacije, koje se nazivaju kriste, koje protrudiraju
u matriks.

1.1.1 Struktura mitohondrija

Mitohondrijske kriste sadrze sve komplekse lanca prenosilaca elektrona i osnova su sistema
oksidativne fosforilacije (OXPHOS). Posto je OXPHOS glavni izvor za sintezu ATP-a u (¢eliji,
ekstenzija i organizacija kristi zavisi od energetskih potreba celije. U zavisnosti od metabolickih
potreba tkiva, menja se i broj kristi mitohondrija, tako da povecanje broja kristi ukazuje na veéi
intenzitet oksidativne fosforilacije (4). Pored OXPHOS kompleksa, unutrasnja membrana
mitohondrija sadrzi nekoliko transportnih sistema, koji omogucavaju da ATP sintetisan u
mitohodrijama moZe da se prenese u citosol. Na unutrasnjoj membrani mitohondrija se mogu
razlikovati dva razli¢ita segmenta: unutrasnja granitna membrana, Kkoja ogranicava
medumembranski prostor i okrenuta je ka spoljaSnjoj membrani, i membrana Kkrista. Elektronska
mikroskopska tomografija (EMT) je pokazala da kriste nisu samo nasumicni nabori na unutrasnjoj
membrane, ve¢ unutrasnji odeljci formirani invaginacijom membrane (5), (6). Ove invaginacije
proisticu iz mesta gde unutrasnja granicna membrana i membrana krista formiraju tubularne veze.
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Ove dinamice strukture, koje se zovu spojevi Kristi se definiSu kao peti mitohondrijski prostor:
medukristni prostor (1). Morfologija kriste je visoko varijabilna, ne samo izmedu razlicitih
organizama ali isto tako i unutar jedne organele.

Kontaktna mesta su definisana kao regioni jakih veza izmedu SMM i UMM: u ovim regionima dve
membrane interaguju da bi se omoguéio uvoz proteina kodiranih u jedru ili transport
novosintetisanog ATP-a u citosol. Mitohondrijski matriks sadrzi visoku koncentraciju meSavine
razlic¢itih protein, i u njemu se vrsi vazni katabolicki procesi, kao $to su beta oksidacija masnih
kiselina i trikarboksilnih kiselina (Krebsov ciklus). Zajedno sa enzimima i kofaktorima
katabolickog metabolizma, matriks sadrzi i sve komponente masSinerije za sintezu mitohondrijskih
proteina i nekoliko kopija mitohondrijskih DNK molekula, kao i enzime antioksidativne zastite, kao
Sto su, na primer, mangan superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i peroksiredoksin.

Mitohondrije se obi¢no predstavljaju kao okrugle pojedinacne organelle ali je razvoj fluorescentne
mikroskopije, zajedno sa brojnim mitohondrijskim fluorescentnim probama, dozvolio tac¢niji i
realisti¢niji uvid u mitohondrijsku organizaciju Zivih ¢elija. Mitohondrije izgledaju i funkcioniSu
viSe kao kontinuirana tubularna mreZa nego kao pojedinacni entiteti, i slika pojedinacnih
mitohondrija dobijena EMT je zapravo transverzalnog preseka jednog mitohondrijskog tubula (1).

1.1.2 Mitohondrijski genom

Prema teoriji evolucije, mitohondrije poticu od simbioze izmedu aerobnih bakterija i
primordijalnih eukariotskih celija. Posle simbioze deo protomitohondrijskog genoma koji je
sadZavao sve informacije potrebne slobodno-Zive¢em organizmu, je prenet u nukleus (7).

Mitohondrijski poremecaji su klini¢ki entiteti povezani sa sigurnim ili pretpostavljenim genetskim
defektima mitohondrijskog OXPHOS sistema (8). Tkiva i organi koji za svoje funkcionisanje
zahtevaju velike koli¢ine energije, kao Sto su neuroni i miSi¢na vlakna, zavisna su od adekvatnog
snabdevanja ATPom. Ovo objaSnjava zaSto primarni mitohondrijski poremecaji uglavnom
izazivaju neuro degeneraciju i/ili miSi¢nu slabost i kod odraslih i kod dece (9). Ipak specifi¢ni
mitohondrijski sindromi mogu da zahvate bilo koji organ, bilo pojednic¢ano ili pak udruZeno sa
poremecajem mozga i skeletnih misi¢a. Cinjenica da su proteini mitohondrija kodirani i jedanom i
mitohodrijskom DNK, kao i kompleksnost mreZe biohemijskih reakcija povezanih sa OXPHOS,
doprinose velikoj klinickoj i genetskoj heterogenosti mitohondrijskih poremecaja. Takode, mnoge
patogene mitohondrijske mutacije su heteroplazmic¢ne Sto znaci da su u celiji zajedno prisutne
kopije mutirane DNK i nemutirane, (engl. wild type, wt) mitohondrijske DNK, u varijabilnom
procentu. Ovaj procenat moZe da varira od tkiva do tkiva, kao i u svakoj individui (10), na taj nacin
odredujudi klinicke ishode i tkivno-zavisnu preyentaciju kod razli¢itih osoba. Zbog poliplazmije
transmisije mutirane DNK u odnosu na wt mitohondrijsku DNK, njihova zastupljenost umnogome
zavisi od stohasticke distribucije organela tokom mitoze u somatskim celijama, kao i od mejoticke
podele u Zenskim germinativni ¢elijama, ali i od kapaciteta razlicitih tkiva da prevazidu disfunkciju
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OXPHOS uzahvaéenim ¢elijama. Usled toga, ista mutacija moZe da bude povezana sa potpunim
odsustvom simptoma kada je procenat heteroplazmije u kriticnim tkivima nizak, ili moze da
prouzrokuje dijapazon razlic¢itih klinickih sindroma ukoliko je =zastupljen viSi stepen
heteroplazmije (11).

[ako kod eukariota mitohondrije u svojoj DNK sadrZe gene koji nose informacije o sintezi proteina
mitohondrija, i dalje su kompletno zavisne od nuklearnog genoma u smislu katabolickog i
energetskog metabolizma, translacije i replikacije DNK (8).

Molekul mtDNK sisara sadrZzi 37 gena koji kodiraju 13 polipeptida i 24 RNK (22 transportne i 2
ribozomalne RNK) koji su esencijalni za in situ sintezu proteina. Ovo je neophodno zato Sto se
genetski kod mtDNK razlikuje od univerzalnog koda, pa se nuklearni i mitohondrijski genom ne
mogu prevoditi jedan u drugi (12).

Trinaest polipeptida koje kodira mtDNK- su subjedinice pet OXPHOS kompleksa (c): Kompleks I
(ND1-ND4, ND4L, ND5, ND6), Kompleks Il ( Citohrom b), Kompleks IV (COI, COII, COIII) i
Kompleks V (ATP6, ATP8), koji reaguju sa preko 70 proteina kodiranih jedarnom DNK i nekoliko
neproteinskih prostetskih grupa (8). Sve ostale delove subjedinica, kao i mitohondrijalne
transkripcione i translacione faktore, i druge mitohondrijske enzime kodira nuklearna DNK (8).

MtDNK je, zajedno sa enzimima i drugim proteinima, organizovana u strukture zvane nukleoid, i
pribliZzno ima 2-10 kopija po nukleoidu (13).

Mitohondrijski genom se udvaja nezavisno od ¢elijskog ciklusa i u mitoti¢nim, i u postmitoti¢nim
Celijama. Individualni mtDNK molekuli u jednom ¢elijskom ciklusu mogu da se umnoZzavaju vise od
jednom, ili pak nijednom (14) i mtDNK molekuli se nasumi¢no rasporeduju u ¢erke Celije.

Suprotno nuklearnoj DNK, koja je u somatskim ¢elijama prisutna kao diploidna, i prenosi se
mendelejevskim nac¢inom nasledivanja, mtDNK je prisutna u svakoj ¢eliji u hiljadama kopija
(poliplazmija) i prenos sa generacije na generaciju se vrsi isklju¢ivo preko Zenskih gameta. U
zigotu, deSava se eliminacija paternalne mtDNK, verovatno zato Sto su, na putu do oocita,
spermatozoidi podlozni visokom riziku od oksidativnog stresa. Maternalno nasledivanje takode
dovodi do prenosa mutacija u mtDNK na potomstvo, $to vodi ka razvoju bolesti.

Posto svaka Celija ima multiple kopije mtDNK molekula, prisustvo mutacija moZe da dovede do dva
razli¢ita genetska stanja, definisana kao homoplazmija i heteroplazmija. Kada su svi mtDNK
molekuli u celiji ili individui identic¢ni, u pitanju je homoplazmija, a u heteroplazmi¢nom stanju
mutirani i izvorni (engl. wild-tip, wt) molekuli koegzistiraju u istoj Celiji. U ovom slucaju, zbog
nasumicne segregacije, u deobi svake Celije proporcija mutirane i wt mtDNK moZe potencijalno da
skrene ka homoplazmi¢nom mutiranom ili homoplazmi¢nom wt stanju.

Uprkos visokom broju kopija mtDNK u zrelim oocitima (15), samo nekoliko njih se prenosi tokom
mejoze, zbog fenomena “uskog grla” (engl. bottleneck) (14). Mitohondrijsko usko grlo se dogada u
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primordijalnoj germinativnoj liniji, dok se masivno povecanje u broju kopija mtDNK u ¢eliji kopija
deSava kroz formiranje zrelih oocita. Na ovaj nacin, genomske varijante mogu biti selektovane
prouzrokuju¢i genetski pomeraj (tzv. Sift) medu generacijama, isto kao Sto randomizirana
mitohondrijska segregacija tokom mitoze moze da prouzrokuje genetski pomeraj tokom Zivota
nosioca mtDNK mutacije.

Takode, postoji moguénost da nisu sve mtDNK jednako tretirane u germinativnoj liniji tokom
duplikacije, Sto znaci da neke mutacije mogu da imaju replikativhu prednost. Razlicite studije su
pokuSale da objasne zasSto postoji takva heterogenost prenosa mutacije kod maternalnog
nasledivanja, i zakljuceno je da je kod sisara transmisija polimorfnih i patogenih mtDNK sekvenci
primarno stohasticki process (13).

1.1.3 Oksidativna fosforilacija (OXPHOS)

Mitohondrije su glavni izvor najvaznijeg visokoenergetskog jedinjenja u Celiji, adenozin trifosfata
(ATP), koji se sintetiSe u mitohondrijskom lancu prenosilaca elektrona kroz proces oksidativne
fosforilacije (OXPHOS). Supstrat oksidativne fosforilacije su redukcioni ekvivalenti koji nastaju u
reakcijama katabolizma ugljenih hidrata, lipida i proteina. ATP je neophodan za sve aktivne procese
u celiji i njegov nedostatak vodi ka cCelijskoj disfunkciji i na kraju smrti. Iako se vecina reakcija
oksidacije hranljivih materija odvija unutar mitohodnrija, te unutar mitohondrija dolazi i do
redukcije koenzima (NADH+H* i FADH?) koji direktno predaju svoje redukcione ekvivalente lancu
prenosilaca elektrona u mitohondrijama, neki katabolicki putevi (npr. glikoliza) se odvijaju u
citosolu, gde dolazi i do redukcije NAD u NADH+H*.

Posto je unutrasnja membrana mitohodnrija vrlo slabo propusna (osim za gasove i molekule za
koje na istoj postoji transporter), redukcioni ekvivalenti koji poticu iz citosolnog NADH+H+se
prenose u mitohondrije sistemima povratnog trasnporta.

Krajnji akceptor elektrona koji se transportuju preko kompleksa respiratornog lanaca je
molekulski kiseonik koji se tom prilikom redukuje u vodu.

Redukcija kiseonika dogada se kroz viSestepeni proces: Kompleks [ (NADH:ubihinon
oksidoreduktaza) ili kompleks II (sukcinat:ubihinon oksidoreduktaza) prihvataju dva elektrona
porekla NADH+H+ ili FADH2 i predaju ih CoQ daju¢i ubisemihinon (CoQe) i potom ubihinol
(CoQH2).

Kompleks II je jedini enzimski kompleks respiratornog lanaca koji nije transmembranski, te nema
aktivnost pumpanja protona iz matriksa u medumembranski prostor, ali predstavlja alternativnu
tacku ulaska za elektrone i tacku provere za koordinaciju izmedu Krebsovog ciklusa i oksidativne
fosforilacije.



Ubihinol se oksiduje kada elektroni predu na kompleks III (ubihinol:citohrom c oksidoreduktaza)
koji dalje predaje elektrone citohromu c. Kompleks III postoji kao simetri¢ni dimer gde se svaki
monomer sastoji od 11 podjedinica.

Citohrom C predaje elektrone kompleksu IV (Citohrom oksidaza), koji kataliSe reakciju konac¢ne
redukuje molekularnog kiseonika do molekula vode. Kompleks IV se sastoji od 13 subjedinica; tri
od njih - [, [T and III - su kodirane mitohondrijskim genima i predstavljaju katalitic¢ko jezgro enzima.
Energiju koja se oslobada ovim prilikom prenosa elektrona sa NADH+H+ na kompleks I, ztitm na
kompleks III i na kompleks IV koristi se na nivou CI, CIII i CIV za pumpanje protona preko UMM u
medumembranski prostor. Kao rezultat toga, dolazi to nakupljanja protona u medumebranskom
prostoru, generisanja mitohondrijskog membranskog potencijala MtMP, i nastanka
elektrohemijskog gradijenta, koji se sastoji od protonskog gradijenta koncentracije (ApH) i
elektrostatickog gradijenta, sa nakupljanjem elektropozitivhosti sa spoljasnje, a
elektronegativnosti sa unutrasnje strane UMM mitohondrija (AW).

Kompleks V (ATP sintaza), koja je zapravo protonski kanal, konvertuje energiju koja je dobijena
uspostavljanjem elektrohemijskog gradijenta (AP) u visokoenergetske fosfatne veze koje su
osnovni izvor energije za Celijske procese u kojima se energija trosi. Kompleks V se sastoji od dve
subjednice: Fo i F1. Fo subjedinica koja je ugradena u unutra$nju membranu sadrzi kanal koji
dozvoljava protonima da predu nazad u matriks, zahvaljuju¢i elektrohemijskom gradijentu.
Energija koja se oslobodi ovim procesom se koristi za sintezu ATP na F1 subjedinici, koja je
uronjena u matriks. Kroz mehanizam od tri koraka u kojima se iz ADP i Pi dobija ATP koji se otpusta
u matriks (16). Komponenta Fo sisara sadrzi 9 subjedinica (a, b, cn, d, e, f, g, A6L, F6), dok F1
hidrofilna komponenta ima 3q, 3f3, v, §, € dok 3 subjedinica predstavlja aktivna mesta za sintezu
ATP-a. U unutra$njoj membrani 9-12 c subjedinica je organizovano u prsten povezanih drSkom za
kataliticku komponentu hidrofilnog dela. y, 6 i € subjedinica izgraduju centralni deo polovine drske
dok se periferija sastoji od b, d, F6 i OSCP (engl. oligomycin sensitivity conferring protein)
subjedinica (16).

Kompleks V radi kao molekulski rotatorni motor, u kome protoni prolaze kroz Fo subjedinicu i
dovode do promene konformacije komponenti F1 subjedinice. Kataliticka F1 subjedinica postoji u
tri razlicite konformacije o i 8 subjedinice, koje karalterise razli¢iti afinitet za ADP-Pi i ATP -
otvorena (0), labava (L) i stegnuta (T) (17). U O konformaciji se otpusta novosintetisani ATP; u L
koformaciji postoji visok afinitet za vezivanje supstrata, ADP i Pi, a u T konformaciji supstrati dolaze
u kontakst sa katalitickim mestom i dolazi do sinteze ATP-a. MtMP obezbeduje motornu silu
protona (Ap) (18) koja pokrece rotacioni motor H+-ATP sintaze koriste¢i protone koji teku sa
spoljasnje ka unutrasnjoj strani unutrasnje membrane mitohondrija kroz kanal subjedinice A, da
bi na kraju dovela do sinteze ATP iz ADP i Pi.



ATP se iz mitohondrija transportuje pomocéu ANT (engl. adenine nucleotide translocator)
dimerickog transportera koji je lokalizovan na unutrasnjoj membrani mitohondrija. ANT vrsi
zamenu ADP-a iz citosola za mitohondrijski ATP. Pi neophodan u matriksu za sintezu ATPa je
takode uveZen iz citosola uz pomo¢ Pi-H+ simport sistema (19). Elektrohemijski gradijent koji se
stvara kroz unutra$nju membranu mitohondrija pomocu transportnog lanca elektrona tako ne
samo da proizvodi termodinamicku silu za sintezu i oslobadenje ATPa u matriks, ve¢i pokrece uvoz
supstrata kompleksa V (ADP i Pi) iz citosola. Aktivnost transportnog lanca elektrona je ¢vrsto
povezana sa aktivnoS¢u kompleksa V preko transmembranskog potencijala. Na taj nacin je stepen
redukcije kiseonika indirektno regulisan i koncentracijom ADP u matriksu i aktivnos¢u kompleksa
V.

Uparivanje izmedu lanca prenosilaca elektrona i kompleksa V i kontrola mitohondrijskog
membranskog potencijala su veoma vazni za o¢uvanje mitohondrijske funkcije. MtMP obezbeduje
energiju za mnogobrojne druge procese kao Sto je prenos Ca2+, Fe2+, i drugih vaznih jona,
translokaciju mitohondrijskih proteina itd. (20). Veliki broj drugih puteva unutar mitohondrija
moZe da modifikuje i utice na OXPHOS. Isto tako i abnormalnosti OXPHOS mogu da generisSu signale
za pokretanje homeostatskih mehanizama kao Sto je mitohondrijska biogeneza ili programe
egzekucije kao Sto je mitofagija koja eliminiSe neke oSte¢ene delove i nefunkcionalne organele ili

apoptozu (6).

Smatra se da OXPHOS kompleksi koegzistiraju sa superkompleksima koji se formiraju interakcijom
kompleksa [, III i IV organizovanih u respirozome. Supramolekularna organizacija OXPHOS
kompleksa je pokazana kod mnogih organizama (17). Funkcionalna vaZnost respirozoma se ogleda
u zavisnosti kompleksa I od interakcije sa kompleksom IIl. Mutacije u genu za citohrom c vode ka
greSkama u kompoziciji kompleksa III pokazujuéi istovremenu redukciju broja formiranih
kompleksa I (21)

Smatra se da kompleks IV igra vaznu ulogu u stabilnosti respirozoma (22). Prema integrisanom
modelu u fizioloSkim uslovima OXPHOS kompleksi postoje u ravnoteZi sa superkompleksima tako
da, u zavisnosti od metabolickih uslova, prenos elektrona u elektronskom transportnom lancu se
dogada kanalisanjem supstrata ubihinona i citohroma c usled stvaranja superkompleksa ili
slucajnom difuzijom ovih malih nosaca (23). Glavna odrednica interakcije OXPHOS kompleksa je
prezentovana lipidima u membranskom sloju. Kardiolipin igra klju¢nu ulogu u sastavljanju i
stabilizaciji funkcionalnih superkompleksa (22) ali sem S$to ucestvuju u povezivanju individualnih
kompleksa, membranski lipidi takode mogu biti vazni u obezbedivanju stabilne sredine za
funkcionisanje ubihinona (CoQ) (17). Prednost organizovanja u superkomplekse primarno lezi u
¢injenici da neposredna blizina enzima koji katalizuju uzastopne reakcije istog puta povecéava
metabolicki protok Sto rezultira pove¢anom efikasnoScu celog sistema i sekundarno u sprecavanju
izbijanja elektrona, a zatim i proizvodnje ROS-a(17).



1.1.4 Slobodni kiseonicni radikali, odnosno reaktivne kiseonicne vrste (ROS)

Mali deo (~ 0,2%) kiseonika koji koriste mitohondrije, pretvara se, delimicnom redukcijom, u
reaktivna jedinjenja kiseonika, slobodne kiseonic¢ne radikale, koji su prirodni nusproizvod prenosa
elektrona u lancu prenosilaca elektrona (4). Sada je dobro poznato da, u malim koncentracijama,
ROS imaju pozitivnu ulogu u nekoliko signalnih puteva, kroz reverzibilnu modifikaciju visoko
konzerviranog cisteina ili metionina (22)-Medutim, akumulacija ROS-a zbog povecane proizvodnje
ili neefikasnog uklanjanja moZe imati Stetne posledice. Slobodni kiseoni¢ni radikali, odnosno ROS
su molekuli i slobodni radikali sa jednim nesparenim elektronom, koji poticu od delimi¢no
redukovanog molekularnog kiseonika. Nepotpuna redukcija molekularnog kiseonika (za jedan
elektron umesto para elektrona) istovremeno daje intermedijere razliite stabilnosti i rastuce
oksidativne snage: superoksidni anjon (O2* -), nastaje redukcijom kiseonika za jedan elektron i
moZe dismutirati, spontano ili putem reakcije katalizovane superoksid dismutazama, u vodonik-
peroksid. Vodonik-peroksid (H202) je relativno stabilan molekul koji moZe da ima ulogu glasnika u
putevima prenosa signala i integrise funkciju mitohondrija sa ostatkom ¢elije. Redukcija vodonik-
peroksida pomocu anjona gvozda daje hidroksilni radikal (OH*), jedan od najjacih oksidanasa u
prirodi; prisustvo O2* - moZe da ubrzava ovaj proces. Mitohondrije su vaZan izvor ROS-a.
Proizvodnja ROS u mitohondrijima uglavnom zavisi i od koncentracije kiseonika i od redoks-
statusa OXPHOS sistema, a u fizioloskim uslovima su oba parametra zapravo odredena
metabolickim potrebama tkiva. Kompleksi I i III su glavni izvor superoksidnog anjona u
mitohondrijima.

Promene bilo u aktivnosti i strukturi kompleksa I ili u celom OXPHOS sistemu mogu dovesti do
prekomerne proizvodnje ROS-a, Sto dovodi do ireverzibilne oksidativne modifikacije lipida,
proteina i nukleinskih kiselina. Iako je pokazano da mora biti dostignut prag inhibicije za kompleks
[ (30%) ili kompleks III (70%) pre nego Sto se moZe detektovati znacajna proizvodnja ROS-a (24),
i delimicna energetska ostecenja usled mutacija u genomu mtDNK i minimalni pomaci u redoks
ravnotezi mogu predstavljati stres za Celiju.

Lipidi membrane su posebno osetljivi na dejstvo ROS zbog prisustva dvostrukih veza, proteini
mogu biti oksidovani ROS-om na tiolnim grupama cisteina ili metionina, dok ostaci tirozina mogu
biti podvrgnuti nitrozilaciji. Mitohondrije su takode veoma osetljive na oksidativna osteéenja zbog
prisustva metala u prostetskim grupama kompleksa OXPHOS.

MtDNK igra klju¢nu ulogu u procesu starenja (25) zato Sto su zbog manje efikasnosti u njihovom
sistemu popravki, molekuli mtDNK podloZni oksidativnom oSte¢enju. Oksidativne modifikacije
mtDNK dovode do izmenjene ili redukovane sinteze proteina i narusenog mitohondrijalnog
metabolizma koji vodi ka deprivaciji energije, redoks disbalansu i ¢elijskoj disfunkciji (25). Zbog
potencijalnog Stetnih efekta ROS kao prirodnog nusproizvoda metabolizma mitohondrija, aerobne
¢elije su razvile efikasne sisteme za njihovo uklanjanje. Sistemi za uklanjanje ROS reaguju ¢ak i na

male promene u redoks stanju Celije. Buduc¢i da su svi geni koji kodiraju proteine koji u€esvtvuju u
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mehanizmima antioksidativne zastite, kodirani jedarnim genima, veza mitohondrija-jedro je od
primarne vaznosti za suzbijanje oksidativnog stresa. Najznacajniji enzimi antioksidativne zastite
su superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza.

1.1.5 Kompleks I

Kod sisara subjedinice kompleksa I imaju dvostruko genetsko poreklo, sedam subjedinica (ND1-
ND6, ND4L) je kodirano mitohondrijskom DNK, dok su preostale subjedinice kodirane nuklearnim
genima.

Kompleks I je multi-proteinski kompleks u obliku slova L koji se sastoji od hidrofobnog kraka
ugradenog u unutra$nju membranu mitohondrija i hidrofilnog kraka okrenutog ka matriksu.

U eukariota ,jezgro“, koje predstavlja funkcionalnu jedinicu enzima, se sastoji od svih sedam
mitohondrijski kodiranih podjedinica lokalizovanih u hidrofobnom kraku i sedam nuklearno
kodiranih podjedinica koje sadrZze sve poznate redoks protetske grupe, jedan molekul flavin
adenin-mononukleotida (FMN) i osam bi- ili tetranuklearnih gvozde-sumpornih klastera ( N1a,
N1b, N2-N6a, N6b) (26). Postaje i dodatne subjedinice koje imaju regulatornu ulogu (27). Jedna od
tih je subjedinica NDUFA13, kompleksna podjedinica I lokalizovana u kraku okrenutom ka
matriksu. NDUFA13 je takode poznat kao GRIM-19 (gen povezan sa smrtnoS¢u izazvanom
retinoidnim interferonom 19) koji je prvi put kloniran tokom skrininga gena odgovornih za ¢elijsku
smrt izazvanu interferonom-beta i retinoi¢nom kiselinom u éelijskoj liniji karcinoma dojke. Kada
je kasnije protein pronaden kao deo mitohondrijskog kompleksa I (OMIM® - Online Mendelian
Inheritance in Man®. URL. http://www.ncbi.nlm.nih.gov) videlo se da je njegova funkcija dvostruka:

jedna u OXPHOS sistemu, kao strukturna komponenta kompleksa I, druga kao deo apoptotske
kaskade.

Kompleks I je regulisan post-translacijskim modifikacijama: [P-podjedinica koju kodira NDUFS4
genom lokalizovan na hromozomu 5 uklju¢ena je u normalno sklapanje kompleksa i posredno
fosforilacijom od strane PKA u regulaciju aktivnosti kompleksa od strane kaskada cAMP (28).

Klju¢nu ulogu u funkciji kompleksa I imaju lipidi mitohondrijske membrane. Kardiolipin koji je
¢vrsto vezan je neophodan za strukturni integritet kompleksa, mozda i za supramolekularnu
organizaciju, dok slabije vezani fosfatidilholin i fosfatidiletanolamin moduliraju kataliticku
aktivnost (29).

Kompleks I je takode glavni izvor mitohondrijskog superoksidnog anjona. U fizioloSkim uslovima
curenje elektrona iz redoks centara kompleksa I je vrlo malo, postoje dokazi koji pokazuju pojacanu
proizvodnju ROS u prisustvu oSte¢enog kompleksa I, sto ukazuje da strukturna modifikacija
enzima moZe igrati presudnu ulogu u indukovanju oksidativnog stresa u celiji [99]. Defekti
kompleksa I su povezani sa Sirokom grupom klinickih poremecaja, od neonatalnih
neurodegenerativnih bolesti do neurodegenerativnih bolesti sa poCetkom u starijoj Zivotnoj dobi

posto defekti kompleksa I igraju glavnu ulogu u procesu starenja (28).
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1.2 Mitohondrijske bolesti
1.2.1 Mutacije mtDNK

Prvi dokazi o bolestima povezanima sa mutacijama mtDNK datiraju iz 1988. godine kada su
Wallace i saradnici pronasli tackastu mutaciju u genu koji kodira podjedinicu 4 kompleksa I u
porodici sa LHON-om (30). Danas je poznato da su tri tackaste mutacije odgovorne za preko 90%
simptomatskih LHON slucajeva (31), a viSe od stotine mutacija mtDNK povezano je sa nekoliko
poremecaja i €ini se da lista joS uvek nije potpuna (32).

Tackaste patogene mutacije mtDNK mogu se javiti u strukturnim genima, kao i u genima za rRNK
ili tRNK i prenose se maternalno. Suprotno tome, sporadicne patologije povezane su sa
preuredivanjem mtDNK i javljaju se spontano. Najc¢eS¢a delecija nalazi se kod jedne trecine
pacijenata i ukljucuje segment od 5 Kbp (33) Tackaste mutacije uticu na strukturne gene, delecije
mtDNK dovode do nedostatka nekoliko genskih funkcija, a tackaste mutacije gena za rRNA i tRNA
dovode do opSteg oStecenja mitohondrijskih mehanizama za sintezu proteina Sto utice na ve¢inu
komponenti OXPHOS kompleksa.

Sve bolesti koje nastaju kao posledica mutacija u mtDNK imaju kao zajednic¢ku karakteristiku
poremecaj puta oksidativne fosforilacije, ali klinicki fenotipi su veoma heterogeni. Kompleksnosti
doprinosi i nedostatak direktne veze izmedu genetskog defekta i klinicke manifestacije zato Sto
mutacije u razlic¢itim poloZajima mogu dovesti do istog klinickog fenotipa, kao Sto i ista mutacija
moZe biti povezana sa razli¢itim patologijama.

Deo varijabilnosti koji je povezan sa ovim patologijama moZe se pripisati neobi¢nim pravilima
genetike mitohondrija; vecina patogenih mutacija mtDNK je u stvari heteroplazmicna u ¢elijama,
tako da visoka heterogenost moze postojati i medu tkivima.

Smatra se da je za klinicku manifestaciju mutacije potrebna minimalna koli¢ina mutirane mtDNK,
a Sto moZe varirati u zavisnosti od patogenosti mutacije, metabolizma tkiva i metabolickog statusa
Celije (takozvani efekat praga). Postojanje praga za ispoljavanje klinickog fenotipa zapravo je
odredeno postojanjem biohemijskog praga Sto znaci da je neophodno da postoji minimalna
koli¢ina mutiranog proteina ili RNK da bi doslo do oStecenja funkcije mitohondrija (34).

Dobar primer efekta praga je mutacija mtDNK u genu ATP6 na nukleotidu 8993 koja je povezana
ili sa NARP (Neuropathy Ataxia and Retinitis Pigmentosa) kada je tkivna heteroplazmija niZa od
90-95% ili sa smrtonosnim Leigh-ovim sindromom, teZa progresivna encefalopatija, kada je
prisutna u ve¢em procentu (15).

Postojanje praga podrazumeva da su, fizioloski, nivoi rRNK, tRNK i OXPHOS proteina visi nego Sto
je potrebno da bi se omogucio ,dovoljan nivo“ funkcionisanja oksidativne fosforilacije; ova rezerva
predstavlja zastitni mehanizam koji obezbeduje sigurnosnu marginu protiv efekata Stetnih
mutacija (35). Takode na biohemijskom nivou prisustvo molekula izvorne (wt) mtDNK (wt)
odrzava fizioloSke potrebe Celija i nadoknaduje Stetne efekte mutacije sve dok se broj normalnih
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mtDNK molekula ne smanji ispod grani¢ne vrednosti ili dok energetski zahtevi ¢elije ne postanu
izazov za mitohondrije. Isto tako, organizacija mitohondrija u mreZe predstavlja izvesni
kompenzatorni sistem protiv patogenih mutacija: fuzija mitohondrija rezultira meSanjem ne samo
spoljasnje i unutrasnje membrane, ve¢ i molekula u sastavu mitohondrijskog matriksa. Na taj nacin
mitohondrije razmenjuju proizvode gena tako da ukupna funkcija mitohondrija u ¢éeliji moZe da se
ocuva cak i u prisustvu mutiranih molekula DNK.

[ako se ¢ini da je kretanje nukleoida ograniceno u poredenju sa proteinoma matriksa, publikovani
su dokazi o rekombinaciji mitohondrijske DNK (35). Dinamicka organizacija mitohondrija u
prisustvu mutiranih molekula mtDNK moZe dovesti do toga da mitohondrije u jednoj Celiji sadrze
smesSu mutiranih i normalnih molekula mtDNK, $to omogucuje da se izbegnu brza skretanja odnosa
mutirane mtDNK / izvorne (wt)) mtDNK tokom mitoze i smanjuje se verovatnoca stvaranja
homoplazmicne Celije (25).

Ipak, heteroplazmija i efekat praga ne mogu objasniti osobine Leberove hereditarne opticke
neuropatije a to je da su tri najceS¢e mutacije koje izazivaju LHON uglavnom homoplazmicne u
svim tkivima, ali klini¢ki simptomi se ne manifestuju do odrasle dobi, jedino pogodeno “tkivo” je
opticki nerv i prisustvo patogene mutacije ne mora nuzno dovesti do razvoja bolesti.

Uprkos Sirokoj varijabilnosti manifestacija mitohondrijskih bolesti, kod svih pacijenata dolazi do
povecanja koncentracije mlec¢ne kiseline u krvi, urinu, cerebrospinalnoj te¢nosti, kao i u tkivima,
Sto je tipican znak oStecenja OXPHOS. Povecana proizvodnja mlecne Kkiseline moZe nastati
akumulacijom piruvata u uslovima u kojima su inhibirani Krebsov ciklus i OXPHOS sistem i moze
dovesti do laktacidoze Sto rezultira globalnim poremecajem ¢elijskog pH (36). Jo$S jedno tipi¢no
obeleZje “mitohondrija”, koje je od velike pomo¢i u dijagnozi, je prisustvo pocepanih crvenih
vlakana u biopsijama miSi¢a, indeks masivne proliferacije mitohondrija tipi¢no negativnih na
aktivnost citohrom c oksidaze. Povecana proliferacija predstavlja pokuSaj prevazilaZenja
mitohondrijskog defekta kompenzatornim poveéanjem broja mitohondrija da bi se postigla
dovoljna proizvodnja energije u ¢eliji.

1.2.2 Mutacije u nuklearnoj DNK (nDNK) i mitohondrijske bolesti

Mitohondrijska DNK kodira samo trinaest od viSe od hiljadu proteina prisutnih u mitohondrijima
(11). Svi proteini koji su potrebni za odrzavanje i ekspresiju mtDNK, sastavljanje OXPHOS
kompleksa i sintezu kofaktora poput hema i Fe-S klastera, kodiraju se u nukleusu i uvoze u
mitohondrije tako da je funkcija mitohondrija zavisna od nDNK i mutacije u ovom genomu takode
mogu dovesti do mitohondrijskih bolesti. Zapravo, vec¢ina pacijenata (80-90%) sa oSte¢enjem
oksidativne fosforilacije ima nuklearnu mutaciju. Mutacije nDNK povezane sa mitohondrijskim
bolestima mogu se klasifikovati u razlicite kategorije i uticati na oksidativnu fosforilaciju na
direktan ili indirektan nacin te mutacije se prenose prema Mendelovim pravilima i mogu leZati u
autozomnim genima, bilo u recesivnhom ili dominantnom stanju, ili u X hromozomu.
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Patogene mutacije pronadene su u nuklearnim genima koji kodiraju subjedinice svih kompleksa
lanca prenosilaca mitohondrija, mada su mutacije koje uti¢u na kompleks III, [V iV rede, Sto ukazuje
na verovatniju nekompatibilnost sa Zivotom [58]. Mitohondrijske bolesti mogu takode biti
posledica mutacija nuklearnih gena koji kodiraju “pomoéne” proteine OXPHOS sistema koji su
ukljuceni u sastavljanje razli¢itih podjedinica kodiranih mtDNK i nDNK, zajedno sa njihovim
protetskim grupama. OStecenje integriteta mtDNK mozZe biti posledica mutacija ili u nuklearnim
genima koji su direktno ukljuceni u replikaciju i odrzavanje mtDNK ili u genima koji su ukljuceni u
kontrolu nukleotidnog snabdevanja u mitohondrijima. Mitohondrijska disfunkcija je takode
povezana sa promenama sistema uvoza citosolnih proteina, kao i proteina koji su ukljuceni u
pokretljivost mitohondrija i homeostazu. Ipak, nuklearne mutacije ne podleZu pravilima genetike
mitohondrija, tako da ocigledno preklapajuéi genetski defekti mogu dovesti do Sirokog spektra
Kklini¢kih manifestacija.

1.3 Funkcionalna anatomija retine

Svetlost prolazi kroz socivo i vitreus, pada na unutrasnju stranu retine, prolazi kroz njenu citavu
debljinu i na kraju pada na cepice i StepicCe na spoljasnjoj strani retine. U centralnoj fovealnoj regiji
unutrasnji slojevi su povuceni u stranu od fovee, povrSine koja pokriva vidni ugao od 1 min,
zauzima povrsinu od 1mm? i odgovorna je za vidnu oStrinu i opaZanje detalja. Centralna fovea
povrsine samo 0.3 mm u precniku je sastavljena gotovo u potpunosti od tankih ¢epica. Krvni sudovi,
sloj retinalnih ganglijskih ¢elija(RGC), unutrasnji nuklearni sloj (INL), unutrasnji pleksiformni sloj
(IPL) i spoljadnji pleksiformni sloj (OPL) su pomereni u stranu, da bi dozvolili svetlosti da
neometano stigne do ¢epic¢a. Makularna regija koja okruzuje centralnu foveu je jedini region retine
koji se sastoji iz viSe slojeva RGC sposobnih da obezbede najvisi stepen vidne diskriminacije
tzv.vidnu oStrinu (37).

Glavni funkcionalni segmenti, bilo ¢epica ili Stapica, su: (1) spoljasnji segment oblika konusa kod
Cepica, oblika Stapa kod Stapi¢a, (2) unutras$nji segment, (3) nukleus i (4) sinapticko telo.
Fotohemijske supstance koje se su osetljive na svetlost nalaze se u spoljaSnjem segmentu. Kod
Stapica to je rodopsin, kod Cepica su to tri kolorna pigmenta, koja funkcionisSu gotovo isto kao
rodopsin, sem Sto se razlikuju u svetlosnoj senzitivnosti. Svaki spoljasnji segment Stapica i Cepica
je napakovan sa pribliZzno 1000 nagomilanih diskova, gde svaki predstavlja ulegnuce celijske
membrane. [ rodopsin i kolorni pigmenti su inkorporirani u membrane diska. Pigmenti ¢ine oko
40% citave mase spoljasnjeg segmenta. Unutrasnji segment Cepica i Stapica sadrzi citoplazmatske
organele, narocito mitohondrije, koje obezbeduju energiju. Sinapticka tela su delovi Cepi¢a i Stapica
koji se povezuju sa neuralnim ¢elijama, horizontalnim i bipolarnim, slede¢em delu u retinalnom
kolu. Kada je izloZen svetlu, stvara se potencijal u fotoreceptoru i podiZe se negativnost
membranskog potencijala i nastaje stanje hiperpolarizacije (38).To je potpuno suprotno smanjenju
negativnosti (proces depolarizacije) koji se desava kod skoro svih senzornih receptora. Kada svetlo
razgradi rodopsin, smanjuje se provodljivost membrane Stapi¢a za jone Na+ u spoljasSnjem
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segmentu Stapica, rezultujuci hiperpolarizacijom cele membrane Stapica. Na svetlosti se akumulira
cGMP i Na+ kanali, koji su pod kontrolom cGMP, se zatvaraju i na taj nacin se smanjuje unutrasnja
struja natrijuma. Joni Na+ se kontinuirano izbacuju na spoljaSnju stranu kroz membrane
unutras$njih segmenata fotoreceptora, Sto dovodi do toga da veca koli¢ina jona Na+ napusta Stapic¢
nego Sto se u njega vraca, stvaraju¢i tako rastucu negativnost unutar membrane, koja je
proporcionalna koli¢ini svetlosne energije koja je pogodila Stapi¢ (38).

Fotohemijske supstance u ¢epi¢ima imaju gotovo identicnu hemijsku kompoziciju kao rodopsin u
Stapi¢ima. Jedina razlika je da su ¢epi¢ima specifi¢ni fotopsini malo razli¢iti u odnosu na skotopsin
koji se nalazi u Stapi¢ima. Retinalni deo svih vidnih pigmenta je identi¢an u Stapi¢ima i u Cepi¢ima.
Vidni pigmenti osjetljivi na boje koji se nalaze u ¢epi¢ima su kombinacija retinalnih protina i
fotopsina. Samo 1 od 3 tipa kolornih pigmenata je prisutan u svakom cepiéu Sto Cini Cepice
selektivno senzitivnim na razlicite boje - plavu, zelenu i crvenu, sa maksimalnim apsorpcijama na
445, 5351 570 nanometara (38).

Razlicite neuralne celije retine su (38):

1. Fotoreceptori, Cepiéi i Stapici, koji prenose svetlosne signale na spoljasni pleksiformni sloj gde se
sinapsiraju sa sa bipolarnim i horizontalnim ¢elijama.

2. Horizontalne celija koje prenose signale horizontalno u spoljasni pleksiformni sloj gde se
sinapsiraju sa bipolarnim i horizontalnim ¢elijama.

3. Bipolarne ¢elije koje prenose signal vertikalno od Stapica, Cepi¢a i horizontalnih ¢elija ka IPL, gde
se sinapsiraju sa ganglijskim i amakrinim ¢elijama.

4. Amakrine Celije koje prenose signale u dva pravca bilo direktno od bipolarnih ¢elija do RGC ili
horizontalno unutar IPL od aksona bipolarnih do dendrita ganglijskih ili do drugih amakrinih ¢éelija.

5. Retinalne ganglijske celije, RGC, koje prenose signale iz retine kroz opticki nerv do mozga u
vidnom i ne-vidnom putu (mRGC). Vidni put dovodi do formiranja slike, a ne-vidni do svetlom
indukovanog cikardijalnog ritma. I na kraju interpleksiformne celije prenose inhibitorne signale u
retrogradnom smeru od IPL do OPL, kontroliSu¢i na taj nacin lateralno Sirenje vidnih signala od
strane horizontalnih ¢elija u OPL i posledi¢no stepen kontrasta u formiranom liku.

Gotovo svi retinalni neuroni, ukljucujuci fotoreceptore, prenose svoje vidne signale elektronskom
kondukcijom. Ovo omogucuje gradiranu kondukciju snage signala, Sto je direktno povezano sa
intenzitetom svetla, tako da signal ne funkcioniSe po principu sve ili niSta (kao Sto je slucaj kod
akcionih potencijala). Jedini retinalni neuroni koji funkcionisu po principu akcionih potencijala su
RGC.

Svaka retina sadrzi oko 100 miliona Stapica i 3 miliona ¢epic¢a, dok RGC ima samo oko 1.2 miliona.

U proseku 60 Stapica i dva Cepic¢a konvergiraju na jednu RGC i korespondirajuéi akson koji je

povezuje sa mozgom. PribliZavanjem fovei, sve manje Cepica i Stapica konvergira prema jednoj RGC,
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i Cepidi i Stapidi postaju tanji. Ovo progresivno povecava vidnu ostrinu u centralnom delu retine. U
centralnoj fovei nalaze se samo tanki ¢epici, njih oko 35000, i nema Stapica. Broj aksona RGC koji
poticu sa ovog dela retine je skoro jednak broju Cepi¢a. Ovo objasnjava stepen vidne oStrine u
centralnoj retini u poredenju sa perifernom. Periferna retina je znacajno osetljivija nego fovea na
slabu svetlost, zbog veceg broja Stapica koji su 30 do 300 puta senzitivniji na svetlost nego Cepici.

Takode, skoro dvesta Stapi¢a konvergira na jednu retinalnu ganglijsku ¢eliju u perifernim delovima
retine, zbog Cega se signali sa Stapi¢a sumiraju i daju jo$ intenzivniju stimulaciju perifernih
ganglijskih ¢elija. Dalje od fovee, broj RGC se smanjuje, postajudi relativno oskudan na periferiji.
Osim po distribuciji, RGC se razlikuju i po velic¢ini gde su one u blizini fovee manje i sa aksonima
manjeg kalibra.

Aksoni ganglijskih ¢elija mreznjace Cine sloj nervnih vlakana mreZnjace (RNFL) i prelaze preko
prednje povrsine retine u snopovima i konvergiraju na glavi optickog nerva. PMB prenosi vlakna iz
makule i formira temporalni deo optickog nerva. Superiorni i inferiorni predeli nerva su formirani
od vlakana koja nastaju superiorno i inferiorno od horizontalne linije (raphe-a) temporalno od
fovee, dok se u nazalni deo optickog nerva projektuju vlakna sa nazalne periferije (38). Ostecenje
PMB-a utice na funkciju makule i rezultira bledilom temporalnog dela optickog nerva pri pregledu
fundusa i istanjenjem peripapilarnog RNFL-a na OCT-u. Deo vlakana pre lamine cribrosae
(prelaminarni) je nemijelizovan. Vlakna dalje prolaze kroz laminu cribrosa-u (laminarni deo) posle
Cega dobijaju mijelinski omotac i ¢ine opticki nerv (postlamelarni deo).

Mijeliniziovani postlamelarni deo aksona ima znacajno viSu efikasnost u odnosu na
nemijelinizovani deo koji ima mnogo manju brzinu provodljivosti i zahteva vec¢u energiju za
obnavljanje elektricnog potencijala (39). Nemijelinizovani delovi aksona RGC imaju visoku gustinu
voltazno-zavisnih Na+/K+ pumpi, i viSe mitohondrija nego mijelinizirani delovi (39), Sto ukazuje
na to da nemijelinizirani aksoni imaju viSe zahteve za energijom i zato su podloZniji
bioenergetskom slomu koji nastaje kao posledica mitohondrijske disfunkcije.

Raspodela mitohondrija poklapa se sa energetskim i funkcionalnim zahtevima. Prelamelarni i

lamelarni delovi aksona RGC se odlikuju intenzivnom oksidativnom fosforilacijom, ¢iji intenzitet
opada sa pojavom mijelina u postlalmelarnom delu optic¢kog nerva (40).

Pored ova dva sistema fotoreceptora, ¢epica i Stapic¢a, kasnih 1990-ih i poc¢etkom 2000-ih otkriven
je treci sistem fotoreceptora Kkoji se znatno razlikuje od Cepica i Stapic¢a (41). Ovaj sistem je baziran
na melanopsinu, fotopigmentu koji je izraZzen u oko 1% ganglijskih Celija mreznjace (RGC)(41).
Melanopsin je maksimalno osetljiv na plavu svetlost (~ 480 nm), a melanopsin RGC (mRGC) su
fotosenzibilne i karakteriSu ih trajni i tromi odgovori na svetlost (42). Fizioloske karakteristike
unutra$njeg odgovora na svetlo mRGC je drugacije od odgovora ¢epiéa i Stapi¢a. Cepiéi i $tapiéi se
hiperpolarizuju na svetlost dok je direktan odgovor mRGC depolarizacija. Senzitivnost na svetlost
je znacajno niZa, a kinetika signalnog odgovora znacajno sporija nego kod klasi¢nih fotoreceptora

13



(43). One su takode sposobne da odrze dugotrajan svetlosni odgovor i kodiraju svetlosni stimulus
tokom dugog vremenskog perioda. Dendriti mRGC sadrZe melanopsin i mogu direktno da
odgovore na svetlost (43). Ove karakteristike su u skladu sa ulogom mRGC u prenoSenju signala
difuznog svetla okoline tokom dugog vremenskog perioda za toni¢ne vizuelne funkcije.

mRGC su neophodne za funkciju retine koja ne formira sliku, odnosno neophodne su za
uspostavljanje veze svetlosti i cirkadijalnog ritma, refleksa zenice, supresije melatonina, kao i
regulacija budnosti, spavanja i saznanja (44). Noviji dokazi takode ukazuju i na u¢eS¢e mRGC-a u
vizuelnim procesima, poput detektovanja osvetljenosti i grubog stvaranja slike (44).

Celije koje eksprimiraju melanopsin $alju projekcije na suprahijazmati¢no jedro (SCN), koji se
smatra mestom centralnog cirkadrijalnog sata sisara, hipotalami¢no preopti¢no podru¢je umesano
u inicijaciju spavanja, olivarno pretektno jezgro koje regulise veli¢inu zenice, medijalnu amigdalu,
deo njuha i emocionalni odgovor (45). mRGC se takode projektuju na regione koji su tipicno deo
vizuelnog puta, kao Sto je ledni deo talamusa LGN i srednji mozak superiorni kolikulus (45). Slepi
pacijenti sa teSkom degeneracijom spoljasnjih slojeva retine, a relativno intaktnim mRGC
sistemom, imaju bazi¢nu sposobnost detekcije jakog plavog svetla (46). Takode postoje dokazi da
melanopsin utice na kolorni vid kod ljudi (47).
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1.4  Leberova hereditarna opticka neuropatija

Leberova hereditarna opticka neuropatija (LHON) je mitohondrijsko neurodegenerativno
oboljenje koje je joS 1988 povezana sa mutacijom mitohondrijske DNK (30), i do skora je smatrano
da je nasledivanje isklju¢ivo maternalno (48). Leberova hereditarna opticka neuropatija (LHON,
OMIM 535000) je prvi puta opisana od strane Von Grafe (49), ali je kao poseban klinicki entitet
definisana 1871. godine od strane nemackog oftalmologa Teodora Lebera (1840-1917) (50). On je
prvi opisao karakteristi¢an Sablon gubitka vidne oStrine u Cetiri porodice koji je kasnije potvrden
u drugim studijama (51,52). U ovim ranim studijama su definisane tipicne karakteristike LHON-a
kao Sto je maternalno nasledivanje, predilekcija za muski pol i gotovo iskljucivo zavatanje samo
optickog nerva.

Maternalni obrazac nasledivanja LHON-a otkrio je 1972. godine Erickson (48), ali su tek 1988.
Wallace i kolege identifikovali prvu tackastu mitohondrijsku mutaciju u devet rodoslova sa
klinickom dijagnozom LHON(30). Ova mutacija se nalazi na nukleotidnom polozaju 11778 mtDNK
i pretvara visoko konzervirani arginin u histidin na kodona 340 u natrijum dehidrogenaznoj
podjedinici 4 (ND4) kompleksa I respiratornog lanca (30).

LHON je bilateralna opticka neuropatija subakutnog toka, koja pogada predominantno mlade
odrasle muskarce. Prvi put je opisana u devetnaestom veku od strane Von Graefe-a, ali je posledi¢no
nazvana po Teodoru Leberu zbog njegove sistematicne deskripcije bolesti. Prevalenca LHON kao
Sto je izraCunato u severoistoc¢noj Engleskoj gde su sve obolele osobe upucivane u jedan
dijagnosticki centar je 1/27 000 (53), dok je skoraSnja meta analiza svih dostupnih studija
zakljucila da je prevalenca u Evropi 1/40000 (54). U svakom slucaju broj obolelih od LHON
verovatno je znacajno potcenjen zato Sto se do dijagnoze tesko stiZe ili se nikada ni ne postavi.

Prezentuje se kao bezbolni, akutni ili subakutni gubitak centralne vidne oStrine. Drugo oko obi¢no
biva zahvac¢eno za nekoliko nedelja ili meseci (u proseku za 6 do 8 nedelja), dok je u oko 25%
slucajeva oboljenje simultano bilateralno (55) mada su opisani i pojedinacni unilateralni slucajevi
(56).

1.4.1 Genetske osobine i nasledivanje kod LHON-a

Vise od 90% svih LHON slucajeva se deSava zbog jedne od tri tackaste mutacije u mtDNK koje su
locirane na nukleotidima 11778(70%), 14484(14%) i 3460(13%) (31). Primarne patogene
mutacije LHON uti¢u na mitohondrijske gene koji kodiraju podjedinice smeStene u membranskom
sektoru kompleksa [. Mutacija G3460A u mitohondrijskom genu ND1 pretvara umereno
konzervirani alanin 52 u treonin (A52T). Mutacija ND4 G11778A menja visoko konzervirani
arginin 340 u histidin (R340H), dok mutacija ND6 T14484C menja slabo konzervirani metionin u
poziciji 64 u valin (M64V). Primarne mutacije su uglavnom homoplazmicne.

Nekoliko drugih mutacija je povezano sa fenotipovima LHON ili LHON plus, a ve¢ina je lokalizovana
u genima ND1 i ND6 koji se smatraju mutacijskim “Zaristima” (57)
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Ove mutacije nazivaju se retkim mutacijama (58), smatraju se patogenima ukoliko je testovima
mitohondrijske funkcije dokazana oslabljena funkcija mitohondrija. Mnoge mutacije su prisutne
samo u pojedinacnim slucajevima i ne postoje ¢vrsti dokazi o njihovom funkcionalnom uticaju.
Ovakve mutacije su retke, javljaju se u okviru pojedinih familija i uglavnom su heteroplazmicne.
Problem predstavljaju genetski nepotvrdeni slucajevi sa tipicnim LHON fenotipom. Rasvetljavanje
ovakvih slucajeva predstavlja klinicki izazov (59). Poznato je i da mutacije u egzomu mogu da
dovedu do nastanka LHON-a kao i da skup pojedinacno benignih mutacija moZe da ispolji patogeni
efekat.

U skorasnje vreme otkriven je otkrivena klinicka fenokopija LHON-a koje se recesivno nasleduju i
povezane su sa nuklearno kodiranim komponentama ili blago patogenim varijantama sa
inkompletnom penetrantnos¢u u genima povezanim sa OXPHOS,- kao $to je Tyr51Cys u DNAJC30
genu (60),(61).

Penetrantnost bolesti zavisi od vrste tackaste mutacije: samo polovina pacijenata sa mutacijom
G11778A imala je pozitivhu poroditnu anamnezu, dok je taj procenat veéi kod pacijenata sa
G3460A (71%) i T14484C (100%)(62). Ova varijabilnost penetrantnosti u LHON pedigreima
sugeriSe da na razvoj, ozbiljnost i progresiju bolesti uti¢u i dodatni faktori (63).

Majka moZe da prenese mutaciju na musko i Zensko potomstvo, ali do gubitka vida dolazi kod 50%
muskaraca i samo 10% Zena (62). Na gubitak vida uticu haplogrupe, heteroplazmija i faktori
sredine (pusSenje, alkohol, trauma glave, industrijski toksini, antiretrovirusni lekovi, etambutol kao
i nutritivne deficijencije, narocito nizak nivo vitamina B12).

Samo neke osobe po maternalnoj liniji obole i zato se LHON definiSe kao bolest sa nekompletnom
penetrantnosc¢u, sa dobro utvrdenom prevalencom za muski pol. Ovo ne moZe da se objasni samo
primarnom mitohondrijskom DNK mutacijom koje je neophodan, ali ne i dovoljan genetski
preduslov za razvoj bolesti (64) Prvi modifikujuci faktor koji je odavno prepoznat i definisan je
uticaj mitohondrijskog mtDNK nasleda koji je definisan specificnom mitohondrijskom DNK
haplogrupom. Mitohondrijska genetska pozadina takode se smatra moguéim faktorom rizika za
modulaciju penetrantnosti LHON-a. Haplogrupe su definisane kao varijante mitohondrijske DNK u
Ciji sastav ulazi nekoliko uobicajenih polimorfizama koji odraZavaju evolucionu istoriju
diferencijacije mtDNK. “Neutralne” mutacije u odredenoj haplogrupi mogu modulirati ekspresiju
mitohondrijskih bolesti ili pogorsavajudi ili Stite¢i od Stetnog efekta mutacije. Polimorfizmi unutar
haplogrupa povecavaju penetrantnost putem sinergizma sa delecionim efektom primarne LHON
mutacije (haplogrupa] kod nosilaca 11778 i 14484, haplogrupa K kod nosioca 3460 mutacije) (12),
sa nekim razlikama u zavisnosti od specifi¢nih podgrupa definisanih polimorfnim varijantama koje
uticu na cl i clll (65), (66). Haplogrupu ] karakterisu polimorfizmi u dva gena koja kodiraju
podjedinice kompleksa I: T4216C u genu ND1 i G13708A u genu ND5. Iako ove genetske varijante
samostalno ne naru$avaju aktivnost respiratornog lanca u ¢eliji, hipoteza je da je njihovo prisustvo
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povezano sa promenama u strukturi ili funkciji kompleksa I koje bi mogle da doprinose
manifestaciji bolesti. Uticaj haplogrupa na atipicne mutacije joS nije istraZen. Na varijabilnost
penetrantnosti utice i heteroplazmija, stanje u kom je u Celijama prisutna viSe od jedne vrste
mitohondrijske DNK. Mitohondrije sadrze multiple kopije mtDNK koje mogu biti homoplazmic¢ne
(sve kopije su identi¢ne bilo da su izvorne, wt ili mutirane) ili heteroplazmicne (mesavina razlicitih
mitohondrijalnih DNK c¢ije sekvence variraju). Kod heteroplazmije, nejednaka distribucija
mutirane mitohondrijske DNK moZe da rezultuje povecanom koncentracijom mutirane DNK u
pojedinim ¢éelijama u poredenju sa drugima. Ova nejednakost je narocito vazna tokom razvojnog
procesa ili u drugim situacijama kada se celije ubrzano dele. Nasumicna raspodela mutirane
mtDNK u heteroplazmi¢nom stanju moZe da doprinese varijabilnoj ekspresivnosti bolesti, ¢ak i
medu c¢lanovima iste porodice. Ve¢ina LHON pacijenata su homoplazmic¢ni za svoju mtDNK
mutaciju, mada je oko 10-15% pacijenata heteroplazmicno $to ima za posledicu varijabilnost u
ozbiljnosti i progresiji bolesti (67).

Pretpostavlja se da postoje i nuklearni DNK polimorfizmi koji igraju ulogu u nekompletnoj
penetrantnosti Sto je i dokazano kod nekoliko porodica kod kojih je dokumentovana da proteini
koje kodira jedarna DNK uti¢u na efikasnost OXPHOS sistema, odgovor na oksidativni stres i
apoptozu (68). Ipak, joS uvek nije definisan jedan Cinilac koji je prisutan kod veceg broja pacijenata
i za koji bi se moglo sa sigurnosc¢u tvrditi da je patogen. Zbog izraZenije prevalence kod pripadnika
muskog pola, pretpostavlja se da geni na X hromozomu mogu imati protektivnu ulogu kod LHON-
a. Velika studija u evropskim porodicama sa LHON-om, kao i analiza jedne brazilske porodice koja
nosi mutaciju G11778A LHON, otkrila je postojanje protektivnih lokusa povezanih sa X-
hromozomom (68,69), ali nije dokazano stvarno uceS¢e hromozoma X u penetrantnosti LHON (69).
Cinioci Zivotne sredine takode uti¢e na penetrantnost LHON-a. U literaturi je zabeleZeno pet parova
monozigotnih blizanaca koji imaju primarnu LHON mutaciju, a u dva slucaja jedan blizanac je
oboleo, a drugi ne. [ako uvek postoji moguc¢nost da neoboleli brat ili sestra izgube vid kasnije tokom
svog Zivota, postojanje monozigotnih blizanaca koji nisu istovremeno oboleli ukazuje da
negenetski faktori takode doprinose penetrantnosti LHON-a (70). Doprinos sredinskih faktora
potkrepljuje i ¢injenica da su klinicke manifestacije toksicnih i nutritivnih neuropatija slicne onima
uocCenim u LHON-u (71). Nedvosmisleno je utvrdeno da puSenje predstavlja najrelevantniji faktor
u konverziji iz preklinickog u subakutni stadijum, zatim konzumacija alkohola kao i ekspozicija
pojedinim toksinima i drogama (72). Na osnovu uticaja spoljasnje srdine je predloZeno da se
razdvoje slucajevi mladih odraslih sa preovladujuéim genetskim uticajem na razvoj bolesti i one sa
kasnim pocetkom kod kojih pusenje ili druga produZena izloZenost Zivotne sredine igraju glavnu
ulogu u ubrzavanju konverzije bolesti. Ovo implicira da se kod ovih osoba bolest ne bi niti razvila
odnosno da ne bi doSlo do prelaska iz preklinicke u subakutnu formu da nisu bili izloZeni faktorima
spoljasnje sredine.
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Sa patoloske osnove, serija in vitro studija na fibroblastima pacijenata obolelih od LHONa i
hibridnim celijama pokazuje da postoji oStecenje funkcije Kompleksa I (CI) respiratornog lanca,
koje je prouzrokovno mutacijama u mtDNK,mutacija i koje dovode do smanjene bioenergetske
efikasnosti (15), pove¢anu produkcije ROS (73), Sto na kraju ima za posledicu povecanu sklonost
¢elija da podleZzu celijskoj smrti apoptozom (73,74). NaruSena mitohondrijska funkcija kod nekih
nosilaca LHON mutacije moZe da bude efikasno kompenzovana univerzalnim kompenzatornim
mehanizmima koje €elije zapocinju u mitohondrijskim bolestima, kao Sto je porast biogeneze
mitohondrija. In vitro je pokazano da estrogeni mogu da promoviSu mitohondrijsku biogenezu Sto
obezbeduje potencijalno objasnjenje za vecu prevalencu bolesti kod muskaraca (75). U populaciji
nosilaca LHON mutacije posmatran je broj kopija mtDNK kao pokazatelja mitohondrijske
biogeneze i pokazano je da, kod neobolelih nosilaca mutacije, postoji efikasnija mitohondrijska
biogeneza u poredenju sa obolelim rodacima po majc¢inskoj liniji, kao i sa kontrolnom populacijom
(63). Ovo predstavlja potencijalni marker prediktivne vrednosti ko od potencijalnih pacijenata ima
najvedi rizik za klinicku konverziju. Dim cigarete smanjuje ovaj kompenzatorni mehanizam
smanjujué¢i na taj nacin broj kopija mtDNK i ponaSaju¢i se kao okida¢ bolesti i modulator
penetrantnosti (76).

1.4.2 Klinicke osobine LHON pacijenata

U degeneraciji optickog nerva kod pacijenata sa LHON-om prva i najteZe su pogodena temporalna
vlakna papilo-makularnog snopa (PMB), dok su nazalna vlakna delimi¢no poStedena u kasnoj fazi
bolesti (40) zbog Cega su pad centralne vidne oStrine, dishromatopsija i centralni ili centrocekalni
skotomi najraniji znaci bolesti. Aksoni ganglijskih celija unutar papilomakularnog snopa su
nemijelinizovani i zahtevaju velike koli¢ine energije za Sirenje akcionih potencijala u odnosu na
saltatornu provodljivost prisutnu u mijelinizovanim nervima. Papilomakularni snop ima visok
udeo aksona koji poticu iz malokalibarskih brzih parvocelularnih RGC koja su zbog visokih
energetskih zahteva, malog kalibra i fizicki suZenog prostora u kome putuju izuzetno osetljiva na
disfunkciju mitohondrija (38). Ovo donekle objasnjava zaSto mitohondrijska disfunkcija koja bi
trebalo da je prisutna u svakoj €eliji u organizmu moZe selektivno da uti¢e na opticki nerv i to
narocito na papilomakularni snop (77). Ostali faktori za koje se smatra da uti¢nu na vulnerabilnost
centrocekalne regije retine su generisanje superoksida i regionalne razlike u retinalnoj vaskulaturi
(39,78). Nalaz magnetne rezonance kod pacijenata sa LHON-om je uglavnom normalan, mada moze
da postoji hiperreflektivnost optickog nerva.

U vidnom sistemu LHON pacijenata Cepi¢i i Stapi¢i su oCuvani, posSto degeneracija uglavnom pogada
RGC. Uprkos generalnom gubitku RGC, mRGC su relativno saCuvane (47), Sto je potvrdeno
ocuvanjem integriteta retino-talamickog trakta kod pet LHON pacijenata kao i histopatoloSkim
postmortem studijama (79) zbog cega je refleks zenice na svetlost je kod LHON pacijenata obi¢no
ocuvan, mada kod asimetri¢nih bilateralnih ili unilateralnih slucajeva postoji relativni aferentni
pupilarni defekt (31).
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Prema najnovijoj podeli bolest moZe da se podeli u 2 stadijuma (80). Preklinicki stadijum moZe da
traje celog Zivota bez konverzije u aktivnu bolest i odnosi se na neobole nosioce mutacije kod kojih
postoje razli¢ite abnormalnosti na o¢nom dnu (81) i sastoje se od oticanja RNFL razli¢itog stepena
kao i od mikroangiopatskih osobina sa tortuozitetom krvnih sudova i arteriovenskim Santovima
(82).

Kod odredenog broja ovih individua moze da dode do konverzije u aktivnu bolest i tad pocinje
subakutni stadijum koji se karakteriSe gubitkom centralnog vida zbog progresivnog uveéavanja
centralnog skotoma u vidnom polju koji slabi vidno ostrinu. Pacijenti opisuju zamagljenje slike i
centralno sivilo (Slika 1).

Slika 1. Subjektivni prikaz centralnog skotoma kod LHON pacijenata (slika preuzeta od LHON Eye
Society Sweden, https://icrcat.com/en/eye-conditions/leber-hereditary-optic-neuropathy/)

Na fundusu se opisuje pojacanje svih osobina koje su opisane u preklinickom stadijumu (82)
hiperemija diska, peripapilarne telangiektazije, vaskularni tortuozitet i edem sloja nervnih vlakana
(RNFL) oko papile vidnoga Zivca, obi¢no bez curenja na fluoresceinskoj angiografiji (pseudoedem)
(Slika 2. a)Fotografija fundusa desnog oka LHON pacijenta u subakutnoj fazi bolesti, 2 nedelje od
pocetka, sa hiperemi¢nim optickim diskom i tortuoti¢nim krvnim sudovima, centralnim skotomom
u vidnom polju i bez curenja na fluoresceinskoj angiografiji b) U hroni¢noj fazi bolesti vidi se
atrofija i bledilo optic¢kog diska, sa gustim velikim centralnim skotomom u vidnom polju.

U proseku, posle 6 nedelja hiperemija i tortuozitet se povlace, javlja se temporalno bledilo optickog
diska i dalja atrofije papile vidnog Zivca koja se deSava po precizno opisanom redosledu (83),(84).
Na optickoj koherentnoj tomografiji (OCT) u akutnoj fazi bolesti vidi se zadebljanje RNFL prvo u
temporalnim i donjim, zatim u gornjim i nazalnim kvadrantima, da bi u hronic¢noj fazi usledilo
istanjenje (83). Mikroangiopatija koja se vidi u prvim nedeljama evolucije bolesti uglavnom nestaje
sa progresijom atrofije optickog nerva. Ovaj stadijum moZe da traje od nekoliko nedelja do 6 meseci
i posle njega nastaje takozvani dinamicki stadijum koji generalno traje 6 meseci do godinu dana od
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pocetka bolesti, kada pocinje hronic¢ni stadijum koji predstavlja konacni ishod aktivne bolesti. U
dinamickom stadijumu se dostize NADIR vidna oStrina koja je zapravo najslabija vidna oStrina koju
pacijent ostvari, ali RNFL i dalje moZe da bude otecen i da se prvo registruje normalizacija debljine,
a kasnije dubok gubitak aksona i opticka atrofija kao krajnji stadijum (38) (Error! Not a valid
bookmark self-reference.b). Bolest je u veéini slucajeva bilateralna ili asimetri¢na sa gubitkom
vidne oStrine prvo na jednom oku, pa zatim na drugom unutar nekoliko dana, nedelja ili meseci, a
ponekad i vise godina (85).

Nekoliko longitudinalnih studija LHON pacijenata je opisalo karakteristike promena
peripapilarnog RNFL na OCT-u. Kod asimptomatskih nosilaca postoji znacajno zadebljanje
temporalnog RNFL u poredenju sa kontrolama i trend zadebljanja inferiornog segmenta (11). Ovo
rano zadebljanje smatra se posledicom poremecaja aksoplazmatskog transport i verovatno
predstavlja rani tj osnovni stres na nervna vlakna. U momentu pocetka bolesti, tipi¢no postoji
zadebljanje superiornog i inferiornog dela RNFL dok je temporalni kvadrant normalne debljine
zbog pocetka atrofije (12). Ove promene odgovaraju pojavljivanju pseudoedema optickog diska,
hiperemiji i mikrovaskularnim promenama na pregledu fundusa. Posle tri meseca javlja se
temporalno istanjenje, a kroz devet meseci registruje se superiorno i inferiorno istanjenje (13).

OCT makule pokazuje istanjenje unutrasnjeg makularnog prstena i spoljaSnjeg nazalnog kvadranta
u prvih tri meseca od onseta bolesti.

Ovo dalje progredira ka temporalnom delu tokom naredna tri meseca i do 12. meseca od pocetka
bolesti postoji difuzno istanjenje makule sa prose¢nom debljinom od 251 um u poredenju sa
prosecnom debljinom zdravih osoba koja iznosi 281 um (14). GCL-IPL je izgleda joS senzitivnija na
rane promene kod LHONa. Mala longitudinalna studija 4 pacijenta pokazuje da je istanjenje GCL-
IPL u nazalnom kvadrantu prisutno i pre pocetka simptoma. Tokom prva tri meseca od pocetka
bolesti GCL-IPL istanjenje progredira na donji, superiorni i temporalni kvadrant sa difuznim
istanjenjem prose¢nog GCL-IPL na 63 um 3 meseca od onseta. Ovo istanjenje se nastavljado 57 pm
6 meseci posle pocetka, da bi se posle stabilizovalo (7) (Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-
IPL koje je procentualno najveée u prvih 6 meseci od pocetka bolesti posle c¢ega nastupa period
stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom Sto je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razli¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
stadijumu bolesti da bi se kasnije to iskljucenje Sirilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.
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Vedi procenat oporavka vidne funkcije je primec¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najcesce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skoraSnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

[sto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih ¢elija je bila viSa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istrazivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne oStrine u decjoj dobi:

Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklinicki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguc¢a nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio najces¢i, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduze vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roznjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
leZi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

1.4.3 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

ElektrofizioloSki modaliteti koji se najceSce koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). NajceSce se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji moZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutrasnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih ¢elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)
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Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZzena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vaZzni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ofuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
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ganglijskih Celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivnhe komponente P50 i vece kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka beleZi bioelektri¢ne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZzena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)
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Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStecenja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujucu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veli¢ine receptivnih polja mreZnjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razlicitih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivos¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreznjace, ¢ime se podsticu odgovori korteksa prenoSeni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mrezZnjacCe i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).).a).

24



Slika 2. a)Fotografija fundusa desnog oka LHON pacijenta u subakutnoj fazi bolesti, 2 nedelje od
pocetka, sa hiperemi¢nim optickim diskom i tortuoti¢nim krvnim sudovima, centralnim skotomom
u vidnom polju i bez curenja na fluoresceinskoj angiografiji b) U hroni¢noj fazi bolesti vidi se
atrofija i bledilo optic¢kog diska, sa gustim velikim centralnim skotomom u vidnom polju.

U proseku, posle 6 nedelja hiperemija i tortuozitet se povlace, javlja se temporalno bledilo optickog
diska i dalja atrofije papile vidnog Zivca koja se deSava po precizno opisanom redosledu (83),(84).
Na optickoj koherentnoj tomografiji (OCT) u akutnoj fazi bolesti vidi se zadebljanje RNFL prvo u
temporalnim i donjim, zatim u gornjim i nazalnim kvadrantima, da bi u hroni¢noj fazi usledilo
istanjenje (83). Mikroangiopatija koja se vidi u prvim nedeljama evolucije bolesti uglavnom nestaje
sa progresijom atrofije optickog nerva. Ovaj stadijum moZe da traje od nekoliko nedelja do 6 meseci
i posle njega nastaje takozvani dinamicki stadijum koji generalno traje 6 meseci do godinu dana od
pocetka bolesti, kada pocinje hronic¢ni stadijum koji predstavlja konacni ishod aktivne bolesti. U
dinamickom stadijumu se dostize NADIR vidna oStrina koja je zapravo najslabija vidna oStrina koju
pacijent ostvari, ali RNFL i dalje moZe da bude otecen i da se prvo registruje normalizacija debljine,
a kasnije dubok gubitak aksona i opticka atrofija kao krajnji stadijum (38) (Error! Not a valid
bookmark self-reference.b). Bolest je u veéini slucajeva bilateralna ili asimetri¢na sa gubitkom
vidne oStrine prvo na jednom oku, pa zatim na drugom unutar nekoliko dana, nedelja ili meseci, a
ponekad i vise godina (85).

Nekoliko longitudinalnih studija LHON pacijenata je opisalo karakteristike promena
peripapilarnog RNFL na OCT-u. Kod asimptomatskih nosilaca postoji znacajno zadebljanje
temporalnog RNFL u poredenju sa kontrolama i trend zadebljanja inferiornog segmenta (11). Ovo
rano zadebljanje smatra se posledicom poremecaja aksoplazmatskog transport i verovatno
predstavlja rani tj osnovni stres na nervna vlakna. U momentu pocetka bolesti, tipi¢no postoji
zadebljanje superiornog i inferiornog dela RNFL dok je temporalni kvadrant normalne debljine
zbog pocetka atrofije (12). Ove promene odgovaraju pojavljivanju pseudoedema optickog diska,
hiperemiji i mikrovaskularnim promenama na pregledu fundusa. Posle tri meseca javlja se
temporalno istanjenje, a kroz devet meseci registruje se superiorno i inferiorno istanjenje (13).

OCT makule pokazuje istanjenje unutrasnjeg makularnog prstena i spoljaSnjeg nazalnog kvadranta
u prvih tri meseca od onseta bolesti.

Ovo dalje progredira ka temporalnom delu tokom naredna tri meseca i do 12. meseca od pocetka
bolesti postoji difuzno istanjenje makule sa prose¢nom debljinom od 251 um u poredenju sa
prosecnom debljinom zdravih osoba koja iznosi 281 um (14). GCL-IPL je izgleda joS senzitivnija na
rane promene kod LHONa. Mala longitudinalna studija 4 pacijenta pokazuje da je istanjenje GCL-
IPL u nazalnom kvadrantu prisutno i pre pocetka simptoma. Tokom prva tri meseca od pocetka
bolesti GCL-IPL istanjenje progredira na donji, superiorni i temporalni kvadrant sa difuznim
istanjenjem prose¢nog GCL-IPL na 63 um 3 meseca od onseta. Ovo istanjenje se nastavljado 57 pm
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6 meseci posle pocetka, da bi se posle stabilizovalo (7) (Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-
IPL koje je procentualno najvece u prvih 6 meseci od pocetka bolesti posle ¢ega nastupa period
stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom Sto je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razli¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
stadijumu bolesti da bi se kasnije to iskljucenje Sirilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.

Vedi procenat oporavka vidne funkcije je prime¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najcesce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skoraSnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

[sto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih €elija je bila visSa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istrazivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne oStrine u decjoj dobi:

Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklinicki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguc¢a nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio najcesci, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduze vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roznjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
lezi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

1.4.4 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

Elektrofizioloski modaliteti koji se najceSce koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
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potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). NajceSce se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji moZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutrasnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih ¢elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

ElektrofizioloSki znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZzena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)
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FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila sli¢ne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produZzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStec¢enja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivne komponente P50 i veée kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka beleZi bioelektricne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).
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Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nizZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vaZzni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStecenja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujuéu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veli¢ine receptivnih polja mreZnjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razlicitih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivoS¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreZnjace, Cime se podsticu odgovori korteksa prenosSeni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mrezZnjacCe i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).).
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Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-IPL koje je procentualno najvece u prvih 6 meseci od
pocetka bolesti posle ¢ega nastupa period stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom $to je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razli¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
stadijumu bolesti da bi se kasnije to isklju€enje Sirilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.

Vedi procenat oporavka vidne funkcije je primec¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najcesce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skoraSnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

[sto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih ¢€elija je bila visa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istrazivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne oStrine u decjoj dobi:
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Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklinicki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguc¢a nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio najcesci, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduze vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roznjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
leZi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

1.4.5 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

ElektrofizioloSki modaliteti koji se najceSce koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). NajceSce se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji moZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutrasnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih ¢elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)
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FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZzena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ofuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih Celija i P50 moze takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivnhe komponente P50 i vece kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka beleZi bioelektricne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
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(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vaZni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZzena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od

reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila sli¢ne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produZzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStec¢enja
ganglijskih ¢elija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujucu aktivaciju razlic¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
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veli¢ine receptivnih polja mreZnjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razlicitih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivos¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreZnjace, Cime se podsticu odgovori korteksa prenosSeni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mrezZnjacCe i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).

Standarna velicina (12° x 15°)
Veliko polje (24° x 30°)

Slika 4. Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutrasnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih ¢elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)
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Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vaZzni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih Celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivne komponente P50 i vece kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka beleZi bioelektri¢ne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

ElektrofizioloSki znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)
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U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vaZni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ofuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujucu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veliCine receptivnih polja mreznjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razli¢itih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivo$¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
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polja mreznjace, ¢ime se podsticu odgovori korteksa prenoseni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mreZnjace i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).

« PERG N95: odgovor ganglijskih ¢elija  « VEP P100: kortikalni odgovori
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Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR Kkoji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
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bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vaZzni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oCuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen.

Kontrolna LHON
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Slika 6. Smanjenje amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)
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U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nizZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97).
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Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a (Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

FotopiCki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opti¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih

¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).
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Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).
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Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG NO95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generiSe
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.
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Slika 9. Fotopi¢ni negativni odgovori pacijenta sa LHON i kontrole. Preradeno po uzoru na
referencu (97).

Kod izvesnog broja LHON pacijenata dolazi do oporavka vidne oStrine i vidnog polja sa ili bez
tretmana. Kod nekih pacijenata postoji korelacija sa elektrofizioloSkim poboljSanjem (100), (98)
dok u drugim studijama nije pronadena korelacija (59).
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Slika 10. Poboljsanje VEP P100 amplitude i latence, poboljSanje amplitude PERG N95 talasa.
Preradeno po uzoru na referencu (103)(Sharkawi i sar)

1.4.6 Uticaj mutacija povezanih sa LHON na biohemijske karakteristike celija

Funkcija subjedinica kompleksa i kod kojih je doSlo do mutacija kod pacijenata sa LHON-om nije u
potpunosti razjasnjena. Studije su pokazale da su subjedinice ND4 i ND6 od sustinskog znacaja za
sklapanje ostalih ND subjedinica u kompleks, a sli¢no bi moglo da vaZi i za ND1 subjedinicu, ¢ije
mutacije mogu dovesti do ozbiljnog smanjenja nivoa aktivnosti kompleksa I (104)
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Promene u aktivnosti kompleksa i se prvenstveno odrazavaju na smanjenu proizvodnju ATP Sto
dovodi smanjene dostupnosti energije Cceliji. Neuroni zavise od snabdevanja ATP-om za
neurotransmisiju, ali i za transport mitohondrija duz aksona. U ganglijskim Celijama mreZnjace,
kao i u drugim nervnim ¢elijama, biogeneza mitohondrija se odvija samo u telu neurona, odakle
mitohondrije treba da se transportuju duz aksona pomoc¢u mehanizma zavisnog od ATP-a (74).
Ostecenje proizvodnje ATP-a se odrazava na normalnu distribuciju mitohondrija duz aksona, Sto je
veoma relevantno u nemijelinizovanom delu opti¢kog nerva.

In vitro je pokazano na hibridnim ¢elijama koji nose jednu od tri primarne mutacije LHON, da
mutacije uticu samo na nivo ATP-a i brzinu potrosnje kiseonika koje su regulisane kompleksom I,
dok sinteza ATP-a i respiracija pokrenuta sukcinatom nisu oSteceni (15). Ove Celije su efikasno
nadoknadile oSte¢enje OXPHOS kroz odrZavanje sinteze ATP alternativnim putevima kao Sto je
glikoliza (15). Isto tako rezultati kod pacijenata sa LHON-om in vivo pokazuju narusSenu sintezu

.....

Analiza limfocita pacijenata sa mutacijom G11778A nije pokazala razlike u odnosu na kontrole u
pogledu energije naelektrisanja, odnosno relativnog odnosa ATP, ADP i AMP, a u fibroblastima koji
sadrze mutacije G3460A utvrdeno je da je sinteza ATP vezana za kompleks I normalna (74).

U LHON hibridnim ¢elijama ukupni Celijski sadrzaj ATP-a je smanjen u poredenju sa kontrolama
kada se celije uzgajaju u metabolicki stresnim uslovima, tj. medijumu gde je glukoza zamenjena
galaktozom (74), Sto ukazuje da bi biohemijski efekat mutacije mogao da se ispolji samo u uslovima
visoke energetske potraznje. Ova varijabilnost u rezultatima moZe da ukaZe na uticaj modulirajucih
genetskih i faktora sredine.

Drugu znacajnu ulogu u patogenezi LHON-a igra i apoptotska ¢elijska smrt koja gotovo istovremeno
pogada ganglijske celije mreznjace Sto dovodi do atrofije optickog nerva. Na mehanizam
programirane Celijske smrti po tipu apopotoze ukazuje odsustvo znakova zapaljenja na
histopatoloSkom pregledu, a takode je potvrden biohemijskom analizom.

Razlicita ispitivanja LHON c¢elija uzgajanih u galaktoznom medijumu pokazala su da su ove ¢elije
sklonije apoptotskoj smrti u odnosu na kontrolne uzorke. Sporo metabolisanje galaktoze u
glukozo-1-fosfat ne obezbeduje da se u glikolizi sintetiSe dovoljna koli¢ina ATP za zadovoljavanje
energetskih potreba, pa Celije zavise od oksodativne fosforilacija kao osnovnog mehanizma za
sintezu ATP.

U ovim uslovima dolazi do povecanog oslobadanja citohroma c u citosol kod LHON c¢elija Sto

ukazuje na aktivaciju unutrasnjeg puta apoptoze, koji se pokre¢e u mitohondrijama (106).

Apoptotska Celijska smrt LHON ¢elija uzgajanih u medijumu sa galaktozom je nezavisna od kaspaza

i posredovana je faktorom indukcije apoptoze (Apoptosis Inducing Factor - AIF) i endonukleazom

G (74). lako je utvrdeno da se degeneracija RGC u LHON-u odvija apoptotskim putem, veza izmedu

naruSene funkcije kompleksa I i apoptoze nije u potpunostno razjasnjena, i smatra se da dodatni
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faktor, poveéana proizvodnja ROS i oksidativni stres, imaju klju¢nu ulogu u degeneraciji optickog

nerva.

Kompleks I je glavni izvor superoksidnog anjona i poremecaj njegove funkcije je povezan sa
povedanom proizvodnjom Oz * i sa disbalanasom redoks statusa celije. Moguénost da LHON
mutacije uti¢u na interakciju kompleksa I sa CoQ govori u prilog uloge oksidativnog stresa u
patogenom mehanizmu posto delimi¢no redukovani molekuli CoQ mogu biti joS jedan potencijalni
izvor reaktivnih kiseonic¢nih jedinjenja (ROS)(40).

Mitohondrije iz Celija slicnih RGC pokazuju koli¢inski manji sadrzaj kompleksa respiratornog
transportnog lanca i manji sadrzaj MnSOD u odnosu na mitohondrije mozga, Sto ukazuje na to da
su ganglijske Ccelije mreZnjace veoma osetljive i na blage promene u ravnotezi
proizvodnja/uklanjanje ROS-a (39).

Studija sprovedena na pacovima je pokazala da su mitohondrije kod jedinki Zenskog pola manje
sklone oksidativnom stresu u odnosu na muske, zahvaljuju¢i vecoj ekspresiji antioksidativnih
enzima koji mogu biti modulisani estrogenima (107). Ovi rezultati mogu predstavljati efikasnu
vezu izmedu oksidativnog stresa i predilekcije LHON-a za muski pol.

Patogeni mehanizam LHON-a je rezultat sloZzene kombinacije nedostatka proizvodnje energije,
oksidativnog stresa i apoptoze.

Mononuklearne ¢eliije periferne krvi (MNCPK) mogu da obezbede uvid u mitohondrijske
mehanizme humanih patogenih stanja i da omoguce prikupljanje bioenergetskih informacija. Ovaj
pristup je znacajno manje invazivan nego uobicajene miSi¢ne biopsije ili koZni graftovi (108). U
skorije vreme je postalo jasno da veliki broj razlicitih patologija koje su prezentovane simptomima
predominantno na jednom organu, npr.mozgu ili retinalnim ganglijskim ¢elijam, takode moduliraju
mitohondrijalnu energetiku u ¢elijama periferne krvi, kao $to su MNCPK ili trombociti. Najveéi deo
MNCPK ¢ine limfociti, dok monociti ¢ine najmanji deo. U studijama je pokazano da razlike u
metabolickim procesima limfocita, monocita i trombocita indikuju da se svaki od njih moze koristiti
kao sensor metabolickog i inflamatornog stresa u razli¢itim patologijama (109). Zbog toga je
upotreba limfocita za merenje funkcije mitohondrija kod LHON pacijenata sve viSe u upotrebi.

1.4.7 LHON plus

Retko se, pored okularnih manifestacija, uz Leberovu hereditarnu opticku neuropatiju mogu javiti
pridruZeni i sistemski poremecaji i ova povezanost se zove LHON plus (110).

LHON, bilo se 3 primarne mtDNK mutacije, ali ¢eSce sa retkim mutacijama mtDNK koje takode uticu
na mtDNK gene koji kodiraju subjedinice kompleksa I, moZe da se prezentuje spektrom klinic¢kih
manifestacija poc€ev od opticke atrofije sa distonijom i bilateralnim lezijama bazalnih ganglija koje
lice na Leigh sindrom do MELAS sindroma (111). LeberPlus fenotip koji ukljucuje sistemske
abnormalnosti kao $to je spasti¢na distonija i encefalopatija kao dodatak optickoj atrofiji su bili
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opisani kod nekih familija sa primarnim mtDNK mutacijama (112). Druge mutacije su takode
povezivane sa LHONPlus fenotipom i to mtDNK 14596, mtDNK14459, i mtDNK 4160 (113).

Publikovani su slucajevi sa povezanosti sa cerebelarnaom atrofijom, mioklonusom, mijelopatijom
i perifernom neuropatijom (38). Najzagonetnija i najkontroverznija je asocijacija sa multiplom
sklerozom za koju se jo$ uvek istrazuje da li je u pitanju samo slu¢ajnost bazirano na prevalenci
oba poremecaja ili se deSava da je jedna bolest okidac za nastanak druge (114). Verovatno je da
jedno oboljenje utice na prirodni tok drugog oboljenja , i ovaj identitet takode poznat kao
Hardingova bolest (“Harding disease” ) (115), zahteva dalje istraZivanje.

1.4.8 Sekundarne opticke neuropatije i diferencijalna diagnoza

Veéina metabolickih, toksic¢kih i naslednih opti¢kih neuropatija su posledica mitohondrijalne
disfunkcije. Prezentuju se slicnim simptomima: bezbolnim centralnim ili centrocekalnim
skotomom, padom vidne oStrine i dishromatopsijom. Promene su uglavnom bilateralne ili
unilateralne sa sekvencionalnim zahvatanjem drugog oka. Pocetak moZe da bude nagao ili
postepen u zavisnosti od etiologije, a vidni ishod varira od kompletnog oporavka do potpunog
slepila. OCT uglavnom pokazuje istanjenje ili bledilo temporalnog dela PNO i odgovara stepenu
oStecenja optickog nerva naroCito kod produZenog trajanja bolesti. Od naslednih optickih
neuropatija diferencijalno dijagnostic¢ki dolaze u obzir Autozomno dominantna opticka atrofija
(ADOA), Behrov sindrom (116), Wolframov sindrom (koji se od skora ne smatra mitohondrijskom
boleScu(116)). Klinicki, ADOA se razlikuje od LHON po veoma ranom pocetku, gotovo uvek pre
desete godine Zivota, varijabilnom toku bolesti koji se uglavnom karakterise znacajnom stabilno$¢u
tokom decenija i postepenom progresijom koja se ponekad desava u koracima (117). U krajnjem
stadijumu ADOA se klinicki ne razlikuje od LHON-a, kod obe bolesti opticki nerv pokazuje odsustvo
inflamatorne reakcije, gubitak i demijelinizaciju aksona pri ¢emu su najranjivija najmanja vlakna
papilo-makularnog snopa (118).

Toksi¢no dejstvo pojedinih lekova (npr. Amjodaron) kao i deficit kobalamina (vitamin B12),
tiamina (vitamin B1), folata i bakra su povezani sa optickom atrofijom (119). U razvijenom svetu
deficit vitamina B12, tiamina i bakra nastaje uglavnom zbog loSe ishrane, alkoholizma i dugotrajne
upotrebe metotreksata (120).

Sa izuzetkom neuropatije zbog nedostatka bakra, ostale neuropatije imaju odlican oporavak uz
uslov brze odgovarajuce suplementacije.

eMnoge druge bolesti kao Sto su glaukom (narolito normotenzivni), multipla skleroza i
neuromijelitis, neki infiltrativni inflamatorni ili maligni procesi kao Sto su sarkoidoza,
limfoproliferativni poremecaji, meningeom ovojnice optickog nerva i gliom optickog nerva, kao i
mnogobrojni infektivni agensi kao Sto je Lajmska bolest, sifilis i tuberkuloza i neke tumorske
kompresivne lezije moraju da se iskljuce tokom dijagnostickog procesa LHON-a.
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1.4.9 Terapijski pristupi leCenju LHON-a

Trenutno ne postoji terapija za LHON, jedini dostupni terapijski rezimi su idebenon (antioksidans)
i genska terapija. Definitivni lek za ovu i druge mitohondrijske bolesti ¢e verovatno biti genska
terapija.

1.4.9.1 Idebenon

Trenutno je idebenon, benzohinon kratkog lanca, jedini tretman vidne disfunkcije kod obolelih od
LHON-a koji je specifican za bolest.

Mehanizam delovanja idebenona ukljucuje njegova antioksidativna svojstva i sposobnost da deluje
kao mitohondrijski nosac elektrona. Idebenon zaobilazi nedostatke kompleks I mitohondrijskog
respiratornog lanca kod pacijenata sa LHON, direktnim prenosom elektrona do mitohondrijalnog
kompleksa III (zaobilaze¢i kompleks I), ¢ime se obnavlja proizvodnja celijske energije (ATP) i
ponovno aktiviraju neaktivne, ali vijabilne RGC-a, Sto na kraju sprecava dalji gubitak vida i podstice
oporavak vidne funkcije (121). Trenutni vodici za upotrebu idebenona definiSu da tokom prvih
godinu dana od pocetka bolesti Idebenon treba da se koristi 3x300g na dan tokom perioda od
minimum godinu dana (80). Efikasnost idebenona ukoliko se primenjuje u akutnoj fazi bolesti je
dokazana nizom Kklinic¢kih studija (121), (122), (123), (124), a trenutno je u toku cetvrta faza
eksterno kontrolisane otvorene intervecione studije za primenu Idebenona i u hroni¢nim fazama
bolesti-LEROS studija (ARVO meeting abstracta, ARVO 2022, Denver).

1.4.9.2 Genska terapija kod LHON-a

Oko je jedna od retkih imuno-privilegovanih sredina u telu i stoga je idealna za lokalizovanu gensku
terapiju. Izrazita prednost nesindromskog LHON-a je u tome S$to je pogoden samo RGC sloj
mreznjace koji je najpovrsnije i kome se moZe pristupiti minimalno invazivnim tehnikama za
dopremanje genske terapije, kao Sto je intravitrealna injekcija. Jo$ jedna prednost je Sto dostupnost
dva oka teoretski omogucava dizajniranje klinickog ispitivanja tako da se tretira samo jedna
mreZnjaca i potom uporedi ekikasnost terapije sa kontrolnom kontralateralnom, netretiranom
retinom. Trec¢a vaZna prednost da se ostrina vida, vidno polje, kao i debljina mreZnjace mogu
kvantitativno izmeriti, ¢ime se obezbeduje precizna metrika za procenu stanja na pocetku lecenja
kao i procena varijacije tokom pracenja kako bi se potvrdila efikasnost tretmana

Tri velike studije RESCUE, REVERSE i REFLECT su procenjivale efikasnost intravitrealne injekcije
rAAV2/2-ND4 genske teraije i pokazale znacajno poboljsanje vidne funkcije kod pacijenata sa
11778 mutacijom i na tretiranom oku, ali i na netretiranom i ovaj efekat se zadrZzao tokom tri
godine (125-127). Ova terapija jos$ nije registrovana za klinicku primenu.

1.4.10 Dijagnostic¢ki proces kod LHON-a

Akutna faza LHON-a je fenotipski slicna drugim optickim neuropatijama. Klinicki, glavna razlika u
ovoj fazi je odsustvo curenja na fluoresceinskoj angiografiji, iako su opisani i slucajevi curenja kod

pacijenata sa LHON-om (128-131), kao i odsustvo poboljSanja na primenjenu kortikosteroidnu
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terapiju, mada i u izvesnom broju neuromijelitisa takode ne dolazi do poboljSanja. U hroni¢noj fazi,
sve opticke atrofije izgledaju slicno sa bledim optickim diskovima i gotovo je nemoguce utvrditi
tacan uzrok opticke neuropatije samo na osnovu klinickog izgleda. Tobako alkoholna neuropatija,
kao i deficit vitamina B12, su klinicke fenokopije LHON-a i klini¢ki je nemoguce ih razlikovati, zato
se neretko ispostavi da je neSto Sto je smatrano alkoholno-nikotinskom neuropatijom zapravo
LHON (132). Zato je neophodno da se sprovede detaljno klini¢ko ispitivanje, kako oftalmolosko,
tako i sistemsko (ukljucujuéi pregled neurologa i NMR mozga i kicmene moZzdine) da bi se iskljucili
moguci kompresivni, demijelinizirajuc¢i, inflamatorni, infektivni, infiltrativni i toksi¢ni uzroci
pojave opticke atrofije, kako u akutnoj tako i u hroni¢noj fazi bolesti.

Proces genetskog testiranja je krucijalan za postavljeanje dijagnoze. Obi¢no, prvo se traze tri
najcesce mutacije pomoc¢u MLPA (engl. multiplex lingand-dependent probe amlipication), Sanger
sekvenciranja ili neke druge PCR metode kojom se ciljano traZe mutacije na odredenim lokusima.
U slucaju negativnog rezultata, radi se sekvencirarnje celog mitohondrijskog genoma u potrazi za
retkim/novim patogenim varijantama ili varijantama nepoznatog znacaja. Ukoliko se identifikuju
nove, nepublikovane, promene u mtDNK i one se klasifikuju kao varijante nepoznatog znacaja, VUS
(engl. variants of unknown significance) cija se patogenost mora potvrditi serijom testova
mitohondrijske funkcije. Ukoliko se ne identifikuju promene u mitohondrijalnoj DNK, neophodno
je da uradi sekvenciranje celog egzoma, a u pojedinim slucajevima i celokupnog genoma u potrazi
za novim mutacijama ili ¢ak genima povezanima sa optickom atrofijom. Medutim, ¢ak i uz detaljno
klinicko i genetsko ispitivanje, mnogi slucajevi optickih atrofija ostaju nerazjasnjeni. Ovi slucajevi
predstavljaju klinicki i dijagnosticki izazov.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu hipotezu da pored potvrdenih i poznatih mutacija postoje i druge promene u
mtDNK koje mogu da daju Kklinicku sliku LHON-a koja se funkcionalno ne razlikuje od
klinicke slike kod pacijenata sa tipicnim LHON mutacijama, u okviru ove doktorske

disertacije postavljeni su slededi ciljevi:

e Utvrditi zastupljenost poznatih i novootkrivenih promena u mtDNK u populaciji
pacijenata sa klinickom slikom LHON-a.

e Ispitati tok bolesti, Kklinicke i elektrofizioloske Kkarakteristike kod ve¢
dijagnostikovanih slucajeva LHON-a i uporediti sa karakteristikama pacijenata sa
atipi¢nim promenama u mtDNK.

e Ispitati strukturne promene u retini i endotelu roZnjace kod pacijenata sa LHON-om.

48



3 MATERIJAL I METODE

[straZivanje je obuhvatilo sve novodijagnostikovane pacijente sa optickom neuropatijom (sumnja
na LHON) na O¢noj Kklinici, Univerzitetskog medicinskog centra Ljubljana u periodu od 1.januara
2017. do 1.juna 2021. U studiju su ukljuceni svi pacijenti sa bilateralnim akutnim ili subakutnim
padom vida koji je pra¢en promenama na vidnom zivcu ili bez njih, zatim unilateralnim akutnim ili
subakutnim padom vida pra¢enim promenama na vidnom Zivcu kao i svi pacijenti sa bilateralnom
optickom atrofijom bez nekog drugog potvrdenog uzroka.

Retrospektivno su u studiju ukljuceni i svi prethodno dijagnostikovani slucajevi LHON-a u
populaciji Slovenije od 1.januara 2000-1.januara 2017, kod kojih je za potrebe ovog istrazivanja
ponovo uradeno sekvenciranje i kompletan klinicki pregled.

Kriterijumi za iskljucivanje iz studije: Utvrdivanje alternativnog uzroka pada vida
(inflamatorne, nutritivne i toksicne opticke neuropatije, virusne bolesti, sarkoidoza, ADEM, kao i
druge oftalmoloSke bolesti koje rezultuju slicnim promenama na vidnom Zivcu).

Kao kontrolna grupa za razlicita ispitivanja kori$¢eni su zdravi pojedinici normalne vidne funkcije
bez znakova mitohondrijskih bolesti kao i bez prisutnih slepih ili slabovidih osoba u porodici.

Svim pacijentima je uradena magnetna rezonanca, kompletna krvna slika i biohemija, oGF (CKD-
EPI), s-HEP-2 test, antinuklearna antitela (ANA), anticitoplazmatska antitela (AMA), s-aCL (anti
kardiolipinska antitela), antitela protiv citoplazmatskog antigena neutrofila s-ANCA, antitela protiv
borelije i treponeme pallidum, antitela na akvaporin 4 (Aq4) i anti MOG antitela, kao i pregled
neurologa.

Kod svih pacijenata koji ispunjavaju kriterijume najpre je uradeno genetsko testiranje za tri tipicne
LHON mutacije (m.3460G>A, m.11778G>A, m.14484T>C). Kod negativnih pacijenata je uradeno
sekvenciranje sledeCe generacije (eng. next generation sequencing, NGS) celokupne mtDNK u
potrazi za atipi¢nim mutacijama. Kod pacijenata koji su bili negativni na NGS mtDNK uradeno je
sekvencioniranje celokupnog egzoma sa dodatnim orijentacijskim sekvencioniranjem mtDNK, dok
je kod 8 pacijenata uradeno i sekvenciranje celog genoma.

3.1 Genetska analiza
3.1.1 Multipla ligand-zavisna amplifikacija (Multiplex ligand-dependent probe
amplification MLPA)

MLPA je uradena prema standardnom protokolu opisanom ranije (133). Ukratko, MLPA je
multiplicirani PCR esej koji koristi do molekularnih sekvenci za razli¢ite DNK sekvence. Svaka
molekularna sekvenca se sastoji iz 2 polusekvence (5’ i 3’ polusekvence), koje se sastoje od
sekvenci specificnih za metu Sto dozvoljava istovremenu v iSestruku PCR amplifikaciju na svim
molekularnim sekvencama. MLPA reakcija moze da se podeli u 5 koraka: 1. Denaturacija DNK i
hibridizacija molekularnih sekvenci 2. Reakcija ligacije 3. PCR amplifikacija 4. Odvajanje produkata
amplifikacije elektroforezom 5. Analiza podataka. U prvom koraku dolazi do denaturacije DNK i
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ona se meSa sa meSavinom MLPA molekularnih sekvenci. Dve polusekvence prepoynaju
kontinuirane sekvence specificne za metu i tek ako postoji savrSeno poklapanje bez ijedne
praznine, posle hibridizacije, dolazi do ligacije i amplifikacije. PCR amplifikacija se radi koriS¢enjem
para PCR prajmera od kojih je jedan fluorescentno obeleZen. Samo vezani produkti ¢e biti pojasani
PCR-om i na taj nacin je broj produkata ligacije zapravo mera broja ciljnih sekvenci u uzorku. PCR
produkti se dalje raydvajaju kapilarnom elektroforezom i meri se jacina fluorescence, odredujuci
na taj nacin koli¢inu PCR produkata. Poredenjem sa kontrolnim uzorcima odreduje se relativna
kolicina ciljanih DNK sekvenci u DNK uzorku.

3.1.2 Sekvenciranje mitohondrijske DNK

[straZivanje mitohondrijalnog genoma obavljeno je primenom metodologije sekvenciranja nove
generacije na uzorku DNK. Ulaz celokupnog mitohondrijalnog genoma je pojac¢an PCR reakcijom u
dva preklapaju¢a segmenta, a priprema sekvencionalne biblioteke nove generacije je izvrSena
koriS¢enjem Illumina Nexter XT protokola. Sekvenciranje uzoraka je obavljeno na Illumina MiSeq
uredaju u setu uzoraka po dvosmernom protokolu sekvenciranja u 2x150 ciklusa. Nakon
uklanjanja duplikata sekvenci, izvrSili smo citanje referentnog mitondrijalnog genoma hg19 (u
sklopu UCSC) koristeci algoritam BWA 0.6.3. U slede¢em koraku, ocitavanja su bila bliZe uskladena
sa identifikovanim i ranije poznatim kratkim polimorfizmima umetanja-brisanja (insertion-
deletion)pomocu GATKv2.8 IndelRealigner kompjuterskog programa; UnifiedGenotiper GATKv2.8
je koris¢en za odredivanje varijanti nukleotida, gde su razmatrane samo varijante u oblastima sa
pokrivenoScu preko 5x i pouzdano$¢u oznacavanja iznad 30,0. Analiza identifikovanih varijanti u
mitohondrijskom genomu izvrsena je koriS¢enjem MITOMASTER kompjuterskog programa (sa
Cambrian rCRS referencom) i MitoSeek-a. Za bioinformati¢ku analizu koriS¢ena je prilagodena
analitiCka putanja Mendelian Genomics Centra, verzija 0.5. Sekvenciranje uzorka DNK je rezultiralo
87x medijanom pokrivenosti ciljanih regiona i pokrilo je preko 99,9% ciljnih regiona sa najmanje
10x dubinom sekvenciranja.

U svim slucajevima, mitohondrijalne varijante su otkrivene mapiranjem ocitavanja izvan klinicke
mete u mitohondrijsku sekvencu. Samo podaci o egzomskom sekvenciranju koris¢eni su bez daljeg
ciljanog poboljSanja ili obogadivanja ocitavanja mtDNK. Mitohondrijalne sekvence su
rekonstruisane na osnovu ocitavanja izvan klinicke mete koja su bila uskladena sa hgl9
mitohondrijskom referencom. U pocetku su otkrivene mitohondrijalne varijante zajedno sa drugim
egzomskim varijantama, nakon cega je usledila rekonstrukcija mitohondrijalne sekvence pacijenta
koriS¢enjem GATK FastAlternateReferenceMaker (Brzi menjajuc¢i stvaralac referenci). Ova
rekonstruisana mitohondrijalna sekvenca u FASTA formatu je konvertovana u KembridZ rCRS
sekvencu koriS¢enjem MITOMASTER alata. Varijante su obeleZene podacima iz projekta MITOMAP,
koji je utvrdeni izvor informacija o mitohondrijalnim varijantama, kako onima pronadenim u
opstoj populaciji, tako i onima koje su ranije prijavljene u vezi sa ljudskim bolestima (134). Rutinski
smo filtrirali varijante koje se javljaju sa ucestalo$¢u iznad 1% u slovenackoj bazi podataka o
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populaciji, koja je kreirana na osnovu podataka pacijenata i ¢lanova porodice, kao i one primecene
saucestaloS¢uiznad 1% u GenBank mtDNK (izvor MITOMAP, http://www.mitomap.org/). Pri tome
nismo razmatrali mitohondrijalne varijante koje su bile pokrivene sa manje od 10 citanja. Stopa
heteroplazmije je procenjena kao odnos broja referentnih i alternativnih ocitavanja.

3.1.3 Sekvenciranje egzoma

Egzomsko sekvenciranje je izvedeno hvatanjem ciljne regije koriS¢enjem Illumina Nexter Coding
Exome, obuhvataju¢i 37 Mb sekvenci koje kodiraju egzon (214,405 kodiranja prema RefSek
genskim modelima). Sekvenciranje je obavljeno na [llumina [llumina Myseq or NextSeq 550 prateci
protokol dvosmernog sekvenciranja. Podaci sekvencioniranja su obradeni koriS¢enjem sopstvenog
analitickog algoritma zasnovanog na bwa-GATK algoritmu. Ukratko, nakon uredivanja referentne
humanje kompozicije za ¢itanje hg19 pomocu Burrovs-Wheeler Editor-a (BWA), duplikati sekvenci
su uklonjeni koriS¢enjem Picard MarkDuplicates, nakon cega je usledila ponovna kalibracija
osnovnog kvaliteta, detekcija varijanti, ponovna kalibracija procene varijanti i filtriranje varijanti
pomocu elemenata GATK softvera(135).

3.1.4 Analiza verzija

Verzije su sacuvane i oznacene koriSéenjem vtools-a i softvera ANNOVAR (136,137). Refseq genski
modeli su koriSéeni za pozicioniranje varijantnih transkripata, a napomene iz dbSNP v138 su
koriS¢ene za oznacavanje SNP-ova. Koristili smo internu procenu ucestalosti verzije zasnovanu na
viSe od 3000 prikupljenih slovenackih egzoma. Podaci o ucestalosti verzija u globalnoj populaciji
zasnovani su na podacima iz projekta GnomAD (gnomad.broadinstitute.com). Unapred izracunata
predvidanja patogenosti u bazi podataka dbNSFP v2 koriS¢ena su za procenu patogenosti za
'missense’ varijante (138). Pored toga, koristili smo SNPeff prediktore da bismo dalje anotirali
efekat verzije (139). Evolucioni nivoi ocCuvanosti regiona u kojem je lokalizovana varijanta
zasnovani su na rezultatima GERP ++ procene (RS) (140). Takode smo Kkoristili ClinVar kao izvor
poznatih varijanti povezanih sa ljudskim bolestima (134).

3.1.5 Strategija filtriranja verzija

Varijante su filtrirane prema autozomno dominantnom, autosomno recesivnom i X-vezanom
modelu nasledivanja. Filtrirali smo varijante prisutne u populaciji iznad 0,01% za dominantni
model nasledivanja i varijante koje prelaze 0,1% za autozomno recesivni i X-vezani model.
Varijante koje su preostale nakon Sto su ovi filteri primenjeni skenirani su na poravnatom nivou
Citanja da bi se izbeglo lazno otkrivanje zbog nepravilnog uklapanja ili male dubine pokrivenosti.

Ocena patogenosti nadenih varijanti je temeljena na smernicama udruzenja ACMG (26), koja
razvrstava varijante u sledece grupe: grupa 1 - benigne varijante, grupa 2 - verovatno benigne
varijante, grupa 3 - varijante sa nejasnim znac¢enjem (VUS), grupa 4 - verovatno patogene varijante,
grupa 5 - patogene varijante.
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Kod 11 pacijenata uradena je i dodatna genetska analiza uzorka dobijenog bukalnim brisom
koriStenjem panela Blueprint genetic.

Pacijenti su na osnovu rezultata genetskog ispitivanja podeljeni u III osnovne grupe:
Grupa I Pacijenti sa potvrdenim tipi¢nim i atipi¢cnim LHON mutacijama
Grupa II Pacijenti sa nepotvrdenim mutacijama u mitohondrijskom genomu

Grupa Il Pacijenti sa optickom atrofijom i LHON-like fenotipom bez promena u u mitohondrijskom
genomu.

3.2  Klinicka ispitivanja

3.2.1 Elektrofizioloska ispitivanja

Vidni evocirani potencijali (VEP) su mera elektricnog signala generisanog u vidnom korteksu kao
odgovor na vidne stimuluse. Vidni korteks je primarno aktiviran centralnim vidnim polje, a najveci
deo vidnog korteksa pripada upravo vlaknima iz Zute mrlje. VEP zavisi od integriteta vidnih puteva
pocev od oka, preko optickog nerva, opticke hijazme, optickog trakta, radijacije i korteksa.
Standardni protokoli Medunarodnog Drustva za Klinicku Elektrofiziologiju (ISCEV) procenjuju
stanje prednjih vidnih puteva-od oka do opticke hijazme).

Kontrolnu grupu za elektrofizioloSka ispitivanja ¢ine rezultati 40 zdravih pojedinaca koji su
snimljeni na istoj masini i po istom protokolu kao i pacijenti sa identifikovanim mutacijama. Svi
elektrofizioloSki testovi su snimljeni po ISCEV protokolima (141-143).

3.2.1.1 Elektroretinogram i vizuelni evocirani potencijali

Pattern elektroretinogram (PERG) velikog polja i vizuelni evocirani potencijali su snimani
simultano na oba oka prema standardima Interancionalnog udruZenja klinicke elektrofiziologije
vida (International Society of Clinical Electrophysiology of Vision-ISCEV) (27). Elektroda koja je
koristena za snimanje je HK-petlja pozicionirana u fornix donjeg kapka (28). Referentna elektroda
od srebro-hlorida je pozicionirana na ipsilateralni temporalni deo lica, dok je elektroda za
uzemljenje pozicionirana na celo. PERG i VEP ¢e biti snimani na aparatu ESPION (Espion visual
testing system, Diagnosys LLC, Littleton, MA, USA). Stimulus je prezentovan na ekranu 21.6° X
27.8° a 50° patern Sahovske table sa 99% kontrasta i menja se 1.8 puta u sekundi. Zenice nisu
Sirene za snimanje, a dobijeni rezultati su predstavljeni kao srediSnju vrednost 100 odgovora.

Skotopicni ERG odgovori (odgovor Stapi¢a, maksimalni odgovor i oscilatorni potencijali) su
snimljeni nakon 20-to minutne adaptacije na tamu, a fotopi¢ni odgovori (odgovor Stapica i fliker
30-Hz) nakon 10 minuta adaptacije na osvetljenje pozadine (22 cd/m?). Intenzitet standardnog
flesa (maksimalni odgovor, oscilatorni potencijali, odgovor ¢epica i fliker 30-Hz) je bio 2.4 cd s/m?,
a intenzitet atenuisanog “dark-adapted” fleSa (odgovor cepica) je 0.03 cd s/m2 VEP P100
amplituda =5.5 um, VEP P100 latenca <110 ms, PERG P50 amplituda 23.0 pm, PERG N95 amplitude
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24.3 um i N95/P50 odnos >1 smatrani su normalnim vrednostima prema normativima nase
laboratorije (Ocesna Klinika, UKC Ljubljana).

3.2.1.2 PhNR i izdvajanje oscilatornih potencijala

Medu svim ERG odgovorima u punom polju, samo su ERG 3 prilagodeni tami (DA 3 ERG) i ERG 3
prilagodeni svetlosti (LA 3 ERG) iz desnog oka uzeti u analizu. Komponente ERG-a su analizirane
detekcijom najviSe/najniZe (peak/trough) vrednosti. Amplituda a-talasa je definisana kao razlika
u uV izmedu osnovne i minimalne vrednosti nakon pocetka stimulusa. Amplituda b-talasa je razlika
u pV izmedu najniZe vrednosti a-talasa i vrha b-talasa. Fotopic¢ni negativni odgovor (PhNR) je
razlika izmedu osnovne linije i kasne negativne komponente nakon i-talasa (Slika 1B). Vremena
maksimuma (vrha) su odgovarala intervalima, u mikrosekundama (ms), izmedu pocetka stimulusa
i vrhova a-talasa, b-talasa i PhNR-a.

[zolovani OP-i su dobijeni iz originalnih ERG signala koriS¢enjem samonapisanih Matlab® rutina
(The Mathvorks Inc., Natick, Massachusetts, Sjedinjene Drzave) i Excel tabela (Microsoft Office
2010, ©Microsoft Corporation, Redmond, VA, USA). Pojasni filteri na niskih grani¢nim
frekvencijama od 50, 75 i 100 Hz su primenjeni na osnovu spektralne distribucije signala. OP-i su
zatim analizirani u vremenskom domenu detekcijom pik/najniZe vrednosti.

3.2.2 OCT spektralnog domena SD-OCT (Spectral Domain-Optical Coherence Tomography)

SD-OCT segmentacija je uradena za svakog pacijenta na aparatu Spectralis HRA (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Germany). Snimanja su se sastojala iz gustih 30x25-stupinjskih skenova
centriranih na foveu i od 61-og horizontalnog B skena (120-mm intersken distanca) sa 16
automatskih (AutomaticReal-time Tracking -ART) frejmova svaki. Drugi sken je uraden za
nasumicno odabranu grupu pacijenata da bi se potvrdila ponovljivost snimanja, bez postavljanja
prvog skena kao reference radi garancije nazavisnosti medu dva merenja. Automatska
segmentacija je uradena pomocu ugradenog softvera Eye Explorer (version 1.9.10.0, Heidelberg
Engineering). Algoritam automatske segmentacije je obezbedio kontinuiranu sliku s leva na desno
napravljenu od slika dobijenih za svaki sloj retine. Upotrebljena su imena slojeva iz International
Nomenclature for Optical Coherence Tomography (IN_OCT) konsenzusa (29). Softver je automatski
obezbedio ETDRS (eng.Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) mapu (8 polja i centar)
debljine retine za sledece slojeve: sloj nervnih vlakana retine (RNFL), sloj ganglijskih celija (GCL),
unutra$nji pleksiformni sloj (IPL), unutrasnji nuklearni sloj (INL), spoljasnji pleksiformni sloj
(OPL), spoljasnji nuklearni sloj (ONL) i retinalni pigmentni epitel (RPE). Po zavrSetku automatske
segmentacije, svaki snimak je proveren, B-sken po B-sken da bi se identifikovali artefakti u
segmentaciji ETDRS regija. Ukoliko postoji artefakt u 2 konsekutivna B-skena oko je biti isklju¢eno
iz analize. Neadekvatno definisani slojevi su manuelno popravljeni. Debljina retinalnih slojeva je
merena u osam ETDRS kvadrata i centru. Dalje su formirana tri prstena, od foveola: ETDRS centar,
srednji prsten (prosecna vrednost debljine retine u svim kvadrantima oko ETDRS centra) i
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spoljaSnji prsten (prosec¢na vrednost debljine retine u svim kvadrantima oko srednjeg ETDRS
prstena). Podaci dobijeni segmentacijom su poredeni izmedu dve grupe pacijenata (Grupa [ i III) i
sa normativima segmentacije za istu masinu dobijeni analizom podataka 200 zdravih osoba koji su
dobijeni koriStenjem iste masSine i iste metodologije. (30).

3.2.3 Spekularna mikroskopija

Kod potvrdenih LHON pacijenata i pacijenata sa otkrivenim atipi¢nim mutacijama uradena je
spekularna mikroskopija za evaluaciju promena na roznjaci (broj, oblik i veli¢ina endotelnih ¢elija)
u odnosu na populaciju (spekularni mikroskop Tomey, L-count metoda). Dobijene vrednosti su
uporedene sa normativima za populaciju za gore navedenu masinu.

3.3 Ispitivanje mitohondrijske funkcije

Mononuklearne éelije periferne krvi (MNCPK) 11 pacijenata i kontrola koje odgovaraju po polu i
uzrastu su sakupljene iz 24 ml heparinizovanih uzoraka pune krvi.

Nakon inicijalnog centrifugiranja pune krvi, izdvajanje MNCPK je uradeno po standardnom
protokolu centrifugiranjem na gustinskom gradijentu.

MNCPK su sakupljene, isprane u puferovanom fizioloskom rastvoru (PBS), izbrojane, zamrznute u
odgovaraju¢em medijumu (70%RPMI (Carpricorn Scientific GmbH) 20% FBS (Carpricorn
Scientific GmbH) i 10% DMSO) i ¢uvane u te¢nom azotu 7-10 dana do koriS¢enja za analize funkcije
mitohondrija.

Nakon odmrzavanja, ¢elije su resuspendovane u medijumu RPMI 1640 prebrojane, ostavljene 2
sata da se odmore i oporave, a zatim koriS¢ene za respirometriju ili analizu protoc¢ne citometrije
uparenih uzoraka (pacijent i njegova [po polu i starosti] odgovarajuca zdrava kontrola).

3.3.1 Respirometrijska analiza MNCPK

Mitohondrijska respiratorna funkcija MNCPK je merena respirometrijom visoke rezolucije
(Oroboros Oxigraph-2k, Oroboros Instruments, Insbruk, Austrija). Nakon izolacije, MNCPK su
resuspendovane u mitohondrijskom respiratornom medijumu MiR05 (EGTA 0,5 mM, MgClz x 6H20
3 mM, laktobionska kiselina 60 mM, taurin 20 mM, KH2P0O4 10 mM, HEPES 20 mM, D-saharoza 110
mM, BSA 1 g/], pH 7.1),isva merenja su uradena u istom medijumu. Optimalni broj ¢elija po komori
i koncentracija digitonina (8 pg/106 celija) su optimizovani pre eksperimenata u skladu sa
protokolom. Merenja su izvrSena po protokolu titracije dekuplujucih agenasa, inhibitora i supstrata
(engl. substrate-uncoupler-inhibitor titration protocol - SUIT) i mitohondrijalna respiracija je
izraZena kao protok Oz po celijama [pmol/(sx10¢ Celija)], i to prvo u intaktnim Celijama (stanje
oznaceno kao ROUTINE). Zatim je merenje izvrSeno nakon permeabilizacije digitoninom
(deterdZent za permeabilizaciju Celijske membrane), i sledstvenog dodavanja supstrata kompleksa
[ (piruvata (5 mM), malata (2 mM) i glutamata (10 mM)), u odsustvu supstrata oksitativne
fosforilacije (ADP), kada ATP sintaza nije aktivna (LEAK). Kapacitet NADH-zavisne oksidativne
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fosforilacije je odreden u uslovima dodavanja supstrata za sintezu ATP (ADP (2,5 mM)) ii koenzima
ATP sintaze (MgCl (1,5 mM)) (OXPHOS CI), dok je kapacitet NADH i sukcinat-zavisne oksidativne
fosforilacije odreden dodavanjem supstrata za kompleks II (sukcinat (10 mM)) (OXPHOS CI+CII).
U uslovima dodavanja specificnog inhibitora kompleksa I (rotenon (0,5 uM)) odreden je kapacitet
sukcinat-zavisne oksidativne fosforilacije (OXPHOS CII); dok je dodavanjem specifi¢nog inhibitora
kompleksa III (antimicin A (2,5 uM)) izmerena rezidualna potrosnja kiseonika (residual oxygen
consumption ROX). Dodavanjem vestackog donora elektrona za kompleks IV (TMPD (0,5 mM))
uz dodatak askorbata da bi se sprecila njegova autooksidacija (2 mM) izmerena je aktivnosti
komplesa IV (CIV); koja je zatim blokirana dodavanjem inhibitora kompleksa IV (natrijum-azid
(0,1 mM)). Sve stope disanja su korigovane za ROX. Svi reagensi za respirometriju visoke rezolucije
kupljeni su od Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Nemacka).

3.3.2 Odredivanje membranskog potencijala mitohondrija i produkcije ROS

MNCPK periferne krvi pacijenata i odgovaraju¢ih kontrola su zasejani (rasporedeni) u ploce za
kultivaciju sa 24 bunarci¢a (2-4x10> ¢elija /bunarci¢u, u medijumu RPMI 1640 (Carpricorn
Scientific GmbH) sa dodatkom 10% govedeg seruma FBS (Carpricorn Scientific GmbH) i ostavljeni
da odmore tokom 1h, nakon cega je uradena analiza potencijala unutrasnje membrane
mitohondrija i produkcije superoksidnog anjona

Promena potencijala membrane mitohondrija (AW), odredivana je metodom protocne
citofluorimetrije, nakon bojenja ¢elija lipofilnom katjonskom bojom 56,6 -
tetrahloro1,1’,3,tetraetilbenzimidazilkarbocijanin jodidom (JC-1) (Thermo Fisher Scientific), koja
u uslovima ocuvanog potencijala UMM formira agregate intenzivne crveno-narandzaste
fluorescence (FL2). U uslovima promene potencijala membrane, odnosno depolarizacije
mitohondrija, boja ostaje u citoplazmi u svom monomernom obliku, pri ¢emu emituje zelenu
fluorescencu (FL1). Porast odnosa zelene fluorescence u odnosu na crvenu (porast F1/FL2),
oznacava smanjenje mitohondrijalnog potencijala, odnosno pojavu depolarizacije mitohondrija.
Rezultati su izraZeni kao odnos zelene/crvene fluorescencije (FL1/FL2), kao viSestruka promena
GeoMean FL1/FL2 u uzorku pacijenta u poredenju sa kontrolom ¢ija je vrednost uzeta za jedini¢nu.

Ukupna produkcija superoksidnog anjona odredivana je metodom protocne citofluorimetrije
nakon bojenja redoks senzitivnom bojom, dihidroetidijumom (DHE) ((Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA), koja slobodno ulazi u celiju. Nakon reakcije sa superoksidnim
anjonom, DHE stvara crveno obojeni proizvod, etidijum, koji se ugraduje u DNK. Uzorci su
pripremani prema uputstvu proizvoda¢a. MNCPK su analizirane i u kontrolnim uslovima i sa
dodatkom H202 (100 uM, 1 h)Sto odgovara uslovima oksidativnog stresa. DHE je dodavan u
Celijsku suspenziju (finalna koncentracija 20 uM) a inkubacija je trajala 30 minuta na 37 °C. Nakon
toga Celije su prebacene u odgovarajuce epruvete, centrifugirane (500 g/5min/22 °C) i oprane u 1
ml PBS. Na kraju procedure celije su resuspendovane u 500 pl PBS i analizirane na proto¢nom

citofluorimetru. Rezultati su prikazani u obliku histograma raspodele intenziteta fluorescence DHE
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(FL2), pri ¢emu je pomeraj intenziteta fluorescence udesno u odnosu na kontrolne ukazivao na
povecanje produkcije superoksidnog anjona Sto je numericki izraZeno kao intenzitet povecanja u
odnosu na vrednost izmerenu u odgovarajuc¢oj kontroli koja je uzeta za jedini¢nu. U svakom uzorku,
pacijent i njegova kontrola, analizirano je 10 000 ¢elija na proto¢nom citofluorimetru FACSCalibur
opremljenom softverom za analizu CellQuest Pro).

Ukupno je analizirano devet parova uzoraka.

3.4  STATISTICKA ANALIZA

Za obradu podataka je koriS¢en program SPSS za Windows (SPSS Inc, Chicago, IL). Rezultati
segmentacione alalize obradeni su koriStenjem programa R verzija 3.5.1. Za opis uzorka su
koriStene mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana) i mere varijabiliteta
(standardna devijacija, varijansa). Dobijene rezulatati su prikazati u vidu srednje vrednosti +/-
standardna devijacija gde je to bilo moguce. U statistickoj obradi podataka su primenjene metode
deskriptivne statistike. Za analizu razlika izmedu grupa je koriSc¢en t-test za kontinualne varijable
i X2 za kategoricke varijable. Normalnost raspodele varijabli je proverena Kolgomorov-Smirnov
testom. Varijable koje ne pokazuju normalnu raspodelu su transformisane na pogodan nacin
(dekadnim logaritmovanjem). Za morfoloske studije rezultati su dati opisno.

Pri statistickoj analizi za svakog pacijenta je odabrano desno oko osim ako nije ambliopno ili slabo
fiksirajuce (u takvim slucajevima je koriséeno levo oko). Srednja debljina slojeva retine uporedena
je koriS¢enjem Welch-ovog t-testa za nezavisne uzorke za svaki sloj mreznjace (33). FiSerov test je
kori$¢en za ispitivanje odnosa izmedu dve binarne varijable.

Da bi se povecala statisticka mo¢ poredenja razlika u debljinama pojedinih slojeva retine izmedu
LHON i nonLHON grupe, koris¢eni su podaci iz oba oka svakog pacijenta. Posto su levo i desno oko
istog pacijenta u visokoj korelaciji (r_min = 0,35, r_mak = 0,87, 'r = 0,7), podaci su analizirani
metodom meSovitih modela (32). Ova metoda je prikladna u takvim sluc¢ajevima u poredenju sa
standardnim statistickim testovima (npr. t-test, linearna regresija) koji pretpostavljaju da su
posmatranja nezavisna. Dva modela su ugradena u nase podatke za svaki sloj mreZnjace i ETDRS
polje: u prvom modelu (osnovni model) ukljuc¢en je samo nasumi¢ni deo modela (ID ucesnika). U
drugom modelu (pun model) ukljucena je dijagnosticka grupa (LHON ili nonLHON) kao fiksni
faktor i ID ucesnika kao slucajni faktor. Dva modela su uporedena koriSéenjem testa odnosa
verovatnocCe. Razlika izmedu dva modela je dokaz protiv nulte hipoteze, koja kazZe da je srednja
debljina mreZnjace ista izmedu dve grupe.

Grupna poredenja oscilatornih potencijala su izvrSena koriS¢enjem jednosmerne ili dvosmerne
ANOVA u zavisnosti od prisustva ponovljene mere unutar subjekta. Uparena poredenja su
obavljena koriS¢enjem Bonferronijeve post hoc analize. p vrednosti < 0,05 smatrane su statisticki
znacajnim.
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Bonferroni-Holm korekciona procedura je koriS¢ena za korigovanje p vrednosti zbog multiplih
poredenja.

57



4 REZULTATI

4.1  GENETSKA ANALIZA PACIJENATA SA KLINICKOM SLIKOM LHON-a

4.1.1 Rezultati genetskog testiranja pacijenata

U naSe istrazivanje ukljucena su 82 pacijenta sa optickom atrofijom ili koji je po fenotipskim
karakteristikama odgovarao LHON-u. Rezultati su prikazani u Tabela 1.

Genetskom analizom prvo su traZene tipi¢ne mutacije (MLPA), a ukoliko nisu pronadene uradeno
je testiranje celog mitohondrijskog genoma u cilju identifikacije atipi¢nih promena u
mitohondrijskoj (sekvenciranje nove generacije mtDNK) ili jedarnoj (sekvenciranje celog egzoma
ili genoma) DNK.

Uz pomo¢ MLPA identifikovano je petnaest pacijenata koji su nosioci jedne od tri najceS¢e LHON
mutacije (6 pacijenata MT-ND4:m.11778G>A, MT-ND1: m.3460G>A 8 pacijenata i 1 pacijent MT-
ND6: m14484 T >C), kao i tri velike LHON porodice (dve porodice sa 11778G>A i jedna sa
m.3460G>A tipicnom mutacijom sa ukupno 31 slabovidim (potencijalno obolelim) ¢lanom koje su
predstavljene zasebno. U toku je testiranje svih ¢lanova ovih porodica, a 10 ¢lanova je uklju¢eno u
rezultate ove disertacije (Tabela 1 i Tabela 2).

Kod preostalih pacijenata radeno je sekvenciranje nove generacije mtDNK. S tim proSirenim
testiranjem, genetski je pojaSnjen jedan pacijenta sa ranije publikovanom retkom mutacijom MT-
ND1:m.3700G>A mtDNK. Ista mutacija je potvrdena i kod njegove sestre koja je asimptomatski
nosilac.

Kod slede¢ih 6 pacijenata otkrivene su do sada nepublikovane promene u mtDNK: MT-ND5,
m.13042G>T u homoplazmatskom stanju kod dva pacijenta, MT-NDI:m.4130A>T, MT-CIB 15309
T>C obe u homoplazmatskom stanju, MT -ND4:m.11443A>C, 65% heteroplazmija, MT-
ND6:m.14598T>C, heteroplazmija 22% (Tabele 1 i 2). Prema preporukama za klasifikaciju
promena u mitohondrijskoj DNK ove varijante su klasifikovane kao varijante nepoznatog znacaja
(PM2, PM5 suportivna) (144). Ovi pacijenti su imali tipi¢cni LHON fenotip i njihov fenotipi su
prikazani zasebno. Kod ove grupe pacijenata uradeno je testiranje mitohondrijske funkcije kako bi
se potvrdila patogenost ovih novoidentifikovanih varijanti.

Nadalje, kod svih pacijenata kod kojih nisu nadene konac¢ne promene sekvenciranjem mtDNK,
uradeno je bilo i sekvenciranje klinickog i celog egzoma (CES i WES). S tim testiranjem otkrili smo
i 2 pacijenta sa nedavno otkrivenom autozomalno recesivnom DNAJC 30 152 A>G (p.Tyr51Cys)
mutacijom sa tipicnim LHON fenotipom koji ¢e takode biti prikazani odvojeno.

Kod jednog pacijenta identifikovane su prethodno publikovane patogene varijante koje odgovaraju
fenotipu dominantne opticke atrofije: OPA1: c.2635delC (p.Arg879GlufsTer3) mutacija klase 5;
(ACO2):c.2253dupC u ¢.719G>C (Ile752HisfsTer13) (klasa 5) i kod istog pacijenta verovatno
patogena 719G>C ACO2. (Gli240Ala) (klasa 3), OPA1: c.2489G>A klasa 41 VFS1: c.2480C>T de novo
mutacija klase 4. Kod deset pacijenata smo pronasli promene u egzomu nepoznatog znacaja
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(Tabela 1), a u okviru jedne porodice smo otkrili potencijalno patogenu novu mutaciju c¢.722 C>T
p.(Pro241Leu) na genu OAT koji do sada nije povezivana sa optickom atrofijom

Kod sedam pacijenata pronasli smo alternativni uzrok opticke atrofije: toksi¢ni/nutritivni kod 4
pacijenata, encefalomalacija kod jednog pacijenta, ADEM i hipoksi¢na opticka atrofija takode kod
po jednog pacijenta. Takode, kod 13 pacijenata je doslo do trajnog poboljSanja vidne ostrine ili je
bolest ostala jednostrana, pa smo ih iskljucili iz dalje analize.

Kod 20 pacijenta sa bilateralnom optickom atrofijom nismo pronasli genetske uzroke opticke
atrofije, od kojih smo kod 17 pacijenata pronasli jednu ili viSe benignih mutacija ranije objavljenih
u kombinaciji sa patoloSkom LHON mutacijom. Klinicke karakteristike ovih pacijenata su
usporedene sa klinickim karakteristikama LHON pacijenata u cilju pronalazenja klinickih
biomarkera LHON-a.
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Tabela 1. Rezultati genetske analize svih pacijenata sa atrofijom optickog nerva. 23 pacijenta sa
potvrdenom ili verovatnom LHON patoloSkom mutacijom iz ove tabele su izdvojena u Tabela 2.

STAROST  POL GENETSKO TESTIRANJE REZULTAT HAPLOGRUPA

° 126.02.1959 M CES+ orient. mtDNA MT-ND4:m.11778G>A, homoplasmy (class 5) Jlc Proband
g 2 20.3.1947. MLPA MT-ND4:m.11778G>A, homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
g 3 20.07.2001. M mtDNA MT-ND4:m.11778G>A, 92 % heteroplasmy (class 5) Proband
& 42510.1989. M MLPA MT-ND6: m14484 T>C, p.Met64Val (homoplasmy) Proband
g 5 13.11.1956. M MLPA MT-ND4:m.11778G>A, homoplasmy (class 5) Proband
i o 6 20.03.1984. 7 MLPA MT-ND4:m.11778G>A, homoplasmy (class 5) Proband
5 <Z( 7 14.12.2004. M MLPA MT-ND4:m.11778G>A, homoplasmy (class 5) Proband
% 8 8 8.12.1985. M MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Proband
o é 9 07.08.1939 7 MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
¢35 10 07.05.1962 Z MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
§ & 11 16.12.1964 7  MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
5 12 31.05.1984 7  MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
E 13 07.05.1999. M MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
g 14 15.07.1977. 7 MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak
5 15 16.10.1957 7  MLPA MT-ND1: m.3460G>A homoplasmy (class 5) Oboleli rodak

16 15.10.1998 M mtDNA MT-ND1:m.3700G>A, homoplasmy (class 5) H55 Proband

17 11.07.1991 M WES+ mtDNA DNAJC 30 152 A>G (p.Tyr51Cys) U5a Proband

18 09.10.1989. M WES+ mtDNA DNAJC 30 152 A>G (p.Tyr51Cys) J Proband

19 28.10.1959 M WES+ orient. ntDNA  OPA1: c.2635delC (p.Arg879GlufsTer3), Kib Proband

pathogenic, (class 5)
20 25.12.1981 7 CES+ orient. mtDNA (ACO2):¢c.2253dupC in ¢.719G>C H56 Proband

(lle752HisfsTer13) (class 5)
ACO2:c.719G>C (Gly240Ala) (class 3)

MUTACIE U NUKLEARNOJ
DNK

21 24.08.1998 M CES+ orient. mtDNA WFS1: ¢.2480C>T de novo, likely pathogenic, (class H6a Proband
22 06.04.1977 M CES+ orient. mtDNA OPAL1: c.2489G>A, likely pathogenic, (class 4) H3h Proband
Qu g 2313081984 M MT-ND5, m.13042G>T homoplasmy (class 3) Proband
E g g 24 04.09.1995. lv\/l MT-ND5, m.13042G>T homoplasmy (class 3) Oboleli rodak
z 2 x 25 30.05.1960 Z WES+ orient. ntDNA  MT-NDI:m.4130A>T (VUS, class 3) Tla Proband
% E E 26 18.01.1990 M CES+ orient. mtDNA MT-CYB 15309 T>C (class 3) Kla Proband
8 <Z( = 27 11.03.1963 M CES+ orient. mtDNA MT-ND4:m.11443A>C, 65% heteroplasmy (class 3) T2b Proband
Z > 2 2816021961 M  CES+orient. mtDNA  MT-ND6:m.14598T>C, heteroplasmy 22%; (class 3,72 Proband
g 29 07.12.1991 M WES+ orient. ntDNA  OPA3:c.209C>T (Pro70Leu) Via Proband
s 30 18.06.1973 Z  WES+orient.mtDNA  NM_130837.2:c.1567A>G (p.Lys523Glu) (4) HVO Proband
8 é 31 15.09.1959 M WES+ orient. ntDNA  SEMA4A:c.528C>A (VUS, class 3) Jlc Proband
E E 32 19.09.1954 M WES+ orient. ntDNA  RPGR:c.1506+4delA (VUS, class 3) HV6 Proband
<Z( g 33 15.10.1983 M WES+ orient. ntDNA  MT-COI:m.7158-7159A>C (VUS, class 3) U5a Proband
é % 34 04.01.199 ™M CES+ orient. mtDNA GUCY2D:c.1567-15A>T (VUS, class 3) Kla Proband
E g 35 10.11.1974 7 CES+ orient. mtDNA deletion 16p11.2 (VUS) U2e Proband
zZz 36 28.5.1981 M WES + orient. ntDNA  OAT ¢.722C>T, p.(Pro241Leu), H5b Oboleli rodak
g = 37 15.11.1958 M WES+ orient. ntDNA  OAT ¢.722C>T, p.(Pro241Leu), Oboleli rodak
8 38 01.08.1976 7 WES + orient. ntDNA  OAT ¢.722C>T, p.(Pro241Leu), H5b Proband
= 39 29.10.1957 M WES+ orient. ntDNA negative, VARS2:¢.603_606dupGATG p.Arg203fs- (H1 Proband
40 13.06.1964. 7 mtDNA negativno Proband
41 15.03.1971. Z mtDNA negativno Proband
E 42 19.09.1936 M WES+ orient. ntDNA  negativno H105 Proband
S 43 145.1968 ™M CES + orient. mtDNA negativno USa Proband
= 44 28.03.1986 7 WES + orient. ntDNA  negativno J1B (J1blal)  Oboleli rodak
)ug 45 22.7.1948 7 CES+ orient. mtDNA negativno H13b Proband
E 46 14.01.1962 7 CES+ orient. mtDNA negativno H8c Proband
o 47 15.02.1977 M CES+ orient. mtDNA negativno Jic Proband
% 48 12.11.1990 M CES+ orient. mtDNA negativno U5a Proband
IS 49 12.02.1968 Z  CES+orient. mtDNA  negativno usb Proband
3 50 30.03.1960 7 CES+ orient. mtDNA negativno J1b Proband
g 51 25.04.1943 7 WES+ orient.mtDNA negativno Proband
< 52 11.07.1980 Z CES+ orient. mtDNA  negativno H Proband
g 53 08.05.1966 M CES+ orient. mtDNA negativno Héa Proband
= 54 22.01.1988 M mtDNA negativno V13 Proband
E 55 05.09.1970 7 WES+ orient.mtDNA negativno U8b Proband
~ 56 22.03.1997 M WES+ orient. mtDNA  negativno W3b Proband
@ 57 27.10.1941 Z WES+ orient. mtDNA  negativno H2a Proband
E 58 15.09.1973 M WES+ orient. ntDNA  negativno Proband
g 59 24.02.1990 M WES+ orient.mtDNA negativno J2a Proband
S 60 20.04.1967. M WES+ orient. mtDNA  negativno Proband
61 01.01.1963. M WES+ orient. mtDNA  negativno Proband
62 11.05.1962. M WES+ orient. ntDNA  negativno Proband
g w 63 09.03.1959 M mtDNA negativno USb Proband
< g 64 15.12.1962 M MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno - Proband
= = 65 14.09.1997 M mtDNA negativno H27f Proband
é < 66 16.03.1973 7  CES+orient. mtDNA  negativno H5a Proband
z >§ 67 01.05.1968 M mtDNA negativno W3a Proband
§ g 68 21.07.1973 M WES+ orient. mtDNA  negativno T2a Proband
= 69 17.01.1966. M WES + orient. ntDNA  negativno Proband
70 23.12.1989 M  MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno Proband
71 29.05.1988 M mtDNA negativno Kilc Proband
% 72 05.10.1978. M MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno Proband
; 73 15.12.1983. 7 MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno Proband
S 74 13.11.1979. M MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno Proband
§ E 75 23.03.1975 7  CES+orient. mtDNA  negativno H1 Proband
% 8 76 20.09.1960 M WES+ mtDNA negativno Jic Proband
; g 77 23.04.1993 M CES+ orient. mtDNA negativno T2b Proband
woa 78 22.09.2008 M WES+ orient.mtDNA negativno USb Proband
g 79 09.02.1960 M WES+ orient. mtDNA  negativno H7c Proband
=] 80 28.04.1989 7 CES+ orient. mtDNA negativno Hib Proband
81 17.04.1964 M CES+ orient. mtDNA negativno USa Proband
82 03.01.1987. M MLPA (3 mtDNA tipi¢ne negativno Proband
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Tabela 2. Prikaz mutacija kod LHON pacijenata: u prvoj grupi prikazano je 15 pacijenata s
potvrdenom mtLHON mutacijom, nadalje 2 pacijenta s arLHON mutacijom te 6 pacijenata sa
nepotvdenim patoloSkim mutacijama, kod kojih smo obavili i funkcionalne analize mitohondrijske
funkcije.

POL | MUTACIJA
LHON1 |M MT-ND4:m.11778G>A
= LHONZ2 | % MT-ND4:m.11778G>A
% LHON3 | M MT-ND4:m.11778G>A
= LHON4 | M MT-ND6: m14484 T>C
% LHON5 | M MT-ND4:m.11778G>A
= LHON6 | % MT-ND4:m.11778G>A
2 LHON7 | M MT-ND4:m.11778G>A
= LHONS | M MT-ND1: m.3460G>A
5 LHON9 | Z MT-ND1: m.3460G>A
= LHON10 |Z MT-ND1: m.3460G>A
E LHON11 |Z MT-ND1: m.3460G>A
= LHON12 |7Z MT-ND1: m.3460G>A
2 LHON13 | M MT-ND1: m.3460G>A
g LHON 14 | % MT-ND1: m.3460G>A
LHON 15 |7 MT-ND1: m.3460G>A
LHON16 |M MT-ND1: m.3460G>A
> _ LHON17 |M DNAJC 30 152 A>G
Z H &
S5oZ
= § %‘ “ [LHON18 |M DNAJC 30 152 A>G
S
= LHON19 |M MT-ND5, m.13042G>T
g E LHON20 |M MT-ND5, m.13042G>T
= = LHON21 |M MT-ND4:m.11443A>C
= = LHON22 |M MT-CYB 15309 T>C
é % LHON 23 | Z MT-NDI:m.4130A>T
; & LHONZ24 | M MT-ND6:m.14598T>C
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Testirano je i 16 rodaka pacijenata sa mutacijama koji su neoboleli, i kod 12 njih je potvrdeno
postojanje patogene mutacije (Tabela 3).

Tabela 3. Testirani rodaci pacijenata obolelih od LHON-a

Rodaci obolelih pacijenata
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[EEN
(2}

[y
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Nk

N NG N N NG N Nk Z N

N«

negativno
negativno
negativno

negativno
MT-ND4:m.11778G>A

OPA1: c.2489G>A

15309T>C

15309T>C

15309T>C
MT-ND5, m.13042G>T

MT-ND5, m.13042G>T
MT-ND4:m.11778G>A

MT-ND4:m.11778G>A
MT-ND4:m.11778G>A

MT-ND1:m.3700G>A
MT-ND4:m.11778G>A

dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija
dobra vidna funkcija

dobra vidna funkcija

majka pacijenta JK
brat pacijenta JK
sestra pacijenta JK
majka pacijenta MBT
majka pacijenta GJ
majka pacijenta JA
majka pacijenta KD
sestra pacijenta KD
sestra pacijenta KD
majka pacijenta MM
majka pacijenta RT
sin pacijentkinje SPP
sin pacijentkinje SPP
¢erka pacijentkinje SPP
sestra pacijenta VJ

¢erka pacijentkinje JK
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4.1.1.1 Trivelike LHON porodice

U nastavku prikazani su pedigrei 3 velike LHON porodice: Porodica I sa 9 obolelih ¢lanova i jednim

potvrdenim asimptomatskim nosiocem mutacije 11778G> (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Porodi¢no drvo Porodica I sa 9 obolelih ¢lanova i jednim potvrdenim asimptomatskim

nosiocem mutacije 11778G>A. Proband i rodak su oznaceni strelicama
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Porodica Il sa istom mutacijom koju ¢ine majke, dve ¢erke (jedna nosilac mutacije, druga obolela)
i troje dece (2 decaka, jedna devojcica) potomci obolele cerke (Grafikon 2). Kod obolele ¢erke
postojala je u jednom trenutku sumnja na pridruzenu multiplu sklerozu (Hardingova bolest).

Legenda

t¥ - Nosioci mutacije

Grafikon 2. Porodi¢no stablo pacijentkinje nosioca 11778 mutacije koja je potvrdena kod
pacijentkinje, njene sestre i troje dece
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Trecu i najvecu porodicu ¢ini 20 obolelih ¢lanova i dva genetski potvrdena asimptomatska nosioca
mutacije 3460G>A. U toku je genetsko testiranje svih ¢lanova porodice.

LEGENDA

. . oboleli
m - potencijalno oboleli

nD * Uradeno genetsko testiranje

T—T & Sd b

Sbdoad &b S5
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Grafikon 3. Porodica III koju ¢ini 20 obolelih LHON pacijenata i dva potvrdena asimptomatska

nosioca mutacije

Kao pojedinacni primer izdvajamo neobi¢nu klinicku prezentaciju prvog pacijenta iz porodice III i
koji je bio prvi pacijent otkriven iz te porodice. Zbog neobic¢ne prezentacije, kod njega se mislilo, da
se radi o kortikalnom slepilu, dok LHON nije potvrdengenetskom analizom.
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Prvi pacijent identifikovan kao LHON u ovoj porodici je pacijent koji je bio 57 godina star u
momentu pada vida na oba oka. U momentu pregleda vidna oStrina je bila DO brojanje prstiju na
dva metra, LO brojanje prstiju na jedan metar, postojalo je pocetno bledilo oba opticka nerva (Slika

11), dok je MR pokazala leziju u okcipitalnom korteksu zbog Cega je i postavljena dijagnoza
kortikalnog slepila (Slika 11).

Slika 11. Fotografija fundusa i magnetna rezonanca pacijenta koji je prvi identifikovani pripadnik
LHON porodice.

Medutim, lokalizacija lezije u okcipitalnom korteksu nije bila u skladu sa atrofijom optickog nerva
koja je bila prisutna kod pacijenta ve¢ na prvom pregledu i sa progresivnom atrofijom sloja
peripapilarnih nervnih vlakana koja je registrovana kod pacijenta tokom perioda praéenja (Slika
11) zbog Cega je pacijent testiran za LHON i utvdeno je postojanje mutacije 11778G>A.

el : H\_—-w-:—, il = e - Mt e
R ) Bl . = - -
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Slika 11. Leva strana slike prikazuje pacijentovo desno oko na pocetku bolesti (gornja slika) i
nakon perioda pracenja koja pokazuje znacajnu progresiju istanjenja peripapilarnog RNFL. Ista
progresija primecena je i na levo oku (desna strana slike).

Detaljnom anamnezom utvrdeno je da je u porodici ¢ak osam rodaka zakonski slepo, izmedu
ostalih i pacijent 14 godina ranije pregledan na nasoj Klinici koji je bio 60 godina star u momentu
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pojave LHON-a. Medutim, posto je bio puSac¢ i konzumirao alkohol (vlasnik vinograda) on je
dijagnostikovan kao toksi¢na neuropatija (alkoholno-nikotinska).
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4.2 FENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA PACIJENATA SA ATIPICNIM MUTACIJAMA

PoSto se radi o atipicnim mutacijama kod relativno malog broja pacijenata, u ovom delu
predstavljamo detaljni fenotip pojedina¢nih pacijenata.

4.2.1 Autozomno recesivni LHON

U okviru istraZivanja identifikovana su i 2 pacijenta sa autozomno recesivnim LHON-om.

Prvi pacijent (oznacen kao LHON 17, Tabela 2) je primljen u nasu bolnicu kao decak od 17 godina
u septembru 2007. godine zbog sekvencijalnog gubitka vidne oStrine, prvo na desnom, a tri nedelje
kasnije na levom oku. Gubitak vidne os$trine na DO bio je pra¢en bolnim pokretima ociju. Po prijemu
VO na desnom oku je bila brojanje prstiju na 2m (cca. 0,03 Snellen), a na levom 0,6 (Snellen).
Kolorni vid bio je relativno o¢uvan na njegovom LE 13/15, RE je bio 1/15 (Ishihara). Fundoskopija
je otkrila hiperemicne opticke diskove, bez izvijuganosti krvnih sudova i intraretinalno krvarenje
na superiornoj temporalnoj arkadi desnog oka (Slika 12.a)

kontrola desno oko levo oko
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Slika 12. a) Fundoskopija, vidno polje i elektrofiziologija (PERG i VEP) pacijenta LHON 16 u akutnoj
fazi bolesti; b) Fundoskopija, vidno polje i OCT PNO pacijenta LHON 16 u hronic¢noj fazi bolesti; c)
Fundoskopija, vidno polje i elektrofiziologija (PERG i VEP) pacijenta LHON 17 u akutnoj fazi bolesti;
d) Fundoskopija, vidno polje i OCT PNO pacijenta LHON 17 u hronic¢noj fazi bolesti

U vidnom polju je postojao centralni skotom koji se povecavao sa daljim smanjenjem vidne oStrine.
ElekrtofizioloSke analize su pokazale normalan PERG i produZenu latencu i smanjenu amplitude
VEP P100 talas. U kasnim fazama floresceinske angiografije postojalo je bojenje PNO, ali bez
curenja.
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Slika 13. Fluoresceinska angiografija pacijenta LHON 16 u a) ranoj i b) kasnoj fazi sa bojenjem na
papilina 5i 11h (desno oko) i na 3h (levo oko)

Tokom narednih sedam dana njegova vidna oStrina na levom oku se pogorSavala do 0,3.
Kontinuirani pad vidne funkcije nastavljen je tokom naredna 2,5 meseca kada je dostignuta najniza
vidna oStrina na oku (NADIR) bilateralno 0,03 sa smanjenjem kolornog vidana0/15i1/15. Sedam
godina od pocetka bolesti, vidna funkcija je pocela da se poboljsava pojavom malih fenestracija u
centralnom skotomu oba oka i pacijent je dostigao stabilnih 0,1 Snellen bilateralno 14 godina
nakon pocetka bolesti (Slika 14).
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13 nedelja 10 nedelja
DO LO

DO 9 nedelja LO 6 nedelja

Poslednji pregled, 14 godina od
pocCetka bolesti

Progresija atrofije optickog nerva

3.5 godine

Slika 14. Progresija bledila (atrofije) papile na fundoskopiji pacijenta tokom perioda pracenja i
smanjenjem skotoma u vidnom polju sa blagim poboljSanjem vidne oStrine.

Drugi pacijent (oznacen kao LHON 18, Tabela 2) je 18-godisSnji decak koji je primljen u nasu bolnicu
u septembru 2009. godine zbog bilateralnog gubitka vidne oStrine koji je trajao tri nedelje. Na
prijemu, VO OD 0,2, 0S 0,15 (Snellen), kolorni vid je, iznenadujuce, bio o¢uvan 15/15 (Ishihara).

Fundoskopija je bila patognomoni¢na za LHON sa cirkumpapilarnom telangiektaticnom
mikroangiopatijom, oticanjem sloja retinalnih nervnih vlakana (RNFL) - pseudoedem i
tortuozitetom krvnih sudova bez curenja na fluoresceinskoj angiografiji (Slika 12c).
Elektrofiziologija je pokazala smanjenje amplitude N95 talasa, kao i produZenje latence i smanjenje
amplitude VEP P100 talasa (Slika 12c). Tokom narednih 5 meseci njegova vidna oStrina se dodatno
smanjila na pribl. 0,02 Snelen i skotomi vidnog polja su se uvecali. 14 meseci nakon pocetka bolesti,
posle devet meseci zakonskog slepila, pojavile su se brojne fenestracije u skotomu vidnog polja i
pacijentova vidna oStrina se poboljsala na 0,2. [ako se oStrina vida nije u potpunosti poboljsala
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nakon dostizanja stabilnih 0,7, vidno polje se kontinuirano poboljsavalo tokom celokupnog perioda
pracenja (Slika 15).

pocetak bolesti 18.5 meseci

1 mesec
3.5 godine
e
5> meseci ; L 2 meseca
5 godina 4 meseca
8 meseci v,
6 godina g v‘%‘r“ . 10godina
s . - — & 14 meseci

12 godina

Slika 15. Progresija bledila (atrofije) papile na fundoskopiji pacijenta tokom perioda pracenje i
smanjenjem skotoma u vidnom polju sa blagim poboljSanjem vidne oStrine.

Kod oba pacijenta je uradeno genetsko testiranje za LHON. Prvo je uradena analiza prisustva 3
standardne mutacije, zatim je uradeno sekvenciranje sledece generacije (NGS) mtDNK i zatim NGS
klinickog egzoma (panel za mutacije opticke atrofije poznate u tom trenutku) koji su svi bili
negativni. Tokom 14 odnosno 12 godina oba pacijenta nisu imala potvrdenu dijagnozu, sve do
nedavno, kada su ponovo testirani (sekvenciranje celokupnog egzoma), kada je i potvrdena
recesivna homozigotna DNAJC 30 mutacija 152 A>G (p.Tir51Cis).

Oba na$a pacijenta su imala poboljSanje vidne oStrine koje je bilo skromno kod LHON 17 (pocelo u
7. godini od pocetka bolesti i poboljsalo se na 0,1 tokom narednih 7 godina) i zna¢ajno kod LHON
18 (pocelo u 14. mesecu od pocetka bolesti i nastavilo se naredne 2 godine da bi dostiglo stabilnih
0,7). Poboljsanje vidne oStrine kod LHON 18 je pra¢eno potpunim oporavkom kolornog vida, dok
kod LHON 17 pacijenta nije bilo poboljSanja. U periodu smanjenja vidne oStrine (VO) doSlo je do
povecanja centralnog skotoma u vidnom polju. Sa 14 meseci pojavile su se prve fenestracije u
vidnom polju i VO je pocela da se poboljsava.

Debljina peripapilarnog RNFL se smanjivala tokom hroni¢ne faze kod oba pacijenta (Grafikon 4 i

Grafikon 5). Kada smo uporedili debljinu RNFL izmedu 3,5 i 12g kontrole, prvi pacijent je imao
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neznatano prosec¢no smanjenje peripapilarne debljine RNFL sa 47,43 mm na 44,86 mm DO i sa
42,71 mm na 40.14 mm na LO. Procentualno, najvece istanjivanje izmedu 3,5g i 12g kontrole
primeceno je u inferiornom temporalnom delu optickog diska 8,77% DO i 13,33% LO (Grafikon 5).
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Grafikon 4. Progresivno istanjenje pRNFL kod LHON 17 tokom perioda pracenja

Cak i kod pacijenta sa zna¢ajnim pobolj$anjem vidne funkcije i stabilnom o$trinom vida postojala
je konstantna progresija istanjenja peripapilarnog RNFL koja je odgovarala vidljivoj progresiji
bledila optickog disk ana fundusu (Grafikon 5)
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Grafikon 5. Progresivno istanjenje pRNFL kod LHON 18 tokom perioda pracenja
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U poredenju sa kontrolama, kod oba pacijenta doslo je do statisticki znacajnog stanjivanja debljine
peripapilarnog RNFL. Najvece stanjivanje je bilo prisutno u gornjim temporalnim, temporalnim i
inferiornim temporalnim delovima i sa 3,5 i sa 12 godina. U slucaju 2 debljina peripapilarne RNFL
se smanjila sa prose¢nih 49,14 mm na 44 mm OD i 51,86 mm na 43,57 mm LE, za sve sektore, ali
ovo smanjenje nije bilo statisticki znacajno (p=0,54, odnosno i p=0,3). Najvece stanjivanje je
prisutno u inferiornom temporalnom kvadrantu desnog oka 14,29 % i gornjem temporalnom
kvadrantu levog oka 27,87 %.

LHON 18 imao je znacajno poboljsanje vidne funkcije Sto je potvrdeno mikroperimetrijom. Glavni
rezultati mikroperimetrijskih analiza prikazani su na

Slika 16.

Prva mikroperimetrija uradena 14. meseci

PoboljSanje mikroperimetrije

od pocetka bolesti, a u trenutku pocetka
9 - poboljSanja vidne oStrine, je pokazala
potpuno odsustvo osetljivosti mreZnjace u
svim tackama. Drugi snimak napravljen
3,5 godine nakon pocetkabolesti sa VO 0,7
Snellen pokazuje znacajno poboljSanje MS
(prose¢na  osetljivost, engl. mean
sensitivity) (OD 6,3+4,6 dB; opseg, 0-14
dB; 0S 6,5+6,1 dB; opseg 0-18 dB). Najvece
poboljSanje = MS primeeno je u
temporalnim i nazalnim makularnim
podrucjima. Na poslednjoj
mikroperimetriji doslo je do sniZenja MS u
proseku OD 2+3,9dBi0S 1,75+6,3 dB (OD
4,3+4,7 dB, opseg 0-18 dB; 0S 4,8+5,03 dB,
opseg 0-14 dB).

Slika 16. Mikroperimetrija pacijenta LHON 18 sa poboljSanjem vidne oStrine

Prostorno, najbolju funkcionalnost su imali periferni regioni, posebno nazalna i temporalna
makularna oblast, dok je najniZa funkcija detektovana u superiornoj i inferiornoj parafovealnoj

regiji (
Slika 16). Fiksacija je bila relativno stabilna i skoro centralna na sve tri kontrole (

Slika 16).
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Rezultati analize segmentacije: Oba nasa pacijenta su imala stanjivanje ukupne retine, RNFL, GCL i
[PL u svim ETDRS kvadrantima u poredenju sa zdravim kontrolama, dok su spoljni slojevi retine
bili dobro oc¢uvani (¢ak deblji) u poredenju sa zdravim kontrolama (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Debljina retinalnih slojeva kod LHON 17 i 18, kao i kontrola u razli¢itim poljima
ETDRS-a

Tokom praéenja, ¢ak i uz poboljsanje vidne funkcije, nije doSlo do znacajnog poboljSanja debljine
sloja mreznjace ni u jednom od retinalnih kvadranata. Kod LHON 18 sa znacajnim oporavkom od
VO, takode nije doslo do znacajnog poboljSanja debljine sloja retine, ¢ak ni u oblastima gde je doSlo
do znacajnog funkcionalnog poboljSanja na osnovu mikroperimetrije (temporalni i nazalni ETDRS
kvadranti).

Elektrofizioloski rezultati: OdloZeni i smanjeni VEP P100 talas u akutnoj fazi bolesti bili su prisutni
kod oba pacijenta. LHON 17 je imao normalan PERG tokom prve 4 godine bolesti, a zatim se
amplituda N95 smanjila na 2,8 mV RE, 3,2 mV LE dok je VEP P100 talas postao nedetektabilan. S
druge strane, LHON 18 je imao znacajno poboljSanje amplitude N95 i P100, ali je latenca P100
talasa ostala produzena i odnos N95/P50 je ostao abnormalan (ispod 1) (Grafikon 7).
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Grafikon 7. ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta LHON 18 tokom perioda pracenja
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4.2.2 Fenotipska karakterizacija pacijenata sa novoidentifikovanim mutacijama (VUS) u
mitohondrijskoj DNK (mtDNK)

Genetska analiza je identifikovala varijante nepoznatog znacaja (VUS) koje su pronadene su kod 6
pacijenataito: 2 varijante MT-ND5, m.13042G>T u homoplazmatskom stanju, MT-NDI:m.4130A>T,
MT-CIB 15309 T>C obe u homoplazmatskom stanju, MT -ND4:m.11443A>C, 65% heteroplazmija,
MT-ND6:m.14598T>C, heteroplazmija 22%.

4.2.2.1 Genotipska i fenotipska karakterizacija MT-ND5, m.13042G>T
LHON 19

Nova, homoplazmatska missens promena m.13042G>T (A236S) u MT-ND5 genu, haplogrupa
Klalal potvrdena je kod dva pacijenta (oznaceni kao LHON 19 i 20, Tabela 2). Analiza segregacije
dva rodaka koji nose mutaciju 13042G>T otkrila je prisustvo mutacije kod obe njihove majke
(sestre, I1-2 i [1-3) i kod pacijentkinje III-1, koja je ¢erka trece sestre II-1 (Slika 17). Pacijentkinja I-
2, majka tri sestre, je imala loSu oStrinu vida zbog bilateralne opticke neuropatije u 58. godini
Zivota, ali nikada nije testirana posto je preminula. Segregaciona analiza ove familije pokazuje jasan
obrazac nasledivanja koje je vezano za X hromozom.

1932 12 N
Bilat.optitka neuropatija

e 1963 112 3
-1 -2 1984 -3 -4 1995 -5
LHON { LHON

Slika 17. Porodicno stablo mutacije 13042G>T sa 3 obolela ¢lana (2 genetski potvrdena: proband
Pacijent III-3 sa porodi¢nog stabal (LHON 19 Tabela 2) i Pacijent III-5 sa porodi¢nog stabla (LHON
20 Tabela 2) i tri neobolela nosioca mutacije (pacijenti I1-2, II-3 i I1I-1)

Sekvenciranje celog egzoma kod ovih pacijenata nije otkrilo nikakve promene povezane sa
optickom atrofijom kod ovih pacijenata (Optic neuropathy PanelApp version 2.75).

U kohorti nasih pacijenata ova mutacija je identifikovana kod 2 obolela pacijenta.

Proband, oznacen kao LHON 19 (Tabela 2), je dvadesetogodiSnji muskarac koji je pretrpeo dubok,
bilateralni sekvencijalni gubitak centralnog vida u intervalu od mesec i po dana, prvo na levom oku.
Na prezentaciji je Snellenova oStrina vida na njegovom boljem desnom oku bila 0,2, a na levom oku,

78



pokret ruke (HM) na 30 cm (priblizno 0,005 Snellen) (11). U vidnom polju bili su prisutni
bilateralni centralni skotomi (Slika 18). Pacijent je prijavio jake glavobolje pre gubitka vidne
oStrine. Pregledom fundusa utvrdena je hiperemija desnog opti¢kog diska sa peripapilarnim
telangiektaticnim krvnim sudovima, vaskularna tortuoznost i otok sloja nervnih vlakana retine
(RNFL) oko optickog diska. Levi opticki disk je bio bledi sa vijugavim krvnim sudovima (Slika 18).
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A
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Slika 18. Elektrofiziologija, fundoskopija, vidno polje i OCT opti¢kog diska (debljina pRNFL)
probanda LHON 19 u akutnoj i hronic¢noj fazi bolesti.

Fluoresceinska angiografija nije pokazala curenje na optickim diskovima. VEP P100 talas je bio
produZene latence bilateralno i smanjene amplitude na levom oku. Amplituda PERG N95 talasa je
i dalje bila u normalnom opsegu na desnom oku i znacajno niZa na levom oku (Slika 2. a)Fotografija
fundusa desnog oka LHON pacijenta u subakutnoj fazi bolesti, 2 nedelje od pocetka, sa
hiperemicnim optickim diskom i tortuoti¢cnim krvnim sudovima, centralnim skotomom u vidnom
poljuibez curenja na fluoresceinskoj angiografiji b) U hroni¢noj fazi bolesti vidi se atrofija i bledilo
optickog diska, sa gustim velikim centralnim skotomom u vidnom polju.

U proseku, posle 6 nedelja hiperemija i tortuozitet se povlace, javlja se temporalno bledilo optickog
diska i dalja atrofije papile vidnog Zivca koja se desava po precizno opisanom redosledu (83),(84).
Na optickoj koherentnoj tomografiji (OCT) u akutnoj fazi bolesti vidi se zadebljanje RNFL prvo u
temporalnim i donjim, zatim u gornjim i nazalnim kvadrantima, da bi u hroni¢noj fazi usledilo
istanjenje (83). Mikroangiopatija koja se vidi u prvim nedeljama evolucije bolesti uglavnom nestaje
sa progresijom atrofije optickog nerva. Ovaj stadijum moZe da traje od nekoliko nedelja do 6 meseci
i posle njega nastaje takozvani dinamicki stadijum koji generalno traje 6 meseci do godinu dana od
pocetka bolesti, kada pocinje hronic¢ni stadijum koji predstavlja konacni ishod aktivne bolesti. U
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dinamickom stadijumu se dostize NADIR vidna oStrina koja je zapravo najslabija vidna ostrina koju
pacijent ostvari, ali RNFL i dalje moZe da bude otecen i da se prvo registruje normalizacija debljine,
a kasnije dubok gubitak aksona i optic¢ka atrofija kao krajnji stadijum (38) (Error! Not a valid
bookmark self-reference.b). Bolest je u veéini slucajeva bilateralna ili asimetri¢na sa gubitkom
vidne oStrine prvo na jednom oku, pa zatim na drugom unutar nekoliko dana, nedelja ili meseci, a
ponekad i viSe godina (85).

Nekoliko longitudinalnih studija LHON pacijenata je opisalo Kkarakteristike promena
peripapilarnog RNFL na OCT-u. Kod asimptomatskih nosilaca postoji znacajno zadebljanje
temporalnog RNFL u poredenju sa kontrolama i trend zadebljanja inferiornog segmenta (11). Ovo
rano zadebljanje smatra se posledicom poremecaja aksoplazmatskog transport i verovatno
predstavlja rani tj osnovni stres na nervna vlakna. U momentu pocetka bolesti, tipi¢no postoji
zadebljanje superiornog i inferiornog dela RNFL dok je temporalni kvadrant normalne debljine
zbog pocetka atrofije (12). Ove promene odgovaraju pojavljivanju pseudoedema optickog diska,
hiperemiji i mikrovaskularnim promenama na pregledu fundusa. Posle tri meseca javlja se
temporalno istanjenje, a kroz devet meseci registruje se superiorno i inferiorno istanjenje (13).

OCT makule pokazuje istanjenje unutrasnjeg makularnog prstena i spoljaSnjeg nazalnog kvadranta
u prvih tri meseca od onseta bolesti.

Ovo dalje progredira ka temporalnom delu tokom naredna tri meseca i do 12. meseca od pocetka
bolesti postoji difuzno istanjenje makule sa prosecnom debljinom od 251 pm u poredenju sa
prosecnom debljinom zdravih osoba koja iznosi 281 pm (14). GCL-IPL je izgleda joS senzitivnija na
rane promene kod LHONa. Mala longitudinalna studija 4 pacijenta pokazuje da je istanjenje GCL-
IPL u nazalnom kvadrantu prisutno i pre pocetka simptoma. Tokom prva tri meseca od pocetka
bolesti GCL-IPL istanjenje progredira na donji, superiorni i temporalni kvadrant sa difuznim
istanjenjem prosec¢nog GCL-IPL na 63 pm 3 meseca od onseta. Ovo istanjenje se nastavljado 57 pm
6 meseci posle pocetka, da bi se posle stabilizovalo (7) (Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-
IPL koje je procentualno najvece u prvih 6 meseci od pocetka bolesti posle ¢ega nastupa period
stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom Sto je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razli¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
stadijumu bolesti da bi se kasnije to iskljucenje Sirilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.
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Vedi procenat oporavka vidne funkcije je primec¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najcesce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skoraSnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

[sto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih ¢€elija je bila viSa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istrazivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne ostrine u de¢joj dobi:

Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklinicki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguc¢a nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio naj¢eS¢i, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduZe vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roznjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
leZi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

4.2.3 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

Elektrofizioloski modaliteti koji se najceSce koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). Najces¢e se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji moZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutraSnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih €elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cCesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)
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Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji Kkoristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG mozZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oc¢uvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
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ganglijskih Celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivhe komponente P50 i vecCe kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka belezi bioelektri¢ne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa Cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fle§ stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jos uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atroficna, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)
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Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ocuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStecenja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujuéu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veli¢ine receptivnih polja mreZnjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razlicitih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivoS¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreZnjace, Cime se podsticu odgovori korteksa prenoSeni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mrezZnjace i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).).), u skladu sa boljom os$trinom vida na desnom oku.

LHON 20

Drugi pacijent je jedanaestogodis$nji decak, oznacen kao LHON 20 (Tabela 2), rodak po maijci
Probanda LHON 19 (pacijent je oznacen kao III-5 u porodi¢nom stablu) koji je 2 godine nakon
LHON 19 doZiveo bilateralni gubitak vidne osStrine. Na prezentaciji je oStrina vida bila brojanje
prstiju CF na 2 m na desnom oku i 0,3 na levom oku, imao je smanjen vid za boje i bilateralni
centralni skotom. Oftalmoloski pregled je pokazao bilateralne hiperemicne opticke diskove i

vijugave krvne sudove (Slika 19).

84



Kontrola Desno oko Levo oko

fd - Bl Faciient I1-5 rodak
1253 DO 13 godina od podetka bolesti

i /A 0.015

e Tt

Slika 19. Elektrofiziologija, fundoskopija, vidno polje i OCT optickog diska (debljina pRNFL)
pacijenta III-5 LHON 20 u akutnoj i hroni¢noj fazi bolesti.

Fluoresceinska angiografija je pokazala cirkumpapilarnu teleangiektaticnu mikroangiopatiju sa
odsustvom curenja. ElektrofizioloSko testiranje u vreme akutne prezentacije pokazalo je smanjen
PERG N95 na desnom oku i produZeni VEP P100 na oba oka (Slika 19). U narednim mesecima je
doslo do daljeg pogorsanja vidne funkcije i na kontroli 5 meseci od pocetka bolesti mu je VO
obostrano bila mahanje ruke (HM) i oba opticka diska su bila bleda. PERG N95 amplituda je bila
bilateralno smanjena, dok je VEP P100 talas bio smanjene amplitude i produZene latence (Slika
19). Licna anamneza je bila insignifikantna, sem klinicki bezznacajne aortne stenoze koja mu je
dijagnostikovana u desetoj godini Zivota.

Majke oba pacijenta (inace sestre, Slika 17) su bile bez vidnih simptoma u dobi od 56, odnosno 59
godina, sa normalnim klinickim karakteristikama. Ista mutacija je potvrdena i kod cerke trece
sestre koja je takode bez vidljivih klinic¢kih karakteristika u ovom trenutku.

Baka po maijci (I-2 slika 17) je u 58 godini Zivota doZivela bilateralni gubitka vidne oStrine koji je
bio pracen bilateralnom atrofijom optickog nerva (Slika 17), koja u to vreme nije dijagnostikovana
kao LHON. 14 godina kasnije njen unuk Proband imao je tipi¢nu opticku neuropatiju nalik LHON-
u i tada se posumnjalo da je i ona imala LHON. Prilikom prvog pregleda u lokalnoj bolnici u dobi od
58 godina, njena VO je bila smanjena i diskovi optickog nerva su bili bledi, a neuroloski pregled
normalan. Nisu dostupni podaci o pracenju posto je pacijentkinja preminula.
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Tokom perioda prac¢enja (LHON 19 - 17 godina, LHON 20 - 15 godina) ostrina vida i vidna polja su
ostali nepromenjeni. LHON 19 je 5 godina nakon pocetka bolesti zapoceo koristenje suplementalne
terapije (idebenon). Subjektivno se njegova vidna oStrina privremeno poboljsala kada je poceo da
koristi lek. Imao je “bljeskove svetlosti”, ponekad je mogao da vidi “mutnu ili peS¢anu” sliku.
Objektivno, njegova oStrina vida i vidna polja ostali su nepromenjeni. Na poslednjoj kontroli oStrina
vida LHON 19 bila je 0,015 bilateralno, a LHON 20 0,005 bilateralno, bez znacajnog poboljSanja
vidnih polja (Slika 18 i Slika 19).

Nasi pacijenti nisu imali neuroloSke simptome prilikom prvog pregleda niti tokom perioda
pracenja, osim glavobolje kod LHON 19 pre gubitka vidne oStrine. MR glave je bio normalan, bez
znakova demijelinizacije i ekspanzivnih procesa. Ni kod jednog pacijenta nije pronadena katarakta.
Nije bilo znakova retinopatije na fundoskopiji ili OCT-u, medutim uocene su neke promene u
odgovorima ERG u celom polju nakon 15 i 17 godina perioda prac¢enja u dobi od 26 i 37 godina.
Oba pacijenta su imala bilateralno smanjene amplitude ¢epi¢a (LHON 19 RE 89,4 i LE 89,1 %; LHON
20 RE 74.1 LE 87,6 %) i odgovore 30 Hz (RLE 87,5 % LHON 19, 84,4 % LHON 20), dok je LHON 20
imao i niZze amplitude odgovora Stapica (RE 64,4% i LE 74,9%) i grani¢ne maksimalne odgovore na
desnom oku. Svi rezultati su izraZeni kao procenat smanjenja u odnosu na postavljenu donju
granicu amplitude za zdravu populaciju.

Elektrofizioloska analiza je pokazala smanjen PERG N95 talas i skoro nedetektabilan VEP P100
talas kod oba pacijenta tokom celog perioda pracenja (Slike 24 i 25 ) LHON 19 je imao 4 PERG/VEP
snimka tokom perioda pracenja/kontrole, dok je LHON 20 imao 6. Tokom prvih nekoliko meseci
odnos N95/P50 se brzo smanjivao (Sto je odgovaralo smanjenju amplitude N95) kod LHON 19, dok
je smanjenje odnosa bilo nesto sporije kod kod mladeg rodaka LHON 20. Tokom perioda pra¢enja
ovaj odnos je ostao van normalnog opsega, ispod 1,1, ali stabilan (Grafikon 8). Kod probanda 2
primeceno je blago poboljSanje vidne oStrine 2,5 godine nakon pojave bolesti, Sto je rezultiralo
povecanjem odnosa N95/P50 (Grafikon 8).

A VIDNA OSTRINA | ODNOS N95/P50 B

VIDNA OSTRINA | N95/P50 ODNOS

NO5/P50 ODNOS

— N95/P50D0 — NO5/P50LO -- VODO -:- VOLO — NO5/P50D0 — N95/P50LO --- VODO --— VoLo

Grafikon 8. Vidna oStrina i N95/P50 odnos kod LHON 19 i LHON 20
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Tokom perioda pracenja, doslo je do znacajnog istanjenja ukupne retine u predelu makule, sloja
retinalnih nervnih vlakana (RNFL), sloja ganglijskih Celija (GCL) i unutrasnjeg pleksiformnog sloja
(IPL) u svim ETDRS kvadrantima (Grafikon 9).

ETDRS srednji prsten

Debljina retine ETDRS centar, srednji i spoljasnji
prsten

M kontrole W LHON

ETDRS centar

ETDRS spoljasnji prsten

Debljina retinalnih slojeva {mikrometri)

Debljina retinalnih slojeva (mikrometri)

Debljina retinalnih slojeva {mikrometri)
Debljina retine (mikrometri}

Grafikon 9. Prikaz prosecne debljine retinalnih slojeva kod pacijenata LHON 19 i LHON 20 (plavi
stubi¢i) u poredenju sa normalnom populacijom ( crveni stubici)

[ kod ovih pacijenata primecena je relativna o¢uvanost GCC (GCL-IPL) u centru kao i kod pacijenata
sa tipi¢nim mutacijama u mtDNK (145). NaZalost, nema podataka o segmentaciji slojeva retine u
akutnoj fazi bolesti. Prvi dostupni podaci su 10 godina nakon pocetka za LHON 19 i 9 godina nakon
pocetka za LHON 20. Od tada je debljina slojeva retine bila stabilna i nije se znac¢ajno menjala.
Analiza peripapilarnog RNFL je pokazala znacajno istanjenje u svim kvadrantima, narocito
temporalno (Slika 2. a)Fotografija fundusa desnog oka LHON pacijenta u subakutnoj fazi bolesti, 2
nedelje od pocetka, sa hiperemic¢nim optickim diskom i tortuoti¢nim krvnim sudovima, centralnim
skotomom u vidnom polju i bez curenja na fluoresceinskoj angiografiji b) U hronicnoj fazi bolesti
vidi se atrofija i bledilo optickog diska, sa gustim velikim centralnim skotomom u vidnom polju.

U proseku, posle 6 nedelja hiperemija i tortuozitet se povlace, javlja se temporalno bledilo optickog
diska i dalja atrofije papile vidnog Zivca koja se deSava po precizno opisanom redosledu (83),(84).
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Na optickoj koherentnoj tomografiji (OCT) u akutnoj fazi bolesti vidi se zadebljanje RNFL prvo u
temporalnim i donjim, zatim u gornjim i nazalnim kvadrantima, da bi u hroni¢noj fazi usledilo
istanjenje (83). Mikroangiopatija koja se vidi u prvim nedeljama evolucije bolesti uglavnom nestaje
sa progresijom atrofije optickog nerva. Ovaj stadijum moZze da traje od nekoliko nedelja do 6 meseci
i posle njega nastaje takozvani dinamicki stadijum koji generalno traje 6 meseci do godinu dana od
pocetka bolesti, kada pocinje hronic¢ni stadijum koji predstavlja konacni ishod aktivne bolesti. U
dinamickom stadijumu se dostiZze NADIR vidna oStrina koja je zapravo najslabija vidna osStrina koju
pacijent ostvari, ali RNFL i dalje moZe da bude otecen i da se prvo registruje normalizacija debljine,
a kasnije dubok gubitak aksona i opticka atrofija kao krajnji stadijum (38) (Error! Not a valid
bookmark self-reference.b). Bolest je u vecini slucajeva bilateralna ili asimetri¢na sa gubitkom
vidne oStrine prvo na jednom oku, pa zatim na drugom unutar nekoliko dana, nedelja ili meseci, a
ponekad i vise godina (85).

Nekoliko longitudinalnih studija LHON pacijenata je opisalo karakteristike promena
peripapilarnog RNFL na OCT-u. Kod asimptomatskih nosilaca postoji znacajno zadebljanje
temporalnog RNFL u poredenju sa kontrolama i trend zadebljanja inferiornog segmenta (11). Ovo
rano zadebljanje smatra se posledicom poremecaja aksoplazmatskog transport i verovatno
predstavlja rani tj osnovni stres na nervna vlakna. U momentu pocetka bolesti, tipicno postoji
zadebljanje superiornog i inferiornog dela RNFL dok je temporalni kvadrant normalne debljine
zbog pocetka atrofije (12). Ove promene odgovaraju pojavljivanju pseudoedema optickog diska,
hiperemiji i mikrovaskularnim promenama na pregledu fundusa. Posle tri meseca javlja se
temporalno istanjenje, a kroz devet meseci registruje se superiorno i inferiorno istanjenje (13).

OCT makule pokazuje istanjenje unutrasnjeg makularnog prstena i spoljasnjeg nazalnog kvadranta
u prvih tri meseca od onseta bolesti.

Ovo dalje progredira ka temporalnom delu tokom naredna tri meseca i do 12. meseca od pocetka
bolesti postoji difuzno istanjenje makule sa prosenom debljinom od 251 pm u poredenju sa
prosecnom debljinom zdravih osoba koja iznosi 281 pm (14). GCL-IPL je izgleda josS senzitivnija na
rane promene kod LHONa. Mala longitudinalna studija 4 pacijenta pokazuje da je istanjenje GCL-
[PL u nazalnom kvadrantu prisutno i pre pocetka simptoma. Tokom prva tri meseca od pocetka
bolesti GCL-IPL istanjenje progredira na donji, superiorni i temporalni kvadrant sa difuznim
istanjenjem prose¢nog GCL-IPL na 63 pm 3 meseca od onseta. Ovo istanjenje se nastavlja do 57 pm
6 meseci posle pocetka, da bi se posle stabilizovalo (7) (Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-
IPL koje je procentualno najvece u prvih 6 meseci od pocetka bolesti posle ¢ega nastupa period
stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom $to je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razli¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
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stadijumu bolesti da bi se kasnije to iskljuenje $irilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.

Vedi procenat oporavka vidne funkcije je primec¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najceSce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skorasnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

Isto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih €elija je bila visa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istrazivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne oStrine u decjoj dobi:

Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklini¢ki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguéa nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio naj¢es¢i, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduZe vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZzenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roZnjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
lezi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

4.2.4 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

Elektrofizioloski modaliteti koji se naj¢eS¢e koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). NajceSc¢e se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji moZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

89



Patern elektroretinogram (PERG) poti¢e od unutra$njih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih Celija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa Cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale nize amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jos uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).
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Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila sli¢ne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ocuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih Celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
pozitivnhe komponente P50 i vecCe kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka belezi bioelektri¢ne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produzenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cCesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fle§ stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
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bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku joS uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila slicne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa oc¢uvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih osStec¢enja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujucu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veli¢ine receptivnih polja mreznjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razli¢itih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivo$¢u
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreZnjace, ¢cime se podsticu odgovori korteksa prenoseni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mreZnjace i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).). i Slika 3. OCT i graficki prikaz istanjenja GCL-IPL koje je procentualno najvece u
prvih 6 meseci od pocetka bolesti posle ¢ega nastupa period stabilnosti.

Radijalna peripapilarna kapilarna mreZa je pogodena kod pacijenata sa LHONom Sto je potvrdeno
OCT angiografijom (15-17). Studija koja je ukljucila 22 pacijenta u razlic¢itim stadijumima bolesti
pokazala je da postoji iskljuCenje kapilarne mreZe u temporalnom peripapilarnom delu u ranom
stadijumu bolesti da bi se kasnije to iskljuenje Sirilo inferiorno, superiorno pa sve do difuznog
iskljucenja u hroni¢nim fazama bolesti. Vaskularne promene korespondiraju GC-IPL istanjenju, a
prethode istanjenju RNFL (6).

Kod malog broja obolelih dolazi do spontanog oporavka vidne funkcije (56), koji se ogleda u
smanjivanju ili fenestraciji centralnog skotoma, a rezultira u poboljSanju vidne oStrine.

Vedi procenat oporavka vidne funkcije je primec¢en kod m.14484T > C/MT-ND6 i DNAJC 30 mutacija
koje imaju najbolju prognozu. Isto tako starost pacijenta u momentu nastanka bolesti, ukoliko se
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bolest javi u detinjstvu ima najbolju prognozu nezavisno od tipa mutacije (86). Bolest se najceSce
javlja u mladosti nesto kasnije kod Zena, ali su poznati slucajevi javljanja u ranom u detinjstvu (87),
kao i u starosti (88), (89).

Barboni i saradnici(90) su u skorasnjem radu objavili da su dece starosti izmedu 3 i 9 godina imala
bolju vidnu oStrinu od onih koji su bili stariji od devet godina

Isto tako je kod dece mlade od 9 godina srednja devijacija u rezultatima vidnog polja bila manja u
poredenju sa decom starijom od devet godina. Srednja debljina sloja ganglijskih ¢elija je bila visa u
grupi dece starosti izmedu 3 i 9 godina nego kod dece mlade od 3 i starije od 9 godina. Ovi
istraZivaci su takode opisali Cetiri moguca obrasca gubitka vidne oStrine u decjoj dobi:

Subakutni bilateralni (66.7%); Bilateralni sa podmuklim tokom (17.3%); unilateralni (11.1%); i
subklinicki bilateralni (4.9%). Majander i saradnici (87)su definisali tri moguéa nacina gubitka
vidne oStrine:klasi¢ni akutni koji je bio naj¢es¢i, sporo progresivni i subakutni podmukli kod koga
je bilo najduZe vreme do postavljana dijagnoze i iznosilo je ¢ak 15 godina. Zbog opisanih
unilateralnih slucajeva i slucajeva sa odloZzenom dijagnozom potrebno je da se svi slucajevi
ambliopije u de¢jem dobu detaljno dijagnostikuju u smislu LHON-a.

Kod nekih neurodegenerativnih mitohondrijskih oboljenja (Kearns-Sayre syndrome) javljaju se
promene na endotelu roZnjace slicne promenama kod Fuch’s-ove endotelne distrofije u ¢ijoj osnovi
leZi disfunkcija oksidativnog metabolizma (91). Endotel roZnjace kod LHON-a i drugih pacijenata
sa genetskom mitohondrijskom disfunkcijom do sad nije ispitan.

4.2.5 Elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata

Elektrofizioloski modaliteti koji se naj¢eS¢e koriste kod LHON-a za procenu funkcije retinalnih
ganglijskih celija i vidnog puta su Patern elektroretinogram (PERG), Patern vidni evocirani
potencijali (VEP), multifokalni VEP i fotopi¢ni negativni odgovori (PhNR). NajceSc¢e se
upotrebljavaju PERG i VEP. Internacionalni VEP i PERG stimulus podrazumevaju suprapragovne
kontrastne stimuluse po principu Sahovske table koji mozZe biti standardne veli¢ine (12° x 15°) ili
stimulus velikog polja (24° x 30°), dok psihofizika omogucuje merenje pragovne drazi (Slika 4.
Sematski prikaz polja (standardno i veliko) i njihovih projekcija na retini VEP-a i PERG-a

Patern elektroretinogram (PERG) potice od unutraSnjih slojeva retine, omogucava procenu
funkcije ganglijskih ¢elija i sve viSe se koristi u proceni stanja prednjih delova vidnog puta(92,93)
(Slika 5. Prikaz porekla i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofizioloski znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa Cesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
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(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato $to u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle viSe od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jos uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od

reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR Kkoji Kkoristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila sli¢ne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ocuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih oStecenja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Normalan PERG se sastoji od prominentne
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pozitivne komponente P50 i veée kasnije negativne komponente N95. N95 komponenta potice od
RGC dok 30% P50 potice od anteriornijih retinalnih struktura (93,94).

VEP sa preokretom uzorka beleZi bioelektricne odgovore iz vidnog korteksa (Slika 5. Prikaz porekla
i normalnog izgleda PERG i VEP talasa

Elektrofiziolo$ki znaci bolesti su produZenje latence VEP P100 talasa, promena morfologije VEP-a
i smanjenje N95/P50 odnosa cCesto ve¢ u akutnoj fazi bolesti (59), (97) (Slika 6. Smanjenje
amplitude N95 talasa i smanjenje odnosa N95/P50 (Autor Ana Fakin)

Mnogobrojne studije su pokazale da kod akutnog LHON-a postoji abnormalni kortikalni VEP
odgovori koji se ogledaju u smanjenju amplitude produZenju latence VEP P100 talasa (98), (99),
(100), (101),(97) (Slika 7. ProduZenje latence i smanjenje amplitude P100 talasa kod LHON-a
(Autor Ana Fakin.)

U akutnoj fazi bolesti preko 50% pacijenata ima abnormalnu amplitude PERG N 95 talasa (59)
(Slika 8. a) Elektrofizioloske karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka bolesti: redukovan
PERG N95 (podignut u nivo izolinije, oznaceno crnom debelom strelicom), dok je PERG N95 na
levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na desnom oku i
obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba opticka diska su bila bleda i atrofi¢na, oba PERG
NO5 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).

Fokalni PhNR koji koristi fles stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZze amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju sluc¢ajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moze da igra vaznu ulogu u pracenju funkcije RGC.

a), dok je posle vise od dve godine kod gotovo svih pacijenata N95 talas sniZena, a VEP
abnormalan(101) (Slika 8. a) ElektrofizioloSke karakteristike pacijenta dve nedelje od pocetka
bolesti: redukovan PERG N95 (podignut u nivo izolinije, ozna¢eno crnom debelom strelicom), dok
je PERG N95 na levom oku jo$ uvek bio normalan. VEP P100 talas je bio redukovane amplitude na
desnom oku i obostrano produZene latence. b)Posle 5 meseci oba optic¢ka diska su bila bleda i
atrofi¢na, oba PERG N95 talasa abnormalna, dok VEP P100 nije bio detektabilan. Preuzeto od
reference (59)

Fotopicki negativni odgovori su komponenta ERGa celog polja koja potice od retinalnih ganglijskih
¢elija. Kod oko 60% LHONpacijenata PhNR je smanjene amplitude (102).
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Fokalni PhNR koji koristi fleS stimuluse centralne makularne regije je senzitivniji, ali generise
signale niZe amplitude. Ovi testovi su vazni zato Sto u odredenom broju slucajeva VEP postaje
nedetektabilan i stoga PERG moZe da igra vaznu ulogu u praéenju funkcije RGC.

b).). Majander je dobila sli¢ne rezultate koji su kozistentni sa ranim zahvatanjem papilomakularnog
snopa. Sa napretkom simptoma latenca P100 talasa se progresivno produzava (97)). P50 se koristi
za procenu funkcije makule dok je redukcija N95:P50 sa ocuvanjem amplitude P50 i skracenje
latence P50 karakteristika RGC disfunkcije (Holder, 2001, 2004), mada kod ozbiljnijih ostec¢enja
ganglijskih celija i P50 moZe takode da bude sniZen. ). Variranjem prostornih frekvencija moguce
je da se utvrdi preovladujucu aktivaciju razli¢itih neuronskih komponenti vidnog puta na osnovu
veli¢ine receptivnih polja mreZnjace, da se izazovu odgovori u kortikalnim oblastima u koje se
signali dovode putem razlicitih populacija aksona sa promenljivom neuronskom provodljivo$éu
(95). Koris¢enjem polja 60° (prostorna ucestalost sa ve¢im poljima), aktiviraju se velika receptivna
polja mreZnjace, ¢Cime se podsticu odgovori korteksa prenoseni velikim aksonima. Nasuprot tome,
koriS¢enjem polja 15° (prostorna frekvencija sa manjim poljima), aktiviraju se prvenstveno manja
receptivna polja mreZnjace i bioelektricki signal koji se dovodi do vizuelnog korteksa malim
aksonima (96).).).

4.2.5.1 Fenotipska karakterizacija MT -ND4:m.11443A>C promene
LHON 21

Muskarac star 53 godine, oznacen kao LHON 21 (Tabela 2), primljen je zbog gubitka vidne oStrine
na levom oku u martu 2016.godine. Njegova vidna oStrina (VO) je bila 1,0 na desnom oku i brojanje
prstijuna 1,5 metara levo, vid za boje je bio 15/15 RE, 6/15 LE. Na fundoskopiji je levi opticki disk
bio edematozan, nejasno ogranicen i znacajno eleviran, dok je na desnom oku postojala blaga
elevacija optickog diska (Slika 20).
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Slika 20. Fenotipske karakteristike pacijenta LHON 21 sa edemom vidnog Zivca i nespecifi¢nim
curenjem na optickom disku u kasnim fazama flouresceinske angiografije

U vidnom polju levog oka postojao je centralni, temporalni i gornji ispad u vidnom polju (Grafikon
10). Na fluoreseinskoj angiografiji registrovano je curenje na optickom disku u kasnim fazama
angiograma nekarakteristicno za LHON (Slika 20). U li¢noj anamnezi je naveo da mu su mu otac i
majka imali src¢ane tegobe i moZdani udar, kao i da mu jedan sin ima epilepsiju dok je drugi
preminuo zbog iznenadnog prestanka rada srca u 24. godini Zivota.

Grafikon 10. Progresivna atrofija peripapilarnog sloja nervnih vlakana i progresivno uveéavanje

skotoma u vidnom polju, sa potpunom atrofijom GCL-IPL u makularnoj regiji
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Pacijent je primio standardnu terapiju intravenskim kortikosteroidima tokom tri dana, ali bez
poboljsanja. Prednja ishemijska arteriti¢na opti¢ka neuropatija kao prezentacija gigantocelularnog
arteritisa (GCA) je iskljucena, kao i drugi moguci uzroci edema optickog diska (infektivni, toksicni,
inflamatorni). U junu 2016. godine pacijent izgubio VO na desnom oku sa istom prezentacijom kao
i tri meseca ranije na levom. Genetska analiza (sekvenciranje mtDNK sledece generacije) otkrila je
varijantu nepoznatog znacaja (VUS) MT-ND4:m.11443A>C, 65% heteroplazmije koja nije nadena u
porodici (majka, sestra, brat Tabela 3) tako da se navedena promena moZe smatrati de novo

5 mO
o0 O

Grafikon 11. Porodic¢no stablo pacijenta nosioca 11443A>C mutacije koja nije nadena ni kod

jednog Clana porodice $to ukazuje na moguénost deNovo mutacije

Tokom perioda pracenja njegova VO i kolorni vid su ostali su niski, pra¢eni gotovo potpunom
atrofijom peripapilarnog RNFL i unutrasnje retine.

4.2.5.2 Fenotipske karakteristike MT-CYB 15309 T>C mutacije
LHON 22

LHON 22 (Tabela 2) je 19-godisnji muskarac, inace zdrav primetio je loS vid na levom oku u junu
2009.

Pregledan je u lokalnoj bolnici, VA RE: 1.0 LE: 0.6. Uprkos primenjenoj trodnevnoj
kortikosteroidnoj terapiji dosSlo je do pogorSanja VO levog oka na 0,2 Snellen, nakon cega je
primenjena antibiotska terapija (sumnja na sinuzitis) posle ¢ega je doSlo do poboljSanja VO levog
oka na 0,9 tokom narednih mesec dana, a kolorni vid na DO 15/15, LO 9/15 Ishihara. NMR glave i
vratne ki¢me je bio u fizioloSkim granicama.
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Druga epizoda pada vida na LO.Hiperemiéna PNO

Prva epizoda pada vida DO, treca epizoda LO

Cetvrta epizoda pada vida na LO

Slika 21. Fundoskopija i vidno polje pacijenta LHON 22
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Tokom narednih sedam meseci pacijent je imao joS$ 2 slicne epizode pogorsanja i poboljSanja vidne

oStrine, sve dok 8 meseci od pocetka bolesti nije doSlo do ¢etvrtog pogorsanja vidne oStrine levog

oka, koje nije bilo praceno poboljSanjem (Grafikon 12). Slicne epizode nisu primecene na

pacijentovom desnom oku kod koga je doSlo do pogorsanja vidne funkcije 2,5 meseci od pocetka

bolesti koje nije bilo praceno poboljSanjem.
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Grafikon 12. Tok bolesti kod pacijenta LHON 22 tokom prvih osam meseci od pocetka sa Cetiri

epizode pogorsanja vidne oStrine na levom oku
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Elektrofiziologija je pokazala normalan N95 i P50 PERG na desnom, abnormalan na levom oku i
abnormalan VEP 100 obostrano, ali je ubrzo doSlo do daljeg pogorSanja na desnom oku i odnos
N95/P50 je bio desno 0.78, a levo 0.89.

Pacijent je nakon 8 meseci dostigao svoju NADIR vidnu oStrinu DLO brojanje prstiju na 1m, ali
tokom celog ovog perioda opticki diskovi su bili hiperemicni, tek kasnije je pocelo da se pojavljuje
temporalno bledilo (Slika 21, Grafikon 12). Mikroperimetrija uradena u ovom period pokazala je

potpuno odsustvo senzitivnosti u makularnom predelu (Slika 22).

LO 2009 DO

» v

2010

2017
DO 0.5
LO 0.7

Slika 22. Mikroperimetrija i vidno polje pacijenta LHON 22 na pocetku bolesti i tokom perioda
pracenja

Kod pacijenta je identifikovana varijanta nepoznatig znacaja 15309T>(C, segregaciona analiza je
pokazala prisustvo iste varijante kod majke i kod obe sestre (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Proband i neoboleli nosioci mutacije 15309T>C

Tokom naredne dve godine pacijent je bio legalno slepa osoba, ali je tada doslo do postepenog
poboljSanja vidne oStrine na DO 0.5, LO 0.7 tokom perioda od 5 godina sa znacajnim smanjenjem
centralnog skotoma i fenestracijama. Kolorni vid se nije popravio. Elektrofiziologija je pokazala
skracenje latence VEP P100 talasa, ali bez znacajnog poboljSanja amplitude. Amplituda PERG N95
i P 50 talasa se popravila, verovatno kao posledica bolje fiksacije, ali je N95 talas i dalje ostao
abnormalnog oblika, u nivou izolinije, a odnos N95/P50 ispod granica normale desno 0.95, a levo
1.11 (Grafikon 14).
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Grafikon 14. Promena elektrofizioloSkih karakteristika pacijenta LHON 22 u skladu sa

poboljSanjem vidne oStrine
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Mikroperimetrija je pokazala znacajno poboljSanje senzitivnosti na desnom oku u predelu koji
odgovara papilomakularnom snopu, a na levom oku u temporalnom delu makule. Sa druge strane,
segmentaciona analiza nije pokazala povecanje debljine GCL+RNFL ¢ak ni u delovima u kojima je
primeceno poboljSanje senzitivnosti na mikroperimetriji (Slika 22, Grafikon 15).
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Grafikon 15. Debljina retinalnih slojeva u ETDRS poljima u kojima je registrovano poboljSanje
retinalne funkcije mikroperimetrijom
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Slika 23. Atrofija peripapilarnog RNFL u svim segmentima

4.2.5.3 Fenotipska karakterizacija MT-NDI:m.4130A>T promene
LHON 23

Pacijentkinja oznacena kao LHON 23 (Tabela 2) je gospoda stara 59 godina, primljena na Kliniku
zbog obostrane atrofije vidnih Zivaca. Na pregled se javila zbog bola u desnom oku. Sest meseci pre
prijema je primetila pad vida na oba oka i od tad je imala dosta Ceste glavobolje. Navodila je takode
da je imala prolazne gubitke vida na levom oku. Na prijemu vidna oStrina na desnom oku je bila 0,4
Snellen, na levom 0,2, kolorni vid obostrano 4/15 Ishihara. Fundoskopija je pokazala obostrano

blede papile, jasno ogranicene (Slika 24).

Slika 24. Obostrana atrofija vidnih Zivaca na fundoskopiji i istanjenje sloja GCC na optickoj
koherentnoj tomografiji.

Elektrofiziolo$ki nalaz je pokazao Siri P100 VEP talas na desnom oku iako je amplituda i latenca

bila normalna i normalan PERG N95 talas. Na levom oku je VEP bio niZe amplitude i produZene

latence, dok je N95 talas bio niZe amplitude. U vidnom polju postojali su obostrano centralni

skotomi i koncentri¢no suzZenje vidnog polja, a na OCT-u PNO atrofija peripapilarnog RNFL kao i

istanjenje GCC u makuli sa relativnim oCuvanjem centra. Tokom perioda pracenja dve godine doslo
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je do pada vidne ostrine na DO na 0,3 Snellen, dok je kolorni vid obostrano znacajno pogorsan na
0/15 Ishihara. Genetska analiza je pokazala prisustvo varijante nepoznatog znacaja (VUS) MT-
NDI:m.4130A>T u mitohondrijskom genomu .

4.2.5.4 Fenotipska karakterizacija MT-ND6:m.14598T>C promene
LHON 24

Pacijent oznacen kao LHON 24 (Tabela 2), je gospodin star 54 godine koji je poslat od strane
neurologa i prvi put pregledan 2015. godine. Pet godina pre prvog pregleda (u 49. godini Zivota) je
primetio nagli pad vida na oba oka (kao da je neko spustio roletne) i od tad se vid nije popravio.
Gospodin boluje i le¢i se od Parkinsonove bolesti unazad 10 godina. Vidna oStrina na prvom
pregledu, 5 godina nakon pada vida, bila je DO brojanje prstiju na 1.5 metara, LO brojanje prstiju
na 1 metar, dok je kolorni vid bio 0/15 Ishihara obostrano. Papile su bile jasno ogranicene, bele u
celosti (Slika 25). Vidno polje je bilo koncentricno suzeno sa velikom slepom mrljom, dok je
peripapilarni RNFL bio u poptunosti atrofican na levom oku, a na desnom je postojalo oc¢uvanje
nazalnog segmenta karakteristicno za mitohondrijske neuropatije (Slika 25).
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Slika 25. Fundoskopija, vidno polje i OCT vidnog Zivca pacijenta LHON 24 na prvom pregledu i
tokom perioda praéenja

Obostrano je u makuli postojalo istanjenje GCC sa relativnim ocuvanjem ETDRS centra.
Elektrofiziologija je pokazala sniZenu amplitudu N95 talasa, kao i sniZenu amplitudu i produZenu
latencu VEP P100 talasa. Tokom perioda prac¢enja doslo je do dodatnog pogorsanja vidne oStrine
na oba oka DLO brojanje prstiju na 0.5m sa uve¢anjem centralnog skotoma, postojala je diskretna
progresija istanjenja pRNFL, a VEP P100 talas je postao nedetektabilan.
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Kod poslednja dva pacijenta segregacija nije izvrSena jer rodaci nisu bili voljni da urade genetsko
testiranje.
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4.3  REZULTATI ISPITIVANJA FUNKCIJE MITOHONDRIJA U MONONUKLEARNIM CELIJAMA
PERIFERNE KRVI PACIJENATA SA NOVOIDENTIFIKOVANIM PROMENAMA U
MITOHONDRIJALNOJ] DNK

4.3.1 Ispitivanje respiracije u mononuklearnim celijama izolovanim iz krvi pacijenata sa
LHON

Pokazatelji mitohondrijske funkcije u mononuklearnim éelijama periferne krvi (MNCPK) kod
pacijenata sa LHON kod kojih je utvrdeno prisustvo poznatih, ali i novootkrivenih mutacija,
odredeni su metodom respirometrije visoke rezolucije i uporedivani su sa rezultatima
respirometrije u MNCPK zdravih osoba odgovarajuée starosti i pola.

Analiza mitohondrijske respiracije je pokazala da je kapacitet oksidativne fosforilacije na nivou
kompleksa I u MNCPK pacijenata sa LHON bio znacajno niZi u poredenju sa kontrolom, §to je
potvrdeno i t-test-om (Grafikon 16 i Grafikon 17).

OXPHOS CI
= ° .
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N L2
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X g 2 -
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SE . .
kontrole pacijenti

Grafikon 16. Kapacitet oksidativne fosforilacije na nivou komplesa I je nizi u MNCPK LHON
pacijenata u poredenju sa zdravim kontrolama. Kapacitet oksidativne fosforilacije na nivou
kompleksa I - OXPHOS CI, koji predstavlja respiraciju u prisustvu supstrata kompleksa I i ADP-a,,
su prikazani kao aritmeticka sredina + SD (*p<0.05).@ - pacijenti sa promenama u mtDNK, H-
kontrole
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Grafikon 17. Uporedni reprezentativni prikaz respirometrije visoke rezolucije u MNCPK
izolovanim iz krvi pacijenta i kontrole. Dig - digitonin; P-piruvat, M - malat, G - glutamat; D -
adenozin difosfat; S - sukcinat, Rot - rotenon, Ama - antimicin A.

Pored kapaciteta oksidativne fosforilacije na nivou kompleksa I, kvantifikovana je i mitohondrijska
respiratorna funkcija u slede¢im respiratornim stanjima: respiracija intaktnih celija, koja se bazira
na oksidaciji endogenih supstrata (ROUTINE), respiracija koja nadomesS¢uje curenje protona
(LEAK), kapacitet oksidativne fosforilacije na nivou kompleksa II (OXPHOS CII), kao i aditivni
kapacitet oksidativne fosforilacije za komplekse Ii II (OXPHOS CI+II) i funkcija kompleksa IV (IV).
Medutim, uporedna analiza ovih respiratornih stanja, nije pokazala razliku izmedu aktivnosti
ostalih kompleksa u MNCPK izolovanih iz krvi pacijenata sa LHON i kontrolnih uzoraka (Grafikon
18).

107



ROUTINE LEAK OXPHOS Cl

4 1.5 6
S 3 * = 3= _
8= —— B Z 101 o35 41
82 , g2 2%
P 4 P o=
o= b= 3
52 . - 52 05 ' gE 24
ss 14 S5 &= |
a (=9
0 r T 0.0 } T 0 T
kontrole pacijenti kontrole pacijenti kontrole pacijenti
OXPHQOS CI+Cll OXPHQOS ClI CIv
10 10 30
B —— - e =t - I
T= 8+ =, 8- -
2% 64 22 61 g2 7]
23 RS 52
£5 4 £2 Y | 10 L
& 5 | _l_ £5 , ] 28
0 r . 0 0
kontrole pacijenti kontrole pacijenti kontrole pacijenti

Grafikon 18. Mitohondrijalna respiracija u MNCPK izolovanih iz krvi pacijenata obolelih od LHON
u poredenju sa zdravim kontrolama je sniZena na nivou kompleksa I, ali ne i ostalih kompleksa
lanca prenosilaca elektrona u mitohondrijama. Podaci respirometrije visoke rezolucije za stanja
ROUTINE, LEAK, OXPHOS CI, OXPHOS CI+II, OXPHOS CII I CIV su prikazani kao X +SD, *p<0.05.

4.3.2 Ispitivanje produkcije superoksidnog anjona

Cinjenica da je u MNCPK pokazana sniZena respiratorna aktivnost na nivou kompleksa I lanca
prenocilaca elektrona je ukazala na moguc¢nost da u mitohondrijama ovih ¢elija moZe do¢i do tzv.
“bega”elektrona i sledstvenog porasta produkcije superoksidnog anjona (027). Stoga je nivo
produkcije superoksidnog anjona odreden citofluorimetrijskom analizom MNCPK, nakon primene

redoks-osetljivog fluorohroma dihidroetidijuma (DHE).

Utvrdeno je da u MNCPK izolovanim iz krvi LHON pacijenata postoji porast intenziteta DHE-zavisne
fluorescence, Sto ukazuje na porast produkcije superoksidnog anjona u odnosu na kontrlu, kao Sto

je predstavljeno na Grafikon 19 i Grafikon 20.
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Grafikon 19. Produkcija superoksidnog anjona u MNCPK pacijenata sa LHON (n=7) i
odgovarajuéih kontrola (n=7). Celije su obojene fluorohromom specifi¢nim za superoksid (DHE), a
intenzitet crvene fluorescence (FL2) je izmeren proto¢nom citofluorimetrijom. Vrednsoti dobijene
za kontrole su svedene na jedini¢nu, u odnosu na koju je izraZena vrednost dobijena kod LHON

pacijenata. Rezultat je prikazan kao srednja vrednost kao X + S.D. Uzorci su analizirani u duplikatu.
(*p<0.05)
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Grafikon 20. Reprezentativni histogram intenziteta crvene DHE fluorescence porekla
superoksidnog anjona u MNCPK LHON pacijenta i odgovarajuée kontrole. Pomak u desno ukazuje
na ve(i intezitet fluorescence tj. intenzivniju produkciju supeoksidnog anjona.

4.3.3 Ispitivanje polarizacije unutrasnje membrane mitohondrija kod LHON pacijenata

Kako su prethodne analize pokazale da u MNCPK pacijenata sa LHON postoji disfunkcija kompleksa

[ respiratornog lanca, kao i porast produkcije superoksidnig anjona, uradena je citofluorimetrijska

analiza potencijala unutraSnje membrane mitohondrija, nakon primene katjonskog fluorohroma
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JC-1. Pokazano je da u uzocima MNCPK pacijenata sa LHON dolazi do blagog porasta odnosa
intenziteta zelene (FL1) i crvene (FL2) fluorescence FL1/FL2=1.27, u odnosu na kontrolne uzorke
u kojima je ovaj odnos sveden na jedini¢nu vrednost. Ovaj rezultat ukazuje na smanjenje
potencijala unutrasnje membrane mitohondrija, odnosno odredeni stepen depolarizacije.

U uslovima kada su MNCPK bile izloZene delovanju prooksidansa H202 (u trajanju od 2 sata),
uocen je trostruki porast odnosa intenziteta FL1/FL2 u Celijama pacijenata u odnosu na kontrolne
uzorke (Grafikon 21 i Grafikon 22).

O nativni uslovi

31 m vodonik peroksid

mitohondrijski membranski potencijal
(umnozak promene JC-1 — FL1/FL2)

kontrole pacijenti

Grafikon 21. Potencijal membrane mitohodrija u MNCPK LHON pacijenata (n=6) i odgovaraju¢ih
kontrola (n=6) u bazalnim uslovima i nakon izlaganja H202 (2h, 100 uM). Celije su analizirane
proto¢nom citofluorimetrijom nakon bojenja fluorohromom JC-1. Potencijal membrane
mitohondrija je odreden kao FL1/FL2 odnos zelene (FL1) i crvene (FL2) fluorescence za svakog
pacijenta u odnosu na njegovu kontrolu (za koju je odnos FL1/FL2 sveden na jedini¢nu vrednost).
Rezultati su izraZeni kao X + SE za eksperimente uradene u duplikatu.
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Grafikon 22. Reprezentativni histogrami analize JC-1 fluorescence u mitohondrijama MNCPK
LHON pacijenta i odgovarajuce kontrole u bazalnim (nativnim) uslovima i nakon indukcije

oksidativnog stresa vodonik peroksidom (2h, 100 uM).

Dobijeni rezultati ukazuju da su MNCPK LHON pacijenata osetljivije na delovanje prooksidanasa u
poredenju sa zdravim kontrolama. Mitohondrije kontrola su uspele da se izbore sa delovanjem
prooksidansa peroksida, dok je isti uzrokovao depolarizaciju, skok FL1/FL2, mitohondrija LHON

pacijenta.

Rezultati ispitivanja polarizacije unutraSnje membrane mitohondrija LHON pacijenata sa
novootkrivenim promenama u mitohondrijskoj DNK, su ukazali da se njihove mitohondrije
ponasaju identi¢no kao i mitohondrije LHON pacijenata sa tipi¢nim mutacijama, Sto sugeriSe

smanjenu funkciju mitohondrija i, indirektno, na potencijalnu patogenost VUS.
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4.4  REZULTATI ANALIZE SEGMENTACIJE OPTICKOM KOHERENTNOM TOMOGRAFIJOM

Segmentaciona analiza slojeva retine u 8 ETDRS kvadranata i u centru kod genetski potvrdenih
LHON pacijenata i pacijenata sa LHON fenotipom (Slika 26), ali bez genetskog uzroka pada vidne
oStrine uradena je u svrhu identifikacije potencijalnih biomarkera LHON-a.

N

GCLIPL
INL
OPL

" ONL.IS

RPE

Slika 26. a) ETDRS polja overponirana preko fundoskopskog nalaza (od centra:centralni krug,
srednji prsten, spoljasnji prsten) b) slojevi makule koji su ispitivani u segmentacionoj analizi NFL-
sloj retinalnih nervnih vlakana eng.nerve fiber layer; GCL-IPL sloj retinalnih ganglijskih celija-
unutrasnnji pleksiformni sloj eng.ganglial cell layer-inner plexiform layer; INL-unutrasnji nuklearni
sloj eng. inner nuclear layer; OPL-spoljasnji pleksiformni sloj eng.outer plexiform layer; ONL-IS
sopljasnji nuklearni sloj-unutrasnji segment fotoreceptora eng.outer nuclear layer-inner segment;
0S-spoljasnji segment fotoreceptora eng.outer segment; RPE-retinalni pigmentni epitel eng. retinal
pigment epithelium

4.4.1 Segmentaciona analiza debljine retinalnih slojeva optickom koherentnom
tomografijom

Svrha segmentacione analize je bila da se uporedi debljina retinalnih slojeva u grupi pacijenata sa

potvrdenom LHON mutacijom (LHON grupa) sa grupom pacijenata bez identifikovanog uzroka

opticke atrofije (nonLHON) grupa, a u cilju utvrdivanja klini¢kih biomarkera.

Segmentacionom analizom izmerena je debljina pojedina¢nih slojeva retine kod 13 LHON
pacijenata (24 uzorka oka) i 13 nonLHON pacijenata (23 oka). Cetiri uzorka oka iz LHON i 3 uzorka
oka iz nonLHON grupe nisu uklju¢ena u analizu zbog ambliopije i slabe mogu¢nosti fiksacije.

Debljina retine i razlike izmedu kontrolne i LHON i kontrolne grupe i nonLHON su prikazane na
Slici 48 dok su vrednosti predstavljene u Tabeli 4 Kompleks ganglijskih celija (RNFL, GCL, i IPL sloj)
u LHON i nonLHON grupi su znacajno tanji nego kod kontrola i u centrui u oba ETDRS prstena. INL
je znacajno deblji u centralnom krugu i spoljaSnjem prstenu kod LHONa u poredenju sa kontrolama
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(Tabela 1). Razlike u debljini spoljasnjih slojeva retine izmedu LHON grupe i kontrola su bile

znacajne samo za spoljasnji presten kod OPLa i srednji kod ONLa (Grafikon 23 i Tabela 4).
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Grafikon 23. Prosecna debljina (i intervali poverenja 95 %) GCC kompleksa i razlicitih retinalnih
slojeva u grupama pacijenata sa LHON, nonLHON i kontrolnoj grupi

Tabela 4. Poredenje prosecne razlike u debljini retine izmedu kontrolne i LHON i nonLHON grupe

koriStenjem Welch’s t-testa (p-vrednosti)

Kontrola vs LHON (korigovana p-vrednost)  [Kontrola vs nonLHON (korigovana p-vrednost)
ETDRS Prsten ETDRS Prsten
Retinalni sloj Centar Srednji Spoljasnji Centar Srednji Spoljasnji
Retina 0,101 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
GCC < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
INL 0,234 1 0,275 1 1 1
OPL 1 1 0,245 0,454 0,846 0,257
ONL 1 0,5 1 1 1 1
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4.4.1.1 Debljina retinalnih slojeva u svim ETDRS poljima

Dalje smo poredili debljinu svih retinalnih slojeva za svako ETDRS polje. Kao Sto je i ocekivano
debljina RNFL, GCL i IPL sloja je bila manja u obe grupe u poredenju sa kontrolama u svim ETDRS
poljima (Grafikon 24).

RNFL je pokazao najvece istanjenje u nazalnom unutrasnjem i spoljasnjem ETDRS kvadrantu koja
odgovara projekciji papilomakularnog snopa, dok je najmanje istanjenje u odnosu na kontrole
primeceno temporalno. Istanjenje GCL je bilo podjednako u svim unutrasnjim i svim spoljasnjim
ETDRS kvadrantima. Slicno ujednaceno istanjenje je primeceno i za IPL za unutrasnje kvadrante,
dok je kod spoljasnjih najmanje istanjenje primec¢eno u donjem kvadrantu. Sa druge strane INL je
bio znacajno deblji u obe grupe opticke atrofije u odnosu na kontrole u svim ETDRS prstenovima.
OPL sloj je kod LHON pacijenata bio tanji u svim unutrasnjim ETDRS poljima sem u gornjem, a
deblji u spoljaSnjim ETDRS poljima dok je ONL bio deblji u svim ETDRS kvadrantima u obe grupe
sa optickom atrofijom nego kod kontrola narocito u donjem unutrasnjem i spoljaSnjem kvadrantu.
RPE je bio najdeblji u svim poljima u nonLHON grupi, dok su vrednosti kontrola i LHON pacijenata
bile podjednake.

Celokupna debljina retine je u svim ETDRS kvadrantima bila ve¢a kod kontrola nego obe grupe sa
optickom atrofijom. Najmanje istanjenje celokupne retine primeceno je u spoljaSnjem donjem i
soljasnjem temporalnom kvadrantu.
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Grafikon 24. Debljina svih slojeva retine u razli¢itim kvadrantima ETDRS-a

4.4.1.2 Longitudinalna analiza

Longitudinalna analiza nasSe kohorte tokom perioda pracenja pokazala je zadebljanje GCC u LHON
grupi u centralnom ETDRS krugu (Slika 50). Sli¢an trend nije prime¢en u nonLHON grupi gde je
debljina ovih slojeva ostala ista ili se ¢ak smanjila. Debljina ovih slojeva u srednjem i spoljasnjem
ETDRS prstenu ostala je ista ili se smanjila tokom hroni¢ne faze u LHON grupi, dok je u nonLHON
grupi slican trend oporavka primecen u srednjem ETDR prstenu. Longitudinalana analiza ostalih
slojeva makule je prikazana na Grafikon 25.
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Grafikon 25. Longitudinalno pracenje promene debljine slojeva retine nasih pacijenata kroz ceo

period pracenja

4.4.1.3 Poredenje debljine slojeva retine izmedu LHON i nonLHON grupe

KoriS¢enjem mesovitih modela, da bi analiza ukljucila oba oka, poredili smo debljinu retinalnih
slojeva GCC, INL, OPLiONL izmedu LHON i nonLHON grupe za svaku kombinaciju retinalnih slojeva
i prstenova. Rezultati su prilkazani na Grafikon 26 i Tabela 5.
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Grafikon 26. Vrednosti srednje debljine za razliCite retinalne slojeve za LHON i nonLHON grupu

bazirana na kompletnom modelu koji ukljucuje ID pacijenta kao nasumicni, a grupu dijagnoze kao

fiksni faktor. (rezultati su prikazani kao srednja vrednost i 95% intervali poverenja)

Tabela 5. Debljina retinalnih slojeva u ETDRS centru

LHON nonLHON
. . . ETDRS . ETDRS
Ret'malm ETDRS centar ETDRS srednji spoljasnji ETDRS centar ETDRS srednji spoljasnji
sloj prsten prsten
prsten prsten
GCC 36,9 (3,1) 54,9 (2,7) 51,3 (2,7) 29,1 (1,4) 81,6 (4,3) 63,3 (3,4)
INL 27,7 (10) 41,8 (7,3) 36,1 (3,7) 18,7 (4,6) 42,2 (6) 33,8(2,7)
OPL 24,8 (4,9) 32(5,6) 29,4 (2,6) 23,9 (2,5) 32,9 (3,4) 28(2,9)
ONL 92,7 (10,1) 76,9 (8,4) 60,5 (7) 91,5 (13,1) 73,7 (9) 60,3 (6,6)

Najveca razlika je u debljini slojeva izmedu dve grupe pacijenata pronedena je u centralnom krugu
gde je razlika bila statisticki znacajna za GCC i INL (Tabela 6).
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Slika 27. Debljina GCC kod LHON pacijenta leva strana slike i nonLHON pacijenta koja pokazuje
bolju ocuvanost u ETDRS centru.

Ovi slojevi su bili deblji u LHON nego u nonLHON grupi (Grafikon 26 i Slika 27), ukazujuéi na bolju
ocuvanost ovih slojeva. Suprotno centralnom krugu gde je debljina GCC bila veéa u LHON u
poredenju sa nonLHON grupom, u srednjem i spoljasSnjem prstenu je bila statisticki znacajno tanja
kao Sto je prikazano u Tabela 6.

Tabela 6. Poredenje uklapanja osnovnog i punog modela koriS¢enjem testa odnosa verovatnoca
izmedu LHON i nonLHON grupe

Centar Unutrasnji prsten Spoljasnji prsten
doj | | e | Beames | X | P | pareanast | ¥ | P | urednost
GCC 11,92 | 0,001 0,016 5,95 0,015 0,360 4,34 0,037 0,820
INL 7,3 0,007 0,200 0,45 0,503 1 1,82 0,177 1
OPL 1,4 0,237 1 0,86 0,354 1 1,12 0,289 1
ONL 0 0,988 1 1,64 0,201 1 0,1 0,754 1
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4.4.1.4 Odnosi debljine sloja retine izmedu centralnog kruga i srednjeg i spoljasnjeg ETDRS
prstena

Rezultati koji su predstavljeni u Tabela 7 pokazuju da je odnos izmedu srednjeg prstena i
centralnog kruga u debljinama RNFL, GCL, IPL i INL bio manji u LHON grupi u poredenju sa
nonLHON grupom.

Odnos izmedu spoljasSnjeg prstena i centralnog kruga je takode bio niZi u LHON grupi (dodatna
Tabela 6, Tabela 8) za RNFL, GCL, IPL i INL u poredenju sa nonLHON grupom. Za spoljasnje slojeve
retine nije bilo razlike u odnosima izmedu dve grupe.

Odnos izmedu spoljaSnjeg i srednjeg prstena bio je slican izmedu dve grupe (Tabela 7).

Tabela 7. Poredenje odnosa izmedu razli¢itih ETDRS prstenova LHON i nonLHON grupe
koriStenjem Welchovog t-testa

Odnos ETDRS Sloj LHON srednja Range nonLHON srednja Range t-vrednost p

prstenova vrednost vrednost vrednost

retina 1,07 0,92-1,24 1,16 1,00-1,27 -2,68 0,014

GCC 1,62 0,82-2,38 2,24 1,41-3,04 -3,18 0,004

srednisnji/centar |y, 1,83 0,84-3,16 2,40 1,14-3,30 -1,91 0,068

OPL 1,35 0,91-1,85 1,39 1,10-1,80 -0,36 0,725

ONL 0,83 0,69-0,98 0,81 0,61-0,89 0,63 0,536

retina 0,99 0,85-1,07 1,05 0,97-1,13 -2,01 0,065

GCC 1,85 0,85-2,58 2,41 1,91-3,15 -2,78 0,013

spoljasnji/centar INL 1,70 0,75-2,71 1,99 1,57-2,41 -1,16 0,040

OPL 1,20 0,83-1,54 1,20 0,93-1,49 0,01 0,582

ONL 0,66 0,51-0,80 0,65 0,50-0,72 0,30 0,974

retina 0,90 0,86-0,97 0,89 0,87-0,91 1,47 0,172

GCC 1,05 0,92-1,25 1,01 0,81-1,18 0,24 0,810

spoljasmii/srediSnj |, 0,83 0,68-0,88 0,78 0,72-0,82 2,28 0,040

OPL 0,87 0,72-0,97 0,85 0,79-0,90 0,57 0,582

ONL 0,80 0,74-0,85 0,80 0,73-0,85 0,03 0,974

4.4.2 Analiza karakteristika optickog diska optickom koherentnom tomografijom
4.4.2.1 Analiza debljine peripapilarnog RNFL (pRNFL)

Debljina peripapilarnog RNFL u svim segmentima izmerena je i poredena izmedu pacijenata sa
potvrdenom LHON mutacijom (LHON grupa) i pacijenata bez identifikovanog uzroka opticke
atrofije (nonLHON grupa).

Poredenje srednje debljine peripapilarnog RNFL izmedu LHON i nonLHON grupe za svaki kvadrant
uradeno je analizom meSanih modela. Rezultati su prikazani u Tabela 8 i na Slika 27.
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Tabela 8. Poredenje uklapanja osnovnog i punog modela koriS¢enjem testa odnosa verovatnoce.

Debljina peripapilarnog RNFL je bila statisticki manja u temporalnom i gornjem temporalnom

polju u LHON grupi u poredenju sa nonLHON grupom.

Debljina peripapilarnog RNFL Xz df p

Prosek 1,09 1 0,297
Inferiorni nazalni segment 0,53 1 0,468
Inferiorni temporalni segment 1,29 1 0,257
Nazalni segment 1,43 1 0,232
Gornji nazalni segment 0,16 1 0,687
Gornji temporalni segment 10,57 1 0,001
Temporalni segment 4,03 1 0,045

Peripapilarni RNFL je bio tanji u LHON grupi u poredenju sa nonLHON u skoro svim poljima, dok

je razlika bila statisticki znacajna u temporalnom i gornjem temporalnom polju (p=0,045 i
p=0,001). Sa druge strane srednja debljina nazalnog pRNFL je bila deblja kod LHON pacijenata, ali

ta razlika nije bila statisticki znacajna.

a0

Debljina pRNFL

404

Prosecna Donji Doniji Nazalni

vrednost nazalni temporalni

Gornji
nazalni

Kvadrant

Gornji

temporalni

Temporalni

LHON
{  nonLHON

Grafikon 27. Vrednosti prosecne debljine retine (i 95 % intervali poverenja) peripapilarnog RNFL

u razli¢itim segmentima bazirano na punom modelu koji ukljucuje ID pacijenta kao nasumicni

faktor i dijagnozu kao fiksni faktor
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Longitudinalna analiza pRNFL od pocetka bolesti do poslednjeg pregleda je pokazala da u svim
segmentima dolazi do konstantnog blagog istanjenja, sem u temporalnom kvadrantu gde dolazi do
blagog zadebljanja koje pocinje 10 godina posle pocetka bolesti (Grafikon 28.).
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Grafikon 28. Longitudinalna analiza pRNFL promena u LHON i nonLHON grupi koje pokazuju
zadebljanje u temporalnom kavadrantu 10 godina posle pocetka bolesti

4.4.2.2 Poredenje karakteristika optickog diska LHON pacijenata i neobolelih nosilaca
mutacije

Dodatno smo analizirali promene na optickom nervu poredenjem karakteristika i izgleda optickog
nerva izmedu nosilaca LHON mutacije koji nisu oboleli i LHON pacijenata (Grafikon 29.). Veli¢ina
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diska (p=0,042) i vertikalni dijametar (p=0,007) su bili ve¢i kod neobolelih nosilaca, dok razlika u
horizontalnom dijametru (iako prisutna) nije bila statisticki znacajna. C/D odnos, veli€ina i
zapremnina ekskavacije su bile statisticki znacajno veée (p<0,001) u grupi LHON pacijenata, dok
su posledi¢no ostatak i zapremnina neuroretinalnog oboda bili visoko statisticki znacajno nizi
(p<0,001).
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Grafikon 29. Karakteristike diska neobolelih nosilaca mtDNK mutacije u poredenju sa pacijentima
koji su oboleli od LHON *statistiki znac¢ajno (p<0.05) **statisticki visoko znacajno (p<0,001)

Peripapilarni RNFL je kod nosilaca LHON mutacije bio deblji u svim segmentima. Procentualno je
najvece zadebljanje bilo u nazalnom (27.63%) i donjem (22.37%) kvadrantu (Tabela 9).

Tabela 9. Debljina peripapilarnog RNFL kod pacijenata sa novoidentifikovanim prommenama u
mtDNK (VUS) i procentualno zadebljanje u odnosu na kontrole

Segment pRNFL | Temporalno | Nazalno Gore Dole

Kontrole 77 72 119,5 126,5
Nosioci 78.2 91,9 140 154,8
% zadebljanja 1,56 27,63 17,15 22,37
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4.4.2.3 Poredenje karakteristika optickog diska LHON pacijenata i pacijentata sa

mutacijama nepoznatog znacaja

Poredili smo karakteristike optickog diska i medu pacijentima sa potvrdenim LHON i pacijentima

sa promenama u mtDNK nepoznatog znacaja. Statisticki znacajna razlika nije postojala niti u

jednom parametru (Tabela 10).

Tabela 10. Karakteristike diska pacijenata sa VUS i potvrdenih LHON pacijenata

Povrsina | Veli¢ina Ostatak | C/D Linearni | Vertikalni | Zapremnina | Zapremnina | Horizontalni | Vertikalni
diska ekskavacije | oboda CcD CD odnos ekskavacije | oboda dijametar dijametar
odnos diska diska
Potvrdeni Prosek | 1,73 0,92 0,80 0,55 0,73 0,82 0,13 0,12 1,49 1,49
LHON
sd 0,30 0,30 0,43 0,19 0,13 0,17 0,05 0,14 0,10 0,19
Pacijenti Prosek | 1,82 0,82 1,00 0,46 0,60 0,66 0,13 0,19 1,51 1,59
saVus sd 0,29 0,55 0,64 0,29 0,34 0,36 0,19 0,24 0,17 0,13
P vrednost 0,40 0,64 0,41 0,43 0,29 0,20 0,92 0,42 0,67 0,14
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4.5  REZULTATI ODREPIVANJA ELEKTROFIZIOLOSKIH PARAMETARA
4.5.1 Rezultati analize fokalnog ERG (FERG), pattern ERG-a (PERG) i vizuelnih evociranih
potencijala (VEP)
4.5.1.1 Poredenje elektrofizioloskih karakteristika pacijenata sa LHON-om i pacijenata sa
VUS u akutnoj i hroni¢noj fazi bolesti

Kada smo poredili karakteristike pacijenata sa potvrdenom LHON mutacijom i pacijenata nosioca
VUS utvrdili smo da postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima svih elektrofizioloskih
parametara (Tabela 11). Po naSem misljenju razlika potic¢e od Cinjenice da je vreme od pocetka
bolesti do snimanja bilo duZe u LHON grupi (3.3 meseca) u odnosu na pacijente sa VUS (1.68
meseci).

Tabela 11. Razlika u elektrofizioloskim karakteristikama potvrdenih LHON pacijenata na pocetku
bolesti (do 6 meseci)

N95/P50 | LatP50 | AmpP50 | LatN95 | AmpN95 | LatP100 | AmpP100 | LatFERG | AmpFERG | LatFERG | AmpFERG
ms uv ms uv ms uv Talas a Talasa pV | Talasb talas b uv
ms ms
E;’{%’I{Idem Prosek | 4 o5 4538 | 4,19 101,75 | 4,30 12933 | 1,13 15,38 43,09 38,88 135,90
SD 0,23 3,25 0,88 7,52 1,00 17,53 0,89 3,25 14,61 3,14 33,01
Vus Prosek 1,08 48,00 5,15 105,00 5,60 130,75 5,925 13,25 37,18 38,75 114,32
SD 0,20 1,83 0,81 14,94 1,56 10,87 1,56 1,71 9,83 1,89 47,05
p 0,83 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,65 <0,001 0,002

U hronic¢noj fazi ova razlika nije postojala. Nedetektabilan VEP je bio registrovan kod polovine
(3/6) nasih pacijenata sa VUS.

Tabela 12. Razlika u elektrofizioloskim karakteristikama potvrdenih LHON pacijenata u hroni¢noj
fazi bolesti (viSe od 12 meseci)

N95/P50 | LatP50 | AmpP50 | LatN95 | AmpN95 | LatP100 | AmpP100 | LatFERG | AmpFERG | LatFERG | AmpFERG
ms nY ms uv ms uv Talas a Talas a pv Talas b talas b uv
ms ms
Potvrdeni | Prosek 1,00 48,38 4,39 100,00 4,31 124,00 2,41 18,00 42,81 41,50 133,76
LHON
SD 0,12 3,85 0,92 8,52 0,64 14,28 2,61 1,07 17,40 2,73 32,57
Vus Prosek 1,19 45,40 3,76 97,80 3,92 96,00 3,54 18,20 31,92 41,80 109,22
SD 0,47 2,30 1,95 8,04 1,51 4,24 6,90 1,30 7,22 0,84 25,40
P 0,29 0,23 0,50 0,38 0,64 0,17 0,72 0,93 0,52 0,90 0,43
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4.5.2 Elektroretinogram celog polja (engl.full-field ERG)

4.5.2.1 Ocuvanje ranih ERG komponenti i poremecaj PhNR

Analiza ERG-a celog polja (full-field ERG-a) je uradena kod 7 mladih pacijenata starosti 20 do 34
godine (prosecna starost = 28,4 * 5,6; 5 musSkaraca). Dobijeni rezulatati su uporedeni sa
rezultatima 12 zdravih dobrovoljaca (prosecna starost = 35,0 + 12,1; 2 muskarca).

Fotopicki i skotopicni a-talasi i b-talasi bili su uporedivi izmedu kontrolne grupe i LHON pacijenata
(Grafikon 30). Nasuprot tome, PhNR je bio smanjen kod pacijenata sa LHON-om.

Kao $to je prikazano na Grafikon 30C, amplitude skotopi¢nog 3 ERG a-talasa (F(1,18)= 0,736; p =
0,403) i b-talasa (F(1,18) = 0,116; p = 0,738) bile su slicne izmedu LHON pacijenti i kontrole, bez
statisticki znacajnih razlika. Pored toga, latence su bile uporedive (a-talas: F(1,18y=0,193; p = 0,666
i b-talas: Fa,18) = 0,157; p = 0,697). Grafikon 30D pokazuje da su i amplitude a-talasa i b-talasa
fotopickog 3 odgovora u proseku niZe kod pacijenata sa LHON sa marginalnim (bez statistickog
znacaja) razlikama (a-talas: F(1,18) = 3,864; p = 0,067 i b-talas: F(1,18) = 4,290; p = 0,054) i latence (a-
talas: F1,18) = 0,047; p = 0,830 i b-talas: F(1,18) = 0,585 p = 0,455) bili su statisticki sli¢ni za rane
komponente (a- i b-talas) fotopi¢nog odgovora (odgovor Cepica). Nasuprot tome, PhNR (Grafikon
30E) je znacajno smanjen (F(1,18) = 8,870; p = 0,009) kod pacijenata sa LHON, dok su PhNR latence
bile uporedive izmedu grupa (F(1,18) = 0,307; p = 0,587 ).
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Grafikon 30. Komponente niskih frekvencija. Prosecni tragovi (A i B) i prosecna
vrednost/medijana (box = IQR; whisker = minimalna i maksimalna vrednost) amplitude (gornji
greafikoni) i implicitna vremena (donji grafikoni) kontrola (crno) i LHON pacijenata (crveno) za
skotopic¢ni (DA) 3 ERG (AiC)iLA 3 ERG (B, D, i E). *signifikantna razlika (p < 0,05).

4.5.2.2 Oscilatorni potencijali

4.5.2.2.1 Smanjeni skotopicni OP

Pet OP (OP1 - OP5) skotopi¢nih 3 ERG analizirano je u vremenskom domenu detekcijom
najviSeg/najniZeg nivoa nakon primene propusnih filtera na grani¢nim frekvencijama od 50-300,
75-300 i 100-300 Hz. Grafikon 31A prikazuje prosec¢ne snimke LHON pacijenata (prikazani
crvenom linijom) u poredenju sa kontrolama (prikazani crnom linijom). OP amplitude i latence su
nacrtane kao funkcija niskih grani¢nih frekvencija za sve analizirane OP Pri grani¢noj frekvenciji
od 75 Hz svih pet OP jasno moZe detektovati, dok su na niskim grani¢nim frekvencijama 50 i 100
Hz OP1 i OP5 niZi, a pored toga OP1 veoma zavisi od osnovne linije (Grafikon 31). Zbog toga su OP1
i OP5 uporedivani samo na niskoj grani¢noj frekvenciji od 75 Hz. OP amplitude su se smanjivale
kako se niska grani¢na frekvencija povecavala, osim za OP2 jer je na grani¢noj frekvenciji od 50 Hz
to u osnovi prva oscilacija koja se moze detektovati. Pored toga, OP latence su se povecala (OP2) i
smanjile (OP3 i OP4) sa povecanjem niske granic¢ne frekvencije.
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Grafikon 31. Oscilatorni potencijali skotopi¢nog ERG A) prosecni snimci LHON pacijenata
(prikazani crvenom linijom) u poredenju sa kontrolama (prikazani crnom linijom. (B). Prikaz
oscilatornih potencijala (OP1-OP5) filtriranih na razli¢itim grani¢nim frekvencijama (50-100Hz)

Analiza varijanse je pokazala da su na niskim grani¢nim frekvencijama 50 Hz (Grafikon 32A),
amplitude OP redukovane kod pacijenata sa LHONom u poredenju sa kontrolama. Prosec¢na
amplituda OP4 je bila znacajno sniZena (F(1,18)= 5,164, p = 0,036) dok su rani OP bili poredivi (OP2:
F(1,18)=0,085,p=0,7741i0P3: F(1,18) = 3,932, p = 0,064). Latence su bile poredive i izmedu kontrola
i LHON pacijenata (OP2: F(1,18) = 0,400, p = 0,536; OP3: F(1,18= 0,668, p = 0,425; OP4: F(1,18) = 1,131,
p=10,303).

Za oscilatorne potencijale koji poticu od filtera grani¢ne frekvence 75 Hz (Grafikon 32B), kao Sto je
preporuceno ISCEV standardima (142), pronadena je znacajna redukcija amplitude OP2 (F(1,18) =
6,715, p = 0,019) kod LHON pacijenata (Grafikon 32C) u poredenju sa kontrolama. Druge OP
amplitude su bile uporedive medu grupama (OP1: F(1,18) = 4,239, p = 0,055; OP3: F(1,18 = 3,396, p =

0,083; OP4: F(1,18) = 2,320, p = 0,146; OP5: F1,18) = 1,818, p = 0,195) kao i OP latence (F(1,18)< 0,7, p
>0,4).
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Konacno, redukcijom nisko-frekventnih komponenti na grani¢noj frekvenciji od 100 Hz (Grafikon
32), redukovana amplituda OP2 je takode primecena kod LHON pacijenata (F(1,18) = 28,687, p <
0,001). Kasniji OP su pokazali marginalnu (bez statistickog znacaja) razliku izmedu LHON
pacijenata i kontrola (OP3: F(1,18) = 3,378, p = 0,084 i OP4: F(1,18) = 3,401, p = 0,083). Latence su kao
i kod prethodnih granic¢nih frekvencija bile poredive medu grupama (F(1,18) < 3,1, p > 0,1).
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Grafikon 32. Poremecene komponente skotopi¢nog 3 ERG

4.5.2.2.2 Poremecaj kasnih fotopi¢nih OP kod LHON pacijenata

Kao i kod skotopi¢nog 3 ERG, pet OP (OP1 - OP5) fotopi¢nog (LA) 3 ERG su analiizirani u
vremenskom domenu sa detekcijom razlike izmedu najviSe (vrh) i najniZe (udubljenje) tacke talasa
nakon aplikacije filtera na 50-300, 75-300, i 100-300 Hz opsega granicnih frekvencija. OP1 i OP5
su analizirani samo na 75-300 opsegu frekvencija.

Talasni oblici filtriranih OP signala ekstrahovani iz originalnog LA 3 ERG prikazani su na Grafikon
33A, ali za razliku od DA 3 ERG, pojedinacni reprezentativni OP LA 3 ERG su prikazani za kontrole
(crni tragovi) i LHON pacijente (crveni tragovi). Za LA OP koriS¢eni su pojedinacni signali, jer su
jasnije predstavljali razlike u OP profilima od prosecnih tragova. Razlog je bio taj Sto bi velike
varijacije u vrSnim vremenima znacajno umanjile OP pikove ako bi se grupisali pojedinacni
odgovori.
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OP amplitude i vrSna vremena su nacrtani kao funkcija niskih grani¢nih frekvencija za sve
analizirane OP (Grafikon 33B). Pri grani¢noj frekvenciji od 75 Hz svih pet OP jasno moZe
detektovati, dok na niskoj grani¢noj frekvencije 50 i 100, OP1 i OP5 nisu jasni i pored toga OP1
veoma zavisi od osnovne linije. Zbog toga su OP1 i OP5 uporedeni samo na niskoj grani¢noj
frekvenciji od 75 Hz. Amplitude OP su se smanjivale kako se niska grani¢na frekvencija povecavala,
osim za OP3. VrSna vremena su bila relativno konstantna na tri granicne frekvencije. LHON
pacijenti (crveni simboli) pokazali su smanjene amplitude ociglednije za kasne OP.
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Grafikon 33. Oscilatorni potencijali fotopi¢nog 3 ERG-a: a) Talasni oblici filtriranih OP signala
ekstrahovani iz originalnog LA 3 ERG za kontrole (crni tragovi) i LHON pacijente (crveni tragovi)
b) Prikaz oscilatornih potencijala (OP1-0P5) filtriranih na razli¢itim grani¢nim frekvencijama (50-
100Hz)

Analiza varijanse fotopi¢nih OP je pokazala efekat grupisanja na svim grani¢nim frekvencijama
(Grafikon 34). Na granic¢noj frekvenci 50 Hz samo OP4 amplitude su bile zna¢ajno smanjene kod
LHON pacijenata (F(1,18) = 5,463, p = 0,032) dok su rane OP amplitude i latence bile uporedive
(F(1,18) < 5,463, p > 0,109). Podizanjem vrednosti grani¢nih frekvencija na 75 Hz, znacajan
fenomen grupisanja je primecen za OP3 (F(1,18) = 12,073, p = 0,003), OP4 (F(1,18) = 9,616, p =
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0,006), and OP5 (F(1,18) = 6,614, p = 0,020), pokazujuéi znacajno smanjene amplitude OP sa
normalnim latencama (F(1,18) < 2,43, p > 0,138) kod LHON pacijenata u poredenju sa kontrolama.

Na granic¢noj frekvenciji 100, OP2 (F(1,18) = 4,578, p = 0,047), OP3 (F(1,18) = 5,000, p = 0,039), i
OP4 (F(1,18) = 7,798, p = 0,013) su bili znacajno snizeni kod LHON pacijenata u poredenju sa
kontrolama dok su latence OP bile pribliZno jednake ikod LHON pacijenata i kontrola (F(1,18) <
0,245,p > 0,627).
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Grafikon 34. Poremecene komponente oscilatornih potencijala fotopi¢nog 3 ERG kod pacijenata s
LHON.
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Dodatno, sumirane amplitude oscilatornih potencijala su
izraCunate sa 75 Hz granicnom frekvencijom
(OP1+0P2+0P3+0P4+0P5) i na 50 Hz i100 Hz -cutoff
frekvencijama (OP2+0P3+0P4). Figura 6 pokazuje da su
sumirane amplitude bile redukovane kod LHON pacijenata.
Na 50 Hz granic¢noj frekvenciji (Grafikon 35A), sumirana
amplituda je znacajno niZa za LHON pacijente u poredenju sa
kontrolama (F(1,18) = 7,306, p = 0,015). Na 75 Hz granic¢noj
frekvenciji (Grafikon 35B), razlika je jo$ evidentnija (F(1,18) =
10,200, p = 0,005). Sli¢no, na 100 Hz cutoff frekvenciji takode
su bile znacajno niZe vrednosti kod LHON pacijenata u
poredenju sa kontrolama (F(1,18y = 8,077, p =0,011).

Grafikon 35. Sumirane amplitude fotopi¢nih (LA) 3 ERG OP pokazuju sniZenje kod LHON grupe.
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4.5.3 Korelacije strukture i funkcije

Kod sedam pacijenata (srednja starost 28,4 + 5,6) sa genetski potvrdenim LHON uradili smo
korelaciju debljine razlic¢itih slojeva retine (strukturne karakteristike LHON pacijenata) sa
amplitudama i latencama oscilatornih potencijala (funkcionalne karakteristike).

Skotopic¢ni OP1 i OP2 filtrirani na 75 Hz cutoff frekvenciji pokazali su zna¢ajnu negativnu korelaciju
sa debljinom spoljasnjeg pleksiformnog sloja (OPL) (Spearman koeficijent korelacije = -0,747; p =
0,005; Spearman koeficijent korelacije =-0,766; p = 0,004 za OP1i OP2 redom) za spoljasnji ETDRS
prsten (Grafikon 36).

OP1 amplituda i debljina OPL u spoljasnjem ETDRS prstenu OP2 amplituda i debljina OPL u spoljasnjem ETDRS prstenu

Grafikon 36. Prava korelacije debljine OPL u spoljasSnjem ETDRS prstenu i amplituda skotopi¢nih
OP1i OP2 filtriranih na 75Hz granic¢noj frekvenciji

OP3 i OP4 su pokazali znacCajnu negativnu korelaciju sa debljinom OPL u spoljaSnjem ETDRS
prstenu (Spearman koeficijent korelacije = -0,645; p = 0,024 i Spearman koeficijent korelacije = -
0,629; p = 0,028) (Grafikon 37).

OP3 amplituda i debljina OPL u spoljagnjem ETDRS prstenu OP4 amplituda i debljina OPL u spoljainjem ETDRS prstenu

Grafikon 37. Prava korelacije debljine OPL u spoljaSnjem ETDRS prstenu i amplituda skotopi¢nih
OP3 i OP4 filtriranih na 75Hz grani¢noj frekvenciji
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Statistic¢ki znacajna negativna povezanost je nadena i izmedu amplitude skotopi¢nih OP5 i debljine
OPL u spoljasSnjem ETDRS prsenu (Spearman correlation = -0,685; p = 0,014) (Grafikon 38).

OP5 amplituda i debljina OPL u spoljainjem ETDRS prstenu

Grafikon 38. Prava korelacije debljine OPL u spoljasnjem ETDRS prstenu i amplitude skotopi¢nog
OP5 filtriranog na 75Hz grani¢noj frekvenciji

Korelacija izmedu OP i drugih retinalnih slojeva, kao i fotopi¢nih PhNRs nije postojala
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4.6  REZULTATI SPEKULARNA MIKROSKOPIJA

15 LHON pacijenata (30 ociju), 11 (73%) muskaraca, ukljuceno je u analizu. Prosefan normalan
broj ¢elija za tacnu godinu starosti pacijenta dobijen je pomocu jednacine prikazane na Grafikon
39
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Grafikon 39. Broj endotelnih celija desnog i levog oka LHON pacijenata u odnosu na normative
(plava linija). Jednacina upotrebljena za izracunavanje tacnog broja Celija u momentu starosti za
odredenog pacijenta iz normativa

Rezultati analize su prikazani u na Grafikon 39 i u Tabela 13.
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Tabela 13. Prosecne vrednosti broja ¢elija LHON pacijenata i odstupanje u odnosu na normative

koja je bila statisticki znacajna

Satarostu Oko | Broj ProseCan | Prosecan Ispod/iznad Ispod/iznad
trenutku ¢elija | broj ¢elija | broj celija | proseka (opseg | proseka (tacna
merenja mm/2 | (mm-2) za starost 10 godina) godina merenja)
(mm-2)

1 36,25 DO 1464 | 1866 2848 -935 -982
36,25 LO 2267

2 33,83 DO 2666 | 2735 2892 -66 -157
33,83 LO 2803

3 61,17 DO 2735 | 2766 2395 366 371
61,17 LO 2797

4 32,25 DO 2457 | 2548 2921 -252 -373
32,25 LO 2639

5 53,75 DO 2373 | 2356 2530 -144 -174
53,75 LO 2339

6 47,00 DO 2609 | 2676 2653 -25 23
47,00 LO 2742

7 16,67 DO 3088 | 3002 3204 -198 -202
16,67 LO 2916

8 28,42 DO 2391 | 2446 2990 -555 -545
28,42 LO 2500

9 27,17 DO 2815 | 2723 3013 -278 -290
27,17 LO 2630

10 59,58 DO 2425 | 2439 2424 -61 15
59,58 LO 2453

11 55,00 DO 2388 | 2451 2507 -50 -57
55,00 LO 2513

12 19,50 DO 2667 | 2691 3152 -509 -461
19,50 LO 2715

13 57,75 DO 2815 | 2812 2457 312 354
57,75 LO 2808

14 34,08 DO 2670 | 2533 2887 -268 -355
34,08 LO 2395

15 23,17 DO 2280 | 2375 3085 -625 -710
23,17 LO 2470

srednja -236,2

vrednost

SD 363,81

p vrednosto 0,025

Kod LHON pacijenata primecena je statisticki znac¢ajno niza gustina endotelnih ¢elija (p=0.025).

[ako razlika u polimorfizmu i polimegatizmu nije bila statisticki znacajna, procenat Celija veli¢ine
500-600 kvadratnih mikrometara je vec¢i kod LHON pacijenata (Slika 28).
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Slika 28. Desna strana prikazuje endotel roZznja¢e LHON pacijenata, srednja slika prikazuje endotel
nosioca mutacije, dok je sa leve strane prikazana roznjaca zdravog pacijenta istih godina.

4.7 PODGRUPE GENETSKI POTVRDENIH LHON PACIJENATA SA SPECIFICNIM
KARAKTERISTIKAMA

4.7.1 Podgrupa LHON pacijenata sa poboljSanjem vidne oStrine

Kod 6 pacijenta (2 Zene, 4 musSkarca) koji su oboleli od LHON (mutacije MT-ND1: m.3460G>A
homoplazmija, 2 DNAJC 30 152 A>G (p.Tyr51Cys), MT-ND6: m14484 T>C, p.Met64Val
homoplazmija i MT-CYB 15309 T>C, 65% heteroplazmija) doslo je do poboljSanja vidne oStrine.
Kod jedne Zene i jednog muskarca doslo je do poboljSanja vidne oStrine samo na jednom oku i
povezano je sa upotrebom Idebenona tako da su iskljuceni iz analize.

Prvi pacijent je nosilac 14484 mutacije i ambliop je na jednom oku od detinjstva oznacen kao LHON
4 (Tabela 2). Detaljne fenotipske karakteristike ovog pacijenta opisane su u delu za ambliopijuina
Grafikon 40. Drugi pacijent je nosilac retke mutacije MT-CYB 15309 T>C oznacen kao LHON 22.
Detaljne fenotipske karakteristike ovog pacijenta opisane su u delu retkih mutacija i na Grafikon
41. Treci pacijent je nosilac mutacije u DNAJC30 genu oznacen kao LHON 18. Detaljne fenotipske
karakteristike ovog pacijenta su prikazane u delu za autozomno recesivni LHON i na Grafikon 42.
Cetvrta pacijentkinja ozna¢ena kao LHON 15 je vidnu o$trinu izgubila kada je bila stara dve godine
posle Cega je doslo do poboljSanja. U momentu prezentacije na Klinici (33 godine nakon pocetka
bolesti) vidna osStrina obostrano je bila 0,6, imala je skotome u centralnom vidnom polju, istanjen
peripapilarni RNFL i istanjenje unutrasnjih slojeva retine u makuli. Latenca N95 talasa je bila
normalna kao i amplituda, ali je oblik talasa bio abnormalan, talas je bio u nivou izoelektric¢ne linije
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i N95/P50 odnos je bio niZi od normale OD:

pacijentkinju nisu dostupni.
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Grafikon 40. Pacijent sa poboljSanjem vidne oStrine nosilac 14484 mutacije ambliop na levom oku.
Tokom perioda pracenja ne dolazi do potpune normalizacije VEP-a ni PERG-a, ali dolazi do
znacajnog oporavka vidnih polja i amplitude OP2 i OP3.
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Grafikon 41. Desno i levo oko drugog pacijenta sa poboljSanjem vidne oStrine nosioca MT-CIB
15309 T>C mutacije. Tokom perioda pracenja nije doSlo do poboljSanja amplitude PERG N95
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talasa, ali je primecena normalizacija latence P 100 talasa i znacajno poboljSanje amplitude OP2 i
OP3
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Grafikon 42. Tre(i pacijent sa poboljSanjem vidne oStrine nosilac mutacije u DNAJC30 genu kod
koga je doslo do poboljsanja i amplitude i latence VEP P100 talasa, dok je PERG N95 talas i dalje
abnormalan

U akutnoj fazi bolesti N95/P50 je bio signifikantno niZi u grupi pacijenata bez poboljSanja vidne
oStrine (grupa 1; p=0,034). Amplituda N95 talasa je bila redukovana u grupi 1 (3,37mV) dok je u
grupi 2 bila normalna (4,37mV) iako ova razlika nije bila statisticki signifikantna (p=0,06). Vidna
oStrina je u akutnoj fazi takode bila viSa u grupi 2 sa grani¢cnom signifikancom (p=0,05). U hroni¢noj
fazi postojala je znacajna razlika u vidnoj oStrini izmedu grupa (p<0,001) sa prose¢nom vidnom
o$trinom VO 0,75 Snellen u grupi 2. VEP P100 talas je bio nedetektabilan kod 4 /6 pacijenata u grupi
1, dok su ostala dva pacijenta imala produZene latence i smanjene amplitude. U grupi 2, svi pacijenti
su imali detektabilan VEP P100 talas, sa redukovanom amplitudom kod dva pacijenta i normalnom
latencom samo kod jednog pacijenta.

N95/P50 odnos je bio signifikantno nizi u grupi 1 sa grani¢no niZom vrednosti amplitude N95
talasa (p=0,02).

Oporavak vidne oStrine u grupi 2 je poceo izmedu 12 i 24 meseca posle pocetka bolesti (prosek
17,33 meseca), dok je kod dva pacijenta koji su koristili [debenon oporavak zapoceo 14 i 15 godina
nakon pocetka bolesti. Oba ova pacijenta su imala redukciju latence VEP P100 talasa na normalne
vrednosti na jednom oku, dok su amplitude ostale redukovane. PERG N95 talas je bio redukovan,
na nivou izolinije i N95/P50 odnos je bio ispod 1.
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Tokom perioda pracenja, u grupi pacijenata sa poboljSanjem vidne oStrine doslo je i do poboljSanja
vrednosti skotopi¢nih OP2 i OP3.

Segmentaciona analiza kod ovih pacijenata nije pokazala zadebljanje slojeva tokom perioda
pracenja koje bi dalo strukturnu osnovu za popravak vidne oStrine, ali je postojalo centralno
ocuvanje unutrasnje retine koje je primec¢eno kod svih LHON pacijenata. Debljina GCC je bila veca
u unutrasnjem ETDRS prstenu u grupi dva (p=0,049), dok je debljina pRNFL takode bila ve¢a u
svim segmentima sa statistickom signifikancom u donjem temporalnom segmentu (p=0,034).
Debljina INL i OPL su takode bile vec¢e u grupi pacijenata sa oporavkom vidne ostrine (p=0,029 i
p=0,002). I strukturni i elektrofizioloski parametri su pokazali signifikantnu korelaciju sa vidnom
oStrinom nakon poboljSanja Grafikon 43 sa najve¢im stepenom korelacije izmedu debljine
inferiornog temporalnog pRNFL (p=0,001).
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Grafikon 43. Krajnja vidna oStrina kod pacijenata sa funkcionalnim oporavkom pokazuje znacajnu
zavisnost od odnosa N95 /P50 u akutnoj i hroni¢noj fazi, kao i debljinom GCC, INL, OPL i inferiorno

temporalnog pRNFL.

4.7.2 Podgrupa pacijenata sa monokularno loSom vidnom ostrinom od detinjstva (LHON ili
ambliopija)

U kohorti pacijenata obolelih od LHON koji su nosioci prethodno potvrdene LHON mutacije
registrovana su tri pacijenta koja od detinjstva na jednom oku imaju slabu vidnu os$trinu. Prema
anamnestickim podacima do pada vida na tom oku doslo je godinama pre pojave LHONa u kasnijoj
Zivotnoj dobi.

Prvi pacijent, oznacen kao LHON 16 (Tabela 2), bio je 17 godina star u momentu pada vidne oStrine
na levom, do tada zdravom oku. Na desnom oku je postavljena dijagnoza hiperopi¢ne ambliopije
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koja nije odgovarala na standardnu terapiju okluzijom. Vidna oStrina je bila brojanje prstiju na 2
metra desno i brojanje prstiju na metar levo, a kolorni vid 0/15 na desnom i 1/15 na levom oku
(Ishihara tablice) i postojao je centralni skotom u vidnom polju. Klinicke karakteristike su

prikazane na Slika 29. Kod pacijenta je potvrdena retka, ranije publikovana mutacija MT-
ND1:m.3700G>A.

Slika 29. U momentu pregleda (5 meseci od pocetka bolesti) na fundoskopiji se registruje pocetno
bledilo u temporalnom delu sa blago tortuoti¢nim krvnim sudovima. Tokom perioda pracenja
papile su postale blede i atroficne sa potpunom atrofijom pRNFL i skotomima u vidnom polju.
Peripapilarni RNFL je tokom celokupnog perioda pracenja pokazivao obostrano tendenciju
progresije istanjenje u svim sgmentima, manje nazalno nego temporalno.

Drugi pacijent, oznacen kao LHON 5 (Tabela 2), je gospodin koji je bio 61 godina star u momentu
pada vidne oStrine na levom, do tada zdravom oku u januaru 2017. U detinjstvu je na desnom oku
registrovana blaga hiperopija i moguce strabizam (navodi da je imao strabolosku operaciju, bez
dokumentacije) i na tom oku nije primetio promenu vidne funkcije. Vidna oStrina je bila brojanje
prstiju na 2 metra obostrano, a kolorni vid 1/15 takode obostrano (Ishihara tablice) i postojao je
centralni skotom u vidnom polju. Fenotipske karakteristike pacijenta su prikazane na Slika 30. Kod
pacijenta je potvrdena mutacija MT-ND4:m.11778G>A. Naveo je da je majka u starijoj Zivotnoj dobi
izgubila vid na oba oka zbog opticke atrofije.
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kontrola, januar 20

Slika 30. U momentu pregleda (dve nedelje od pocetka bolesti) na fundoskopiji su se videli
obostrano hiperemicni opticki diskovi i tortuoti¢ni krvni sudovi, a vidno polje je bilo suZeno. Tokom
perioda pracenja doSlo je do potpune atrofije vidnog Zivca i ostalo je samo malo ostrvo vida u
vidnom polju

Treci pacijent, oznacen kao LHON 4, je muskarca koji je u 21. godini Zivota (jun 2010) pretrpeo
postepeni bezbolni gubitak vidne oStrine na desnom oku u periodu od 2-3 nedelje. U detinjstvu je
na levom oku postavljena dijagnoza strabizmi¢ne ambliopije i oko je bilo u konvergensu. Genetski
testovi potvrdili su dijagnozu LHON-tipicne mutacije MT-ND6: m14484 T>C, p.Met64Val
(homoplazmija), a u porodici su bila i dva rodaka sa majcine strane koji su imali sli¢cnu epizodu
gubitka vida, a zatim i poboljSanja u mladem uzrastu.

Na prijemu, oStrina vida na prethodno normalnom, desnom oku je bila brojanje prstiju na 3 m, dok
je na levom, slabovidom, bila brojanje prstiju na 2,5 m. Kolorni vid meren Ishihara tablicama bio je
1/15 na oba oka. Klinicke karakteristike pacijenta su prikazane na Slikama 72 i 73. Kod ovog
pacijenta je godinu i po dana poceo oporavak vidne oStrine koji se nastavio u periodu od 6 godina
[ dostigao 1.0 Snelle. Oporavak vidne oStrine bio je prac¢en nepotpunim oporavkom kolornog vida,
smanjenjem skotoma u vidnom polju (Slika 31), oporavkom senzitivnosti retine na
mikroperimetriji i poboljSanjem elektrofiyioloskih rezultata (Slika 32).
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Slika 32. Mikroperimetrija i elektrofizioloSke karakteristike pacijenta LHON 16
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Nasi pacijenti nisu primetili promenu vidne funkcije na oku koje je navodno bilo ambliopno.
Slabovido i LHON oko su pokazali slicne elektrofizioloske karakteristike. Kod pacijenata kod kojih
nije doSlo do poboljSanja vidne oStrine u hroni¢noj fazi bolesti VEP je postao nedetektibilan na oba
oka, a prosecna vrednost vrednost latence svih merenja bila je diskretno ve¢a na ambliopnom oku,
dok je amplituda bila identicna. PERG N95 talas je kod oba ova pacijenta imao vec¢u vrednost
amplitude Kod pacijenta kod koga je doSlo do popravka vidne oStrine latenca N95 talasa je bila
duZa, a amplituda ve¢a na ambliopnom oku i za amplitudu P50 (p=0.015) cije su vrednosti bile vise
na LHON oku verovatno kao posledica bolje fiksacije. Peripapilarni RNFL je pokazivao progresivno
istanjenje podjednako na oba oka. I kod pacijenta sa poboljSanjem vidne oStrine primecen je isti
trend progresije istanjenja pRNFL $to znaci, da se vid moZe popraviti i bez strukturnog oporavka

ili cak uz strukturno istanjenje vlakana vidnog Zivca.
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5 DISKUSIJA

Mitohondrijske bolesti su heterogena grupa klinickih manifestacija koje karakteriSe disfunkcija
oksidativne fosforilacije. Tatna procena ucestalosti ovih poremecaja nije jednostavna, zbog velike
varijabilnosti starosti obolelih u momentu javljanja bolesti, ali se smatraju najceS¢im patologijama
medu grupom urodenih greSaka metabolizma (36). Prvi dokazi o oftalmoloskim bolestima
povezanima sa mtDNK mutacijama datiraju iz 1988. godine kada su Wallace i saradnici pronasli
tackastu mutaciju u genu koji kodira subjedinicu 4 kompleksa I u porodici sa Leberovom
naslednom optickom neuropatijom (LHON) (30). Sada je poznato da viSe od 90% simptomatskih
LHON slucajeva nastaje kao posledica jedne od tri tipi¢cne mutacije, dok je za do 10% slucajeva
LHON-a odgovorna neka od atipi¢nih, retkih mutacija koje su uglavnom prisutne u pojedina¢nim
slucajevima ili porodicama (56). Ipak neke populacije imaju znacajno visi broj broj atipi¢nih
mutacija kao na primer populacija Slovenije gde procenat retkih mutacija iznosi 15% (146).

U klinickom okruZenju odredivanje tipa opticke neuropatije samo na osnovu klini¢kog fenotipa nije
dovoljno, pa genetsko testiranje predstavlja izuzetno znacajan resurs u postavljanju precizne
dijagnoze. U velikom broju slucajeva klinicka slika moze biti slicna i, nakon iskljucivanja svih
poznatih uzroka, moZe se pojaviti dilema da li se radi o atipicnoj mitohondrijskoj patoloskoj
varijanti koja izaziva LHON, ili optickoj neuropatiji uzrokovanoj joS neotkrivenim genetskim
poremecajem Koji moze ili ne mora da uti¢e na funkciju mitohondrija. Takav primer je nedavno
opisana mutacija DNAJC30 u nuklearnom genomu koja dovodi do nastanka LHON-a (61). Otkrice
patogene LHON mutacije koja se nasleduje autozomno recesivno i definisanje autozomalno
recesivnog LHON-a (arLHON) kao posebnog entiteta pomoglo je da se objasni veliki broj do sada
nerazjasnjenih slucajeva LHON fenotipa (61).

Medutim, ponekad i genetsko testiranje ne daje jasnu potvrdu ove dijagnoze. Takvi slucajevi jasnog
LHON fenotipa, a bez identifikovanog genetskog uzroka predstavljaju dijagnosticki izazov. Stoga je
ova studija imala za cilj da utvrdi da li kod optickih neuropatija koje nastaju kao posledica
mitohondrijalne disfunkcije poznatog genetskog uzroka mogu postojati neke suptilne razlike u
fenotipskoj ekspresiji, u poredenju sa slicnim klinickim sluc¢ajevima bez genetskih indikacija
LHON-a (59). Koliko nam je poznato, takvo poredenje dosada nikada nije radeno. Takode, cilj nam
je bio i da identifikujemo eventualne biomarkere bolesti, kao i eventualnog spontanog poboljsanja.
Takode smo Zeleli analiziramo fenotip pacijenata sa novootkrivenim promenama u
mitohondrijskoj DNK kao i da ispitamo patogenost tih promena testovima mitohondrijske funkcije.

Genetsko istrazivanje u okviru ove teze identifikovalo je patogenu varijantu kod 18 pacijenata (15
nosilaca tipi¢ne mutacije, 2 autozomno recesivna LHON pacijenta i 1 pacijenta sa atipi¢cnom ranije
publikovanom mutacijom) i 6 pacijenata sa do sada nepublikovanim promenama u mtDNK (Tabela
1). Detaljno genetsko istrazZivanje u okviru ove teze dovelo je do otkri¢a tri velike LHON porodice
sa ukupno 31 obolelim ¢lanom i velikim brojem nosilaca mutacija Sto je dalje omogucilo adekvatno

gensko savetovanje narocito mladih nosilaca. Cinjenica da su dva ¢lana iz velike LHON porodice
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dijagnostikovana kao toksi¢na ambliopija i kortikalno slepilo, ukazuje na velike diferencijalno
dijagnosticke poteSkoce sa kojima se suocavamo narocito u hroni¢noj fazi LHON-a (sve opticke
atrofije imaju slican klinicki izgled) i na to da se moguénost LHON-a ne moZe iskljuciti bez obzira
na stariju zivotnu dob pacijenta u trenutku nastanka bolesti.

Fenotipske karakteristike pacijenata sa novootkrivenim promenama u mtDNK su bile gotovo
identicne fenotipu LHON pacijenata koji su nosioci jedne od tri tipicne mutacije uz nekoliko
neuobicajenih karakteristika koje su odvojeno prikazane. U okviru ove teze predstavljena je i
detaljna fenotipska analiza porodice kod koje je identifikovana retka mutacija m.13042G>T
(A236S) u ND5 genu, sa tri ¢lana obolela od Leberove hereditarne opti¢ke neuropatije i tri
neobolela srodnika. Dve predstavljene obolele osobe su imale dubok gubitak vida u ranoj dobi (11
i 20 godina), dok je njihova baka, prema podacima lokalne bolnice, imala kasnu prezentaciju u 58.
godini Zivota. Gubitak vida karakterisao je centrocekalni skotom, abnormalan PERG N95 i VEP i
stanjivanje nervnih vlakana retine na OCT. Tokom perioda pradenja nije bilo poboljSanja vidne
funkcije (oStrina vida, vidno polje, elektrofizioloSkih karakteristika ili OCT).

Identifikovana homoplazmatska mtDNK mutacija m.13042G>T (A236S) u ND5 genu je verovatno
patogenoa jer je to jedina nesinonimna, homoplazmatska mutacija u probandovoj mtDNK i
odgovorna je za promenu aminokiseline A236Ser u invarijantnoj poziciji visoko konzerviranog
domena ND5 subjedinice G1 gena kompleksa I. ND5 A236S promena mtDNK jos nije prijavljena u
dostupnim bazama mitohondrijske DNK (Mitomap baza podataka http://vvv.mitomap.org/), niti
je bila prisutna u slovenackoj populaciji u velikom broju kontrolnih mtDNK, ukljucuju¢i mnoge koje
pripadaju istoj haplogrupi K (slovenacka DNK baza podataka sa preko 7000 genoma). Segregacija
je potvrdila istu mutaciju u homoplazmatskom stanju kod majke probanda (LHON 19) i majke
pacijenta III-5 (LHON 20), kao i kod cerke trece sestre IlII-2 (Slika 17) koje su trenutno bez
simptoma. Majka sestara je bila slabovida, ali mutacija nije potvrdena. Fenotip nasSih pacijenata bio
je predominantno povezan sa okularnim karakteristikama bez dodatnih sistemskih smetnji
(pacijenti su imali normalan NMR i nisu postojale nikakve sistemske promene sem stenoze aorte
koja je postojala kod LHON 20).

Slicna mutacija sa promenom aminokiseline G13042T/ND5 mtDNK A236T i razlicitom
haplogrupom (H) je prijavljena i dokazano je patogena (potvrdena je disfunkcija mitohondrija
skeletnih misi¢a, o cemu svedoCi konstantno povecanje nivoa mlecne Kkiseline u serumu i
proliferacija mitohondrija u biopsiji miSi¢a) u italijanskoj porodici sa neuroloSkim i vizuelnim
simptomima (147).

Postoji jasna razlika u klinickim karakteristikama izmedu naSih pacijenata i ranije prijavljene
italijanske porodice: pocetak bolesti u italijanskoj porodici je u kasnijoj Zivotnoj dobi i povezan je
sa dobrom oStrinom vida navodno nakon operacije katarakte (147) Najupadljivija razlika izmedu
italijanskih i naSih pacijenata je prisustvo neuroloskih karakteristika. Italijanska porodica imala je
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inflamatorne promene u arahnoidnom uzorku i promene na MRI mozga koje nisu nadene kod nasih
pacijenata (147). Neobicni simptomi su postojali kod LHON 19 u vidu jakih glavobolja i svetle¢ih
fenomena u vidu bliceva kratko vreme pre gubitka vidne oStrine. Sli¢ne glavobolje su opisane kod
jednog pacijenta u italijanskoj familiji (147). Retko LHON pacijenti prijavljuju da su videli svetlosne
fenomene u vidu sevanja, razlicitih boja, ose¢aj oSamucenosti, glavobolje, Uhtofov fenomen i
slicno(148). NaSi pacijenti nisu imali druge neuroloSke simptome. Pored opticke neuropatije, dve
obolele osobe u italijanskoj porodici i neki od neobolelih nosilaca imali su kataraktu i retinopatiju
koju karakteriSu Zuckaste tacke rasporedene u perifernoj i centralnoj retini. Nasi pacijenti nisu
imali retinopatiju na osnovu klinickih nalaza niti u OCT-u, ali su uocene blage promene u
odgovorima ERG-a celog polja. Sli¢cno smanjenje odgovora Cepica je takode primeceno i u brazilskoj
porodici sa LHON-om (149). Katarakta nije bila prisutna ni kod naSih pacijenata, ni kod njihovih
majki. lako Majander i sar. (87) Barboni i sar. (150) prijavljuju bolji ishod ako se LHON javi u ranom
uzrastu sa stopom spontanog oporavka vida i kona¢nom najbolje korigovanom vidnom oStrinom
(BCVA), kod nasSeg pacijenta sa pocetkom bolesti u ranoj Zivotnoj (11 godina), vidna oStrina se nije
popravila.

Postoji nekoliko mogucéih objasnjenja za tako razlicite fenotipove u italijanskoj porodici sa slicnom
mutacijom na istom nukleotidu: prvo, razli¢ite promene aminokiselina su mogle modifikovati
strukturu proteina i posledi¢no funkciju i metabolizam mitohondrija na manje povoljan nacin. Zbog
toga je analiziran i efekat mutacije in silico, poredenjem uticaja Ala236Ser varijante sa prethodno
publikovanom patogenom varijantom koja deluje na istu reziduu Ala236Thr. Analiza EBI’s VarSite
kompjuterskim programom je pokazala da Ala236Ser varijanta se predvida kao rezultat zamene
aminokiseline alanina serinom, uz manju ocekivanu promenu hidrofobnost i naelektrisanja
punjenja (151). Ovo je upadljivo slicno prethodno objavljenom ocekivanom uticaju patogene
zamene na ovu aminokiselinu (147). Pored toga, teorijska predvidanja dobijena koriS¢enjem
APOGEE ukazuju na to da se obe varijante predvidaju kao patogene (152).

Druga moguc¢nost je homoplazmija prisutna kod nasih pacijenata. Iako je mutacija u italijanskoj
porodici bila heteroplazmicna, ozbiljniji fenotipovi bili povezani sa viSim stepenom heteroplazmije.
Takode postoji mogucénost da su polimorfizmi unutar haplogrupe promenili penetrantnost
predstavljene G13042T mtDNK mutacije. Kod evropskih pacijenata sa LHON-om je potvrdeno da
haplogrupe ]2, J1 i K povecavaju rizik od slepila kod pacijenata sa m.11778G>A, m.14484T>C
odnosno m.3460G>A, a haplogrupa H ima protektivnu ulogu kod LHON pacijenta sa m.11778G>A
mutacijom (65). Ostaje pitanje da li haplogrupe imaju isti uticaj i na sekundarne mutacije.

Prikazana promena spada u grupu takozvanih jakih mutacija sa snaznim patogenim efektom.

Barboni i saradnici su prijavili loSije funkcionalne ishode kod dece sa m.3460G>A/MT-

ND1(p.A52T) patogenom varijantom (86). Ova patogena varijanta uti¢e na transport elektrona

napadajuci direktno redoks aktivnost CI smanjujuci formiranje hinola i nishodni transfer elektrona

i pumpanje protona $to dovodi do povecane produkcije slobodnih radikala (153). Mutacije u ND4 i
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ND6 (druge dve najceS¢e mutacije m.11778G>A/MT-ND4 i m.14484T>C/MT-ND6) uti¢u na
translokaciju protona preko unutrasnje membrane mitohondrija i na efikasnost ¢uvanja energije,
ali ne uticu direktno na transport elektrona (153), (154). Sli¢cno patogenim varijantama u ND1
genu, i patogene varijante u ND5 genu (kao mutacija G13042T/ND5) takode deluje direktno na
transport elektrona menjajuci kvinon-vezuju¢e mesto na ND5 subjedinici.

Druga zanimljiva identifikovana promena je bila MT -ND4:m.11443A>C kod 61-godiSnjeg
pacijenta. Ispoljavanje patogene varijante je bilo u kasnijoj Zivotnoj dobi, a mutacija nije potvrdena
ni kod jednog drugog c¢lana porodice (testirani majka i brat) i postojale su izvesne klinicke
specificnosti u smislu curenja na fluoresceinskoj angiografiji koje je nekarakteristicno za LHON.
Ova patogena varijanta je bila prisutna u heteroplazmiji 65% Sto je dovoljno da ispolji svoj patogeni
efekat.

[ako se najveci procent LHON slucajeva manifestuje u ranoj mladosti, opisani su i sluc¢ajevi u znatno
starijoj dobi (88). Smatra se da je kod pojave LHON-a u kasnijoj Zivotnoj dobi preovladujudi uticaj
faktora sredine i da se, bez Stetnog uticaja ovih faktora, patogeni efekat mutacije nikada ne bi ni
ispoljio o ¢emu svedoci i ¢injenica da je kod ovog pacijenta funkcija kompleksa I bila izuzetno losa.
Interesantna je i ¢injenica da mutacija nije potvrdena kod majke i brata, Sto ovu mutaciju ¢ini de
novo mutacijom Sto je dosta retko publikovano u literaturi (155), (156). Takode, ostaje i pitanje
registrovanog curenja na fluoresceinskoj angiografiji. Postoji nekoliko prikaza curenja na optickom
disku na fluoresceinskoj angiografiji kod LHON pacijenata u literaturi. (157), (158). Wakakura je
prikazao interesantan slucaj pacijenta kod koga je dosSlo do razvoja LHON-a kao posledica optickog
neuritisa (159), dok je Hsu prikazao slucaj pacijenta koji je zbog curenja na FA pogresno
dijagnostikovan kao opticki neuritis (158). Chuman je takode prikazao slu¢aj LHON pacijenta kod
koga su pored curenja na optickom disku registrovane i MRI promene na opti¢ckom nervu (160), ali
pacijent, slicno naSem pacijentu, nije reagovao na kortikosteroidnu terapiju i nisu detektovana
antitela koja bi ukazala na bilo koju formu optic¢kog neuritisa.

Mutacija MT-CIB 15309 T>C (heteroplazmija 65%) je takode okarakterisana neobi¢nim tokom
bolesti kod naseg pacijenta koji je podrazumevao 4 epizode smanjenja i poboljSanja vidne oStrine
na jednom oku pre konacnog dostizanja NADIR vidne oStrine (najloSije vidne oStrine u toku
bolesti). Pacijent je tokom 2 godine bio legalno slep da bi mu se nakon tog vremena vidna oStrina
popravila i ostala stabilna tokom celog perioda pracenja. Koliko nam je poznato, sli¢an slucaj nije
opisan u dostupnoj literaturi. Postoji nekoliko opisanih slu¢ajeva LHON plus bolesti sa padovima i
spontanim poboljSanjima vidne oStrine (161). U ovim slu¢ajevima poboljSanje vidne oStrine nikada
nije potpuno i svaki slede¢i napad vodi ka sve dubljem padu vidne ostrine. Kod naseg pacijenta nisu
postojale promene na magnetnoj rezonanci u smislu demijelinizacionih promena I iskljucene su

svi ostali mogudi uzroci.
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Ponekad dolazi i do kombinacija koje ukazuju mogucnost sistemske disfunkcije mitohondrija.
Takav primer je bila pacijentkinja nosilac mutacije MT-NDI:m.4130A>T je doZivela pad vida i
gubitak kolornog vida u kasnoj Zivotnoj dobi, a pacijent nosilac MT-ND6:m.14598T>C mutacije je
imao nizak stepen heteroplazmije (22%) i pridruZenu Parkinsonovu bolest.

Da bismo potvrdili patogenost novootkrivenih promena uradeni su testovi mitohondrijske
funkcije.

Genetika LHON a i njen uticaj na OXPHOS i homeostazu mitohondrija su detaljno istrazeni (55).
Uglavnom je LHON prouzrokovan tackastim mutacijama u mitohondrijskom genomu koji kodiraju
subjedinice kompleksa I respiratornog lanca mitohondrija. Ovo dovodi do oStecenja fluksa
elektrona u respiratornom lancu, Sto redukuje respiraciju kompleksa I i aktivnost OXPHOS i
povecava produkciju slobodnih radikala (ROS) (18). Pored pojacane produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS), pokazano je da postoji i pojacana mitofagija u fibroblastima LHON
pacijenata (19). Kod LHON pacijenata dolazi do smanjenja ukupne mase mitohondrija u odnosu na
neobolele nosioce (17), i u nekom trenutku RGC gube sposobnost da kompenzuju redoks disbalans
u Celiji, povecan nivoa slobodnih radikala i oksidativnih oSte¢enja. Ovi mehanizmi mogu da dovedu
do disfunkcije osetljivih RGC u akutnoj fazi LHON-a i posledi¢ne apoptoze velikog broja tako
oStecenih Celija (18). Gubitak RGC u LHON'u je pracen i demijelinizacijom poSedenih aksona u
optickom nervu i dodatnog ogranicavanja njihove sposobnosti sprovodenja signala (17).

Zbog jedinstvenih osobina mitohondrija, mitohondrijske bolesti mogu nastati usled promena u
mtDNK, ali s obzirom da ove organele znacajno zavise i od ekspresije odredenih gena u nDNK,
mitohondrijski poremecaji mogu biti uzrokovani mutacijama u oba genoma.

U ovom radu su ispitivani pokazatelji mitohondrijske funkcije u MNCPK pacijenata sa tipi¢nim
mutacijama mtDNK, kao i kod pacijanata sa novootkrivenim mutacijama, u poredenju sa MNCPK
zdravih kontrola odgovarajuceg pola i starosti. Mutacije koje deluju na bilo kom delu lanca
prenosilaca elektrona lanca dovode do znacajnih poremecaja funkcije kompleksa I, koja se moze
registrovati respirometrijom visoke rezolucije (162,163). Naime, usled smanjene respiracije na
nivou kompleksa I, dolazi do pada sinteza ATP-a oksidativnom fosforilacijom, Sto moZe nepovoljno
uticati na energetski status Celije, uz snizen nivo Celijskog ATP-a. U naSem istraZivanju, pokazali
smo da je respiratorna funkcija na nivou kompleksa I u MNCPK pacijenata sa LHON bila zna¢ajno
niza u poredenju sa respiratornom funkcijom u MNCPK odgovarajuéih kontrola, $to je u skladu sa
istraZivanjima u kojima je pokazano da kod LHON pacijenata postoji smanjena respiratorna
funkcija koja se odrazava u smanjenoj aktivnosti kompleksa I. Naime, Peveralli i saradnici su
pokazali da postoji donekle redukovana aktivnost kompleksa I kod 5 novih verovatno patogenih
varijanti, ali potrosnja kiseonika u ¢elijama nije bila smanjena (164). U nekoliko razlicitih studija
nisu pokazani znacajni pormecaji funkcije respiratornog lanca (165-167). Angebault i saradnici su
pokazali smanjenu aktivnost kompleksa I kod LHON pacijenata koja se poboljSava upotrebom
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Idebenona (168). U nasem istrazivanju, uporedna analiza respiratornih stanja, koja su pokazatelj
respiracije na nivou ostalih komponenti respiratornog lanca, pojedinacno (C II i CIV) i sveukupno,
nije pokazala razliku izmedu aktivnosti ostalih kompleksa u MNCPK izolovanih iz krvi pacijenata
sa LHON i kontrolnih uzoraka. Medutim, vrlo je znacajno da je nasSe istraZivanje pokazalo da se pad
respiratorne funkcije na nivou kompleksa I moze pratiti u MNCPK pacijenata, $to navodi na
mogucnost koriS¢enja ove analize kao dodatnog biomarkera u diferencijalnoj dijagnozi. Uz to,
posebno je znacajno Sto analiza respoiratorne funkcije nije pokazala razliku izmedu uzoraka sa
tipicnom LHON mutacijama i uzoraka sa novootkrieninm mutacijama, navode¢i na mogucnost da
bi karakterizacija funkcije mitohondrija mogla da ima odredeni znacaj u proceni patogenosti
novootktivenih mutacija.

Grupa istraZivaca je pokazala da kod pacijenata sa LHON postoji znacajno povecanje produkcije
ROS i snizen potencijal unutrasnje mitohondrijske membrane, Sto ukazuje na depolarizaciju (169).
Lipidi membrane su posebno osetljivi na dejstvo ROS zbog prisustva dvostrukih veza. U proteinima
SH grupe cisteina ili metionina su osetljive na delovanje ROS, koji mogu dovesti od njihove
oksidacije, dok ostaci tirozina mogu biti podvrgnuti nitrozilaciji reaktivnim jedinjanjima azota ¢iji
je metabolizam povezan sa ROS. Mitohondrije su takode veoma osetljive na oksidativna oStecenja
zbog prisustva metala u protetskim grupama lanca prenosilaca elektrona, a ceo OXPHOS sistem je
osetljiv na dejstvo vodonik-peroksida. Limfociti pacijenata sa LHON-om tretirani oksidacionim
sredstvom 2 deoksi-D-ribozom pokazali su znacajan porast procenta apoptoti¢nih ¢elija u odnosu
na kontrole (170), dok je na miSevima dokazano da inokulacija ribozima koja smanjuje mRNK za
MnSOD i nivo proteina dovodi do gubitka aksona i mijelina u optickom nervu, koji su glavna
karakteristike optickih nerava pacijenata sa LHON-om dokazana na obdukcijama (171).

LHON hibridi dobijeni iz ¢elijske linije neuronskog prekursora Ntera 2/D1 (NT2) pokazali su vecu
proizvodnju ROS u odnosu na kontrole samo nakon diferencijacije u zrele neuronske ¢elije, Sto
ukazuje na to da bi LHON mutacije mogle zahtevati diferencirano neuronsko okruZenje kako bi se
izazvao oksidativni stres (172). Falabela i saradnici su pokazali pove¢anu produkciju reaktivnih
kiseonic¢nih i reaktivnih azotnih jedinjenja u mononuklearima LHON pacijenata (173). Kako je
poznato da povecana produkcija ROS i oksidativni stres imaju klju¢nu ulogu u degeneraciji optickog
nerva, a da je kompleks I najvazniji izvor superoksidnog anjona u mitohondrijama, stoga je kao
jedan od pokazatelja mitohondrijalne funkcije u ovom radu ispitivana i produkcija superoksidnog
anjona.

Mononuklearne Celije periferne krvi LHON pacijenata uklju¢enih u ovu studiju imale su znacajno
visu produkciju superoksidnog anjona u odnosu na kontrolne uzorke, Sto je bilo karakteristi¢no i
za pacijente zsa poznatim, kao i za one sa novootkrivenim mutacijama.

Kako su prethodne analize pokazale da u MNCPK pacijenata sa LHON postoji disfunkcija kompleksa
[ respiratornog lanca, kao i porast produkcije superoksidnig anjona, uradena je citofluorimetrijska
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analiza potencijala unutrasnje membrane mitohondrija, nakon bojenja katjonskim fluorohromom
JC-1. Pokazano je da u uzocima MNCPK pacijenata sa LHON pada potencijal unutra$nje membrane
mitohondrija, odnosno dolazi do odredenog stepena depolarizacije, koje se uocava ¢ak i u nativnim
uslovima. Medutim, porast depolarizacije postaje izraZen u uslovima kada su MNCPK izloZene
delovanju prooksidansa H202, kada je uocen ve¢i porast odnosa intenziteta zelene i crvene
fluorescence (FL1/FL2) u MNCPK pacijenata u odnosu na kontrolne. U tim uslovima, mitohondrije
LHON pacijenata pokazuju znacajno viSu produkciju ROS u odnosu na zdrave kontrole, Sto ukazuje
da su MNCPK pacijenata osetljivije na oksidativni stres u poredenju sa zdravim kontrolama.

MNCPK pacijenata sa promenama u mtDNK nepoznatog znacaja su imali sniZenu funkciju
kompleksa I, pove¢anu produkciju ROS i povecanu depolarizaciju membrana u poredenju sa
zdravim Kkontrolama i pribliZzno jednake karakteristike kao i polimorfonukleari pacijenata sa
tipicnim LHON mutacijama. Ovakav rezultat ukazuje na patogenost novoidentifikovanih promena
i omogucuje reklasifikaciju VUS u verovatno patogene ili patogene.

Genetski negativni slucajevi pacijenata sa tipicnim LHON fenotipom predstavljaju veliki
dijagnosticki problem. Zato je identifikacija biomarkera koji ¢e da pomognu u laksoj diferencijaciji
genetski potvrdenog LHON-a u hroni¢noj fazi bolesti (kada ga je fundoskopski nemoguce
razlikovati) od drugih optickih atrofija (nonLHON grupa) od krucijalnog znacaja. Identifikacija
potencijalnih biomarkera vrSena je uz pomoi¢ OCT-a (u podrucju makule i oko optickog diska) i
pomocu elektrofiziologije.

Segmentacionom OCT analizom poredena je debljina svih slojeva retine prema ETDRS prstenovima
i poljima u hroni¢noj fazi kod LHON pacijenata (LHON grupa) i pacijenata sa tipicnim LHON
fenotipom, bez genetske potvrde bolesti (nonLHON grupa).

Kod obe grupe pacijenata potvrdeno je znacajno istanjenje slojeva unutrasnje retine (kompoleks
ganglijskih celija, GCC) u svim ETDRS prstenovima.

U centralnom krugu primeceno je znacajno istanjenje slojeva unutrasnje retine (kompoleks
ganglijskih celija, GCC) koje je bilo ve¢e u nonLHON grupi Sto gugerise da kod LHON pacijenata
postoji bolje o¢uvanje unutrasnje retine u centralnom krugu. Za razliku od centralnog ETDRS
kruga, srednji i spoljasnji prsten su pokazali vece stanjivanje GCC sloja u LHON grupi. Srednji prsten
odgovara oblasti parafovealne retine koja ima 2 ili viSe RGC slojeva koji opadaju do jednog sloja
kada se produZze do periferne zone (spoljni ETDRS prsten) (177) Liu i sar. (178) su nedavno opisali
da je fovea bila deblja i dubina fovealne jame pli¢a kod pacijenata koji nisu bili pogodeni i kod
pacijenata sa LHON u poredenju sa normalnom populacijom. Ovo je nekako u skladu sa
zapazZanjima u nasoj studiji i moglo bi korespondirati sa relativnim o¢uvanjem RNFL, GCL i IPL u
centralnom ETDRS krugu. Takva studija do sada nije bila uradena.

Stoga, uticaj mitohondrijalne disfunkcije na apoptozu ganglijskih ¢elija retine i degeneraciju aksona
moZe imati drugaciji gradijent od centra ka periferiji kod mitohondrijskih nego kod
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nemitohondrijalnih bolesti. Pored toga, odnos debljine slojeva mreZnjace izmedu srednjeg prstena
i centralnog kruga bio je znacajno niZi u LHON grupi nego u neLHON grupi, Sto ukazuje na drugaciji
obrazac degradacije mreZnjace kod LHON-a i drugih tipova opticke atrofije i verovatno pruza novi
orijentacioni klinicki biomarker za diferencijaciju izmedu dva entiteta. Jo§ jedno zanimljivo
zapazanje u naSim kohortama bilo je da je INL bio deblji u obe grupe opticke atrofije u poredenju
sa kontrolama. LHON pacijenti su specificno imali deblji INL u svim ETDRS poljima od nonLHON
grupe, posebno u centralnom krugu, gde je ova razlika bila znacajna. Deblji INL kod LHON-a su prvi
opisali Carbonelli i saradnici (179) koji su sugerisali da to moZe biti posledica makularnih
mikrocista. Medutim, Majander i sar. (97) su pronasli deblji INL i kod pacijenata bez mikrocista. U
nasoj studiji samo jedan pacijent (pacijent sa mutacijom 14484) je imao mikrociste makule, pa se
Cini da ova karakteristika nije odgovorna za razliku u debljini INL ve¢ da je deblji INL jedna od
karakteristika hroni¢ne opticke atrofije. Iznenadujuce je videti povecanu debljinu INL-a u retini
pacijenata sa LHON-om. Normalan INL se sastoji od priblizno 52% konusnih bipolarnih ¢elija, 9%
Stapicastih bipolarnih ¢elija, 18% amakrinih Celija, 14% horizontalnih ¢elija i 18% Milerovih celija
(180). Deblji INL moZe biti posledica povecanja prostora u kombinaciji sa smanjenjem debljina
RNFL i GCL-IPL, medutim obrasci debljina GCC i INL izmedu nasih studijskih grupa nisu bili isti.
LHON grupa je imala deblji i GCC i INL u centru. Cini se da je neki drugaciji proces adaptacije
uklju¢en u LHON Sto dovodi do boljeg ocuvanja INL i GCC u centralnoj retini.

Takode, OPL je bio deblji u spoljaSnjem ETDRS prstenu u obe grupe sa optickom atrofijom u
poredenju sa zdravim kontrolama. Srednja debljina ONL-a je takode bila ve¢a u svim prstenovima
u obe grupe, ali je razlika bila znac¢ajna samo u LHON grupi. Carbonelli i sar. (179) i Majander i sar.
(97) su takode primetili zadebljanje INL, OPL-ONL u LHON-u, posebno ako su prisutne makularne
mikrociste. Cesareo i saradnici (181) su takode prijavili deblji ONL i OPL kod pacijenata sa DOA bez
mikrocista i predlozili da je ovo zadebljanje povezano sa kompenzatornim ponasanjem Milerovih
Celija koje normalno reguliSu funkciju neurona ¢iS¢enjem citotoksina i glutamata, proizvodeci
neurotrofne faktore, i pomaZuc¢i doslednu obradu informacija na neuronskom nivou. Medutim, ovo
ne objasnjava razlike koje smo pronasli izmedu LHON i neLHON grupe u nasoj studiji. Cesareo i
sar. (181) nisu prijavili statisticki znacajnu razliku u debljini retinalnog pigmentnog epitela i
spoljasnjih slojeva retine u poredenju sa kontrolama, a sli¢ne rezultate su dobijeni i kod naSih
pacijenata.

[ kod pacijenata sa arLHON-om debljina unutrasnjih slojeva retine (RNFL, GCL i [PL), posebno GCL,
bila je smanjena u svim ETDRS kvadrantima sa najboljom o¢uvanos$¢u u centralnom krugu i u
temporalnim ETDRS kvadrantima. Kao i kod mtLHON, INL sloj je bio deblji u svim kvadrantima kod
LHON pacijenata nego kod zdravih kontrola.

U akutnoj fazi LHON-a kao posledica disfunkcije aksoplazmatskog transporta dolazi do zadebljanja

peripapilarnog RNFL odnosno pseudoedema, a zatim 3-6 meseci od pocetka bolesti dolazi do

istanjenja pRNFL prvo u temporalnom delu koji odgovara papilomakularnom snopu. Ovo ukazuje
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na Cinjenicu da dolazi do postepene rezolucije pseudoedema pRNFL i da pocinje atrofija optickog
nerva (182). Wang je takode uocio da 6-9 meseci od pocetka bolesti dolazi do znacajnog istanjenja
superiornog, inferiornog, temporalnog i prose¢nog pRNFL. U njihovoj studiji vece istanjenje je bilo
prisutno u inferiornom nego u superiornom kvadrantu Sto ukazuje na to da ganglijske celije Ciji se
aksoni zavrsavaju u inferiornom delu optickog nerva bivaju ranije zahvaceni (182). Statisticki
znacajno istanjenje svih kvadranata pRNFL uoceno je 9-12 meseci od pocetka bolesti. Istanjenje
PRNFL se desavalo po tacno odredenom redosledu gde je prvo doslo do istanjenja temporalnog,
zatim donjeg, gornjeg in a kraju nazalnog pRNFL. Interesantna opservacijia ove studije vezana je
za hroni¢nu fazu LHON-a. Ovi istraZivaci su prijavili da se istanjivanje pRNFL nastavlja u pojedinim
kvadrantima ¢ak i nakon 60 meseci od pocetka bolesti sa zna¢ajnom razlikom u poredenju sa 12-
24 meseca. Stanton et al. takode su prijavili peripapilarno stanjivanje RNFL-a u hroni¢noj fazi u
svojoj kohorti pacijenata koji imaju mutaciju DNAJC 30 (61).

Najveca razlika u debljini pRNFL-a u gornjem temporalnom polju izmedu LHON i nonLHON grupe
u nasoj studiji je u skladu sa nalazima Wang i sar. (182) koji sugeriSu da je istanjivanje gornjih
kvadranata pRNFL kod LHON pacijenata posledica odumiranja takozvanih uspavanigh Ccelija
(oStecene, ali funkcionalne RGC ¢elije) ¢iji se aksoni zavrSavaju upravo u gornjoj polovini optickog
nerva. Na osnovu ovih zapaZanja i naSih rezultata smatramo da bi lokalizacija uspavanih RGC mogla
da bude upravo u ETDRS centru koji je bolje ocuvan kod LHON pacijenata, a da bi projekcija aksona
ovih ¢elija mogla da bude upravo u gornjim kvadrantima opti¢kog nerva. Ova zapaZanja identifikuju
nove strukturne biomarkere LHON-3, kao i strukturnu osnovu za slucajeve spontanog poboljsanja
koji su primeceni kod izvesnog broja LHON pacijenata, ali ne i kod pacijenata sa drugim optickim
neuropatijama.

Barboni i saradnici (83), kao i Asand i sa (183) su pokazali da je nazalni pRNFL relativno o¢uvan
kod pacijenata sa DOA i LHON, a u skoraSnjem istraZivanju Volframov sindrom je redefinisan kao
nemitohondrijska bolest upravo po karakteristicnom znacajnom istanjenju pRNFL u nazalnom
kvadrantu (116). Oni sugeriSu da je relativno o¢uvanje pRNFL nazalnog polja karakteristi¢no za
mitohondrijalne bolesti. SliCan obrazac je primeéen i kod jednog pacijenta sa Volframovim
sindromom iz naSe kohorte koji je imao jednako ili znacajnije istanjenje nazalnog dela pRNFL u
odnosu na temporalni. Nasi rezultati su potvrdili da kod LHON pacijenata postoji oCuvanje
nazalnog pRNFL u poredenju sa nonLHON grupom, iako razlika nije bila znacajna $to ukajzuje na
razli¢it obrazac istanjivanja pRNFL kod mitohondrijskih i nemitohondrijskih bolesti i defini¢Se novi
biomarker LHON-a a to je relativno oCuvanje nazalnog pRNFL. Takode, longitudinalna analiza je
pokazala da posle 10 godina pocinje izvesno zadebljanje pRNFL-a u temporalnom polju samo u
LHON grupi. Ovo polje pRNFL je delimi¢no sastavljeno od nervnih vlakana RGC-a iz centralnog
ETDRS kruga i u skladu je sa manjim istanjenjem RNFL-a u centralnom prstenu koje je takode
primeceno u nasoj kohorti. Kontinuirano istanjivanje RNFL-a u superiornom temporalnom polju
cak i nakon pet godina od pocetka bolesti, relativno ocuvanje nazalnog RNFL-a i do odredenog
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stepena oporavak temporalnog pRNFL-a mogu biti karakteristike hroni¢nog LHON-a. Sli¢no
zapaZanje za pacijente sa mitohondrijalnom optickom atrofijom objavili su i drugi istrazivaci.
Mashima i sar. (99) sugeriSu da bi snopovi nervnih vlakana na temporalnoj strani fovee mogli imati
veci potencijal oporavka svoje funkcije nakon pocetka LHON-a nego oni na nazalnoj strani. Zbog
veCe prostorne gustine, dendritska polja patuljastih i parasol ganglijskih ¢elija u nazalnom
kvadrantu su manja od polja Celija u temporalnom, gornjem i donjem kvadrantu. Medutim,
korelacija debljine makule sa oStrinom vida nije jasna. Moster i sar. (184) piSu da je svaki mikron
stanjivanja GCL povezan sa gubitkom vida od 0,05 logMAR, dok Zhang I sar. (185) nisu opisali
znacajnu korelaciju izmedu BCVA i debljine makule kod pacijenata sa LHON-om. Cak i uz znacajno
poboljSanje vidne oStrine, prosecna debljina makule nastavlja da se smanjuje Sto ukazuje da nema
direktne veze sa vizuelnom funkcijom (185). U skladu sa ovim, nismo nasli znac¢ajnu funkcionalnu
razliku izmedu grupa ni u ostrini vida ni u elektrofizioloSkom nalazu

Oba nasa pacijenta sa DNAJC30 mutacijom i svi pacijenti sa novootkrivenim promenama u mtDNK
su imali kontinuirano stanjivanje RNFL tokom perioda praéenja Sto je u skladu sa rezultatima
LHON pacijenata kao i sa rezultatima dosadasnjih studija.

Smatra se da osnovne elektrofizioloske karakteristike LHON pacijenata poti¢u od oSteéenja
retinalnih ganglijskih ¢elija. Zbog toga je PERG koji potice od retinalnih ganglijskih Ccelija,
standardni ERG protokol koji se preporucuje za karakterisanje disfunkcije unutrasnjih retinalnih
slojeva LHON pacijenata (186). Barboni i sar. su pokazali da su aksoni malog kalibra u
papilomakularnom snopu prvi oSteceni u akutnoj fazi bolesti i da se oStecenje dalje Siri na ostatak
aksona unutar optickog nerva sa napretkom atrofije optikusa (83). Carelli i sar. su takode sugerisali
da je papilomakularni snop glavna meta u ranim fazama degenerativnog procesa LHON-a(187). U
kasnijoj fazi bolesti histopatoloske studija opisuju neinflamatornu degeneraciju retinalnih
ganglijskih cCelija zajedno sa degeneracijom i demijelinizacijom njihovih aksona (188). Postoje
studije koje isti¢u vezu izmedu disfunkcije oksidativne fosforilacije retinalnih ganglijskih Celija i
ekspresije gena koje su ukljuene u metabolizam mijelina (189). Efikasnost aksonskog transporta
i zdravlje aksona su povezani sa stanjem mijelinizacije i prometa mijelina. Postoji hipoteza od
naruSenom prometu mijelina kod LHON pacijenata e koja objasnjava da postoji kritican prag
deficita mitohondrija i kada se on postigne nastupa masivni sinhronizovani talas ¢elijske smrti i
akutna simptomatska faza bolesti (189). Ipak, tacan uzrok i mehanizam oSteéenja ostaje nepoznat
(190).

U mnogobrojnim studijama je pokazano da se kod LHON pacijenata javlja poremecaj PERG-a i VEP-

a. Holder je objavio analizu 48 ociju sa hereditarnim optickim atrofijama koje uklju¢uju i LHON

koja je pokazala da veéina ociju (71%) ima i smanjenu amplitude PERG N95 talasa i produZenu

latencu VEP P100 talasa (191). Ostale oci su imale ili snizen PERG N95 (17 %), ili produZenu

latencu VEP P100 (8 %) ili ni jedno (4 %), ali podaci vezano za duzinu trajanja bolesti nisu

prikazani (191). Mesec dana od pocetka bolesti, Shibata i saradnici (190) su pokazali odsustvo
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PERG N95 i atenuaciju VEP P100 kod jednog pacijenta mesec dana nakon pocetka bolesti. Riordan-
Evaisar. (157) su prijavili abnormalan PERG N95 kod 5 LHON pacijenata i normalan kod dva. [ako
je VEP P100 u najvecem broju sluc¢ajeva abnormalan ve¢ na samom pocetku bolesti, abnormalnost
VEP-a ipak moZe da se pojavi i kasnije. Dorfman i sar. (192) su prikazali sluc¢aj dva brata koji su
imali normalan VEP P100 talas mesec dana posle pocetka bolesti, da bi kasnije doslo do sniZenja
amplitude i produZenja latence.

U radu Jarc Vidmar i sar. je objavljeno da samo 50% pacijenata u akutnoj fazi bolesti ima
abnormalnu amplitudu PERG N95 talasa, dok je VEP P100 talas bio abnormalan kod svih pacijenata
(59). Kod svih pacijenata sa normalnim PERG N95 diskovi optickog nerva su bili hiperemicni bez
bledila Sto sugeriSe da je veéina ganglijskih celija bila je joS uvek vijabilna. Medu ocima sa
abnormalnim PERG N95, 57 % je imalo ve¢ vidljivo temporalnu bledilo optickog diska Sto sugeriSe
na znacajan gubitak ganglijskih celija, dok kod 43% pacijenta bledilo diska nije bilo vidljivo Sto
zapravo ukazuje na mali gubitak ili samo disfunkciju ganglijskih ¢elija. Ovo ukazuje na Cinjenicu da
elektrofizioloske metode mogu da se koristi za procenu rezidualne funkcije retinalnih ganglijskih
¢elija tokom akutne faze LHON i da rezultati elektrofizioloSkog ispitivanja mogu da se koriste kao
objektivni biomarkeri u klini¢kim studijama.

U hronicnoj fazi bolesti Jarc Vidmar i saradnici (59) su pokazali redukovan PERG N95 i abnormalan
VEP (sniZenu amplitudu ili produZenu latencu) kod svih ociju. Slicno tome, studija 11 LHON
pacijenata u hronic¢noj fazi bolesti je pokazala da je VEP ili nedetektibilan ili jako sniZene amplitude
i produZene latence (193). U naSoj kohorti pacijenata u hroni¢noj fazi LHON, VEP P100 talas postao
je nedetektabilan kod 7/13 pacijenata (63,63% medijana 42 meseca nakon pocetka) ili kod 7/9
ukoliko se izuzmu pacijenti sa poboljSanjem vidne oStrine i kolornog vida. Sa druge strane, u
kohorti pacijenata sa optickom atrofijom, ali bez identifikovanog genetskog uzroka VEP P100 talas
je bio nedetektabilan kod 2/13 (18,18%, medijana 48 meseci nakon pocetka). N95 je bio
abnormalnog oblika kod svih LHON pacijenata, kao i kod pacijenata sa optickom atrofijom bez
identifikovanog genetskog uzroka, a N95/P50 odnos sniZen. Slicno smanjene amplitude PERG
N95/P50 u vedini slucajeva kod LHON obolelih su prijavili Zaccardi i saradnici (101).

Oscilatorni potencijali reflektuju interakcije izmedu bipolarnih, amakrinih i ganglijskih ¢elija
unutrasnje retine (194). Smatra se da su oscilatorni potencijali porekla unutrasnje retine (INL i
IPL) gde je specificna lokalizacija amakrinih celija koje predstavljaju uglavnom negativni
modulatorni povratni odgovor amakrinih celija ganglijskim i bipolarnim ¢elijama (195,196).
Retinalne alteracije prouzrokovane LHON-om se takode reflektuju u oscilatornim potencijalima
(OP) celog polja skotopicnog (DA) i fotopicnog (LA) ERG-a. Interesnatno, u nasoj kohorti razlike u
fotopi¢nim oscilatornim potencijalima su postale evidentnije kada su filtracijom uklonjene sporije
komponente.
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ERG celog polja kod LHON pacijenata je vecini studija opisan kao normalan, mada je u nekim
istraZivanjima pokazano da fotopicni b-talas moZe da bude blago izmenjen (197-199). Sa druge
strane, PhNR se pokazao kao efikasan u detekciji alteracija RGC kod LHON pacijenata i danas
smatra funkcionalnim biomarkerom LHON-a (200-202). Velika brazilska kohorta LHON pacijenata
koji su praéeni tokom dugog niza godina pokazala je da je PhNR pouzdan parameter za detekciju
akutnog i subklinickog gubitka RGC kod obolelih LHON pacijenata i nosioca (201) i ovaj klinicki
profil je Kkonzistentan nezavisno od vrste mutacije (200). NaSi rezultati su potvrdili ovu
pretpostavku pokazujuéi znacajnu redukciju PhNR sa pretpostavkom da postoji sacuvan ili
relativno saCuvan mehanizam fotoreceptor-bipolarna celija (spoljaSnja retina), Sto je pokazano
normalnim a- i b-talasom u skotopi¢nim odgovorima i granicno normalnim fotopi¢nim
odgovorima. Prikazani podaci jasno pokazuju da je PhNR znacajno redukovan kod LHON pacijenata
nevezano od oporavka vidne oStrine i da kod pacijenata sa oporavkom vidne oStrine tokom
longitudinalnog pracenja ne dolazi do oporavka PhNR.

Oscilatorni potencijali ERG-a celog polja su nisko-voltaZne elektri¢ne oscilacije visoke frevnece
koje se kozistentno pojavljuju u rastué¢im fazama b-talasa (203-206). Analiza skotopicnih
oscilatornih potencijala je prema preporukama ISCEV-a (207) filtriranjem (~75 - 300 Hz) signala
dobijenih standardnim (3.0 cd.s/m?) skotopi¢nim full-field ERG. Skotopi¢ni oscilatorni potencijali
su osetljivi na retinalne promene prouzrokovane npr. dijabetesom (208) i glaukomom (209), kao i
drugim stanjima koji uticu na na mehanizme unutrasnje retine (210). Individualni osiclatorni
potencijali su generisani razli¢itim retinalnim mehanizmima na koje uticu jacina fleSa i stanje
adaptacije (205,206,210-213).

U nasoj grupi pacijenata razlike u skotopi¢nim OP izmedu kontrola i grupa su nadene za sumu
skotopicnih oscilatornih potencijala (sum DA OP). Poredenje pojedinacnih OP pokazalo je da su
samo OP2 poremeceni kod LHON pacijenata. Studije su pokazale da su skotopic¢ni OP izmenjeni kod
pacijenata sa dijabetesom,a bez vidljivih znakova dijabeti¢ne retinopatije (214), sa jasnom
korelacijom OP niZih amplitudama sa vaskularnim promenama (215). Mikrovaskularne promene
se smatraju patogenom karakteristikom i potencijalnim biomarkerom kod LHON pacijenata (216).
Imajuci u vidu da i kod dijabetesa postoje mikrovaskularne promene moguce je upravo na ovaj
nacin objasniti ¢injenica da su kod nasih pacijenata bili izmenjene amplitude skotopi¢nih OP2.
Koreliranjem debljine pojedinacnih retinalnih slojeva i vrednosti amplitude OP dobili smo
znacajnu korelaciju izmedu svih skotopic¢nih oscilatornih potencijalna i debljine OPL sa najjacom
korelacijom prisutnom za OP1 i OP2. O poreklu OP debatuje se ve¢ nekoliko dekada (213,217-219),
a rane opservacije su ukazivale da poticu iz retinalnih interneurona (205). Postoji moguénost da
nize OP amplitude nadene kod LHON pacijenata predstavljaju funkcionalne promene amakrinih
Celija, kao Sto je to slucaj kod pacijenata sa autozomno/dominantnom opti¢ckom atrofijom (220),
mada se pri analizi OP promena kod LHON pacijenata ne sme iskljuciti ni direktan uticaj disfunkcije
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retinalnih ganglijskih ¢elija (217). Isto tako, na osnovu rezultata korelacije oscilatornih potencijala
i slojeva retine, OPL moZe da bude potencijalni generator oscilatornih potencijala.

Fotopi¢ni OP su bili signifikantno redukovani kod LHON pacijenata, a razlike medu grupama su bile
ociglednije sa aplikacijom filtera visih frekvencija (100 Hz). Ne postoje standardne preporuke za
filtriranje OP iz signala fotopi¢nog ERG-a iako su oni klinicki relevantni. Na primer redukovan ili
odsutan LA OP2 je primecen kod hereditarnih naslednih retinalnih stanja koja uti¢u na prenosenje
signala izmedu fotoreceptora i bipolarnih c¢elija (221). Kod pacijenata sa kongenitalnim
stacionarnim no¢nim slepilom, LA OP2 i OP3 su odsutni dok je OP4 bio ocuvan (222). Ova otkric¢a
ukazuju na poreklo ranih OP distalnije od ganglijskih Celija (222), a proksimalnije (unutrasnja
retina) od generatora OP4. Ovo potvrduje ranije tvrdnje da kod LHON koji primarno utice na
retinalne ganglijske celije, abnormalnost OP4 je prominentnija od promena u brzim
komponentama koje poticu iz distalnijih delova i odslikavaju disfunkciju spoljasnje retine. DA OP2
amplitude su bile redukovane kod LHON pacijenata (32.6 versus 24.3 uV, standardna devijacija oko
6 u obe grupe) i ova alteracija nije reflektovala ozbiljnost fenotipa. Ipak, ERG defekti LHON
pacijenata ukazuju na disfunkciju retinalnih ganglijskih celija koja se potvrduje abnormalnim
PhNR-om i PERG odgovorima, kao promenjenim odgovorima unutrasnjih retinalnih komponenti
na multifokalnom ERG (223). Svi ovi nalazi ukazuju na retinalne abnormalnosti porekla cepica.
Prikazani podaci dalje doprinose evaluaciji puteva cepi¢a kod LHON pacijenata ukazujuéi na
alteracije fotopickih OP. Ove abnnormalnosti su specificno nadene kada su primenjeni filteri koji
omogucuju da se dobiju OP signali koji su manje pod uticajem sporih ERG komponenti (224). [ako
se full-field ERG uglavnom koristi za detektovanje patogenih promena izavanih bolestima koje
uticu na fotoreceptore i njihove veze sa postreceptorskim ¢elijama, oscilatorni potencijali dobijeni
iz full-field ERG mogu dodatno da objasne vidnu disfunkciju prouzrokovanu bolestima unutrasnje
retine. Trenutne teorije ukazuju na ¢injenicu da su nervna vlakna retinalnih ganglijskih celija blizu
fovee visoko zavisna od energetskih zaliha koje obezbeduju mitohondrije. Velike koli¢ine
mitohondrija postoje u nemijelinizovanim pocetnim delovima vlakana retinalnih ganglijskih ¢elija,
anteriorno od lamine kribroze (225). Retinalne ganglijske Celije porekla papilomakularnog snopa
odgovorne su za oStrinu vida i diskriminaciju boja i zahtevaju veliku koliinu energije za
funkcionisanje. Zbog toga je vid porekla ovih ¢elija pod visokim rizikom kod pacijenata sa
mitohondrijalnom disfukcijom (226) Sto moZe da uti¢e na na mehanizme unutrasnje retine kao Sto
su oni koji zavise od integriteta bipolarnih i amakrinih Celija i $to donosi novi pogled na patologiju
retine kod pacijenata sa LHON-om.

Pacijenti sa nedavno otkrivenim oblikom arLHON su pokazali jednake -elektrofizioloSke
karakteristike kao i pacijenti sa mtLHON-om. U akutnoj fazi kod jednog pacijenta, LHON 18, doslo
je do smanjenja PERG N95 talasa Sto je u skladu sa ranije objavljenim podacima (59). Smanjenje
amplitude PERG N95 kod LHON 17 nije bilo prisutno u akutnoj fazi (tokom prva 4 meseca bolesti).
U hronic¢noj fazi kod ovog pacijenta je doslo do smanjenja amplitude N95 kao i amplitude P100
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talasa koji bio nedetektabilan u 3,5 godine od pocetka bolesti. Parisi i saradnici su izvestili o
produZenoj latenci i smanjenoj amplitude VEP P100 koji je ostao nepromenjen tokom perioda
pracenja kod vecine pacijenata u njihovoj kohorti tokom prve godine bolesti (227). U prikazanom
slucaju VEP P100 je takode ostao produZen i znacCajno smanjen tokom prve godine. Sa
poboljSanjem VA, latenca VEP P100 je pocela da se smanjuje i amplituda se poboljSavala. Zbog
nedovoljno dostupnih podataka u literaturi za dugotrajno pracenje pacijenata sa arLHON-om,
nismo u moguénosti da uporedimo nase podatke. Pacijent 2 kod koga je postojalo poboljSanjem VO
imao je poboljSanje amplitude talasa N95 i P100 na poslednjoj kontroli, 12 godina od pocetka
bolesti. P100 latenca je ostala produZena, a odnos N95/P50 snizen.

Patoloska stanja roZnjace poput Fuksove endotelne distrofije i keratokonusa su povezana sa
mihohondrijskom disfunkcijom i pove¢anom produkcijom slobodnih radikala na nivou endotelnih
¢elija roZnjace (228). U skorije vreme je pokazano da kod nekih genetskih stanja prouzrokovanih
mutacijama u mitohondrijskoj DNK poput Kerns Sayre sindroma postoji takode evidentna
kornealna patologija koja se ogleda upravo u pojavi corneae guttate i Fuchsove endotelne distrofije
(229-231). Zato se postavlja postavlja pitanje da li je i kod drugih bolesti koje su povezane sa
mitohodrijskom patologijom prisutna mitohondrijalna disfunkcija i u drugim ¢elijama, a ne samo
ganglijskim ¢elijama retine kao Sto je do sada miSljeno. NasSi rezultati spekularne mikroskopije kod
15 pacijenata sa LHON-om su pokazali da postoji statisticki znac¢ajno smanjenje broja endotelnih
¢elija u odnosu na prikazane normative za populaciju odgovarajuce starosti Sto ukazuje da i kod
ovih pacijenata postoji izvesni stepen disfunkcije koji klinicki nije evidentan.

Kod 6 pacijenata iz nase kohorte primecen je oporavak vidne funkcije razlic¢itog stepena. Spontano
poboljsanje vidne oStrine obi¢no se desava u roku od godinu dana od pocetka bolesti, ali se moze
desiti i decenijama kasnije (232). Najvecu stopu delimi¢nog oporavka od 37-58% imaju pacijenti
sa 14484 mutacijom (55,155), kao i pacijenti sa arLHON. Tipi¢no se sa poboljSanjem vidne oStrine
javlja malo ostrvo vida unutar centralnog defekta vidnog polja (111,233). Raniji uzrast (mladi od
12 godina), subakutni vremenski tok gubitka vida i veéi opticki disk su povezani sa boljom vidnom
prognozom (81).

Sve osobe su imale gubitak vida sa centrocekalnim skotomom, abnormalni PERG N95 i VEP P100
talas i stanjivanje nervnih vlakana retine na OCT. Tri pacijenta su bili nosioci tri razli¢ite tipicne
mutacije, dva pacijenta su imali arLHON, a jedan pacijent VUS c¢ija je patogenost potvrdena
testovima funkcije mitohondrija. Kod pacijenata sa znacajnim oporavkom vidne oStrine prvi znaci
oporavka su se javili u period od 14 do 24 meseca. Pacijentkinja sa 11778 mutacijom je nakon 25
meseci od pocetka bolesti imala prve znake poboljSanja vidne ostrine, ali se tokom 15 godina vidna
oStrina menjala i varirala od brojanja prstiju na 1m do 0,2 koliko je bila na poslednjem pregledu.

Kod pacijenta sa arLHON i sa skromnim oporavkom vidne funkcije, prvi znaci oporavka su se javili
7 godina nakon pocetka bolesti nastavili tokom narednih 7 godina.
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Potpuni oporavak vidne oStrine, ali bez oporavka kolornog vida postignut je kod jednog pacijenta,
nosioca mutacije 14484 koja se najceSce povezuje sa oporavkom vidne oStrine kod mtLHON
(prijavljeni procenti u literaturi su od 37 do 65%). Mutacije u DNAJC30 genu takode imaju bolju
vidnu prognozu (61) sa klinicki reevantnim poboljSanjem u 50% netretiranih i 80% tretiranih
pacijenata.

Oporavak vidne oStrine kod jednog arLHON pacijenta iz naSe kohorte bio je pracen potpunim
oporavkom kolornog vida.

Vreme poboljsanja vidne ostrine pokazano u literaturi kod lecenih arLHON pacijenataje 13,0 + 10,4
nelecenih pacijenata sa arLHON je 30,3 + 25,8 meseci (61), dok kod mtLHON je 17,2 + 7,8 kod
pacijenata tretiranih Idebenonom i 27,7 * 22,5 meseci kod netretiranih (234). PoboljSanje vidne
oStrine kod nasih pacijenata sa arLHON pocelo je u 84. (pacijent tretiram idebenonom u kasnoj
hronicnoj fazi) i 14. mesecu.

Vreme pocetka bolesti se kod arLHON deSava ranije (srednja vrednost 19.9 * 7.9 godina) u
poredenju sa mtLHON (srednja vrednost 30.7 + 15.0 godina). Oba nasSa pacijenta su imala dubok
pad vidne oStrine u starosti 17 i 18 (srednja vrednost 17.5).

Takode, prijavljeno srednje vreme izmedu pocetka bolesti na dva oka je 7 dana kod arLHON sa ¢ak
46.7% pacijenata sa bilateralnim pocetkom bolesti.

Elektrofizioloski znaci poboljSanja u dostupnoj literature su kontradiktorni. Jedna studija je
prijavila oporavak PERG i VEP kod LHON pacijenata sa oporavkom vidne funkcije(191), dok druga
studija nije prijavila promenu ni VEP ni PERG (98).

Jedan od nasih pacijenata sa oporavkom vidne funkcije je pokazao konstrikciju centralnog skotoma
sa razvojem centralnog ostrva vida, takode je imao i poboljsSanje VEP P100 Sto amplitude i latence,
bez poboljsanja PERG N95 amplitude. Drugi pacijent koji je pokazao poboljSanje vidne ostrine i
vidnog polja nije imao nikakvo poboljSanje PERG ili VEP Sto pokazuje da se vidna oStrina moze
poboljsati i sa relativno malim brojem reaktivisanih ganglijskih ¢elija odnosno aksona koje ne
mogu da se detektuju PERGom ili VEPom.

Kod svih naSih pacijenata sa poboljSanjem vidne oStrine doSlo je do porasta vrednosti N95
amplitude, ali je ovaj talas i dalje bio nepravilnog oblika u nivou izolinije, a odnos N95/P50 je bio
abnormalan, tac¢nije ispod 1.1 $to ukazuje na jos$ uvek prisutnu disfunkciju ganglijskih ¢elija (9).
Ipak, vrednost ovog parametra je bila statisticki znacajno razlic¢ita (viSa) u odnosu na pacijente bez
oporavka vidne funkcije(p=0.02) $to nam ukazuje na potencijalni elektrofizioloski biomarker
oporavka, a poboljSanje amplitude N95 tokom perioda pracenja moZe odgovarati uocenom
funkcionalnom poboljsanju. Isto tako i amplituda P100 talasa je bila znacajno viSa kod pacijenata
sa poboljSanjem vidne oStrine. U grupi bez poboljSanja vidne ostrine kod polovine oc¢iju VEP P100
talas postao nedetektabilan tokom vremena, dok je to bio slucaj sa samo 1/10 ociju sa
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poboljSanjem vidne oStrine. Pacijenti sa poboljSanjem vidne osStrine kod Kkojih postoji
longitudinalno pracenje pokazuju tendenciju skracenja latence P100 talasa (normalizacija samo
kod jednog pacijenta) i normalizaciju amplitude.

Strukturni znaci poboljSanja ispitivani su u mnogobrojnim studijama. Barboni i saradnici su
uporedili debljinu sloja retinalnih nervnih vlakana u svim kvadrantima kod LHON pacijenata sa
poboljSanjem vidne oStrine. Zakljucili su da pacijenti sa LHON-om sa oporavkom vidne oStrine
pokazuju jacu povezanost debljine RNFL-a sa o¢uvanjem vidnog polja nego sa kona¢nom oStrinom
vida i da poboljSanje vidne oStrine moZe biti posledica ponovnog dobijanja funkcije neurona

verovatno remijelinizacijom.

Mashima i saradnici (99) su sugerisali da bi za oporavak vidne osStrine mogli da budu odgovorni
snopovi nervnih vlakana na temporalnoj strani fovee koji imaju ve¢i potencijal za oporavak svoje
funkcije. Moster i dr. (184) sugeriSu da je svaki mikron stanjivanja GCL povezan sa gubitkom vida
od 0,05 logMAR, dok Zhang i sar. (185) nisu opisali znacajnu korelaciju izmedu BCVA i debljine
makule kod pacijenata sa LHON-om. Cak i uz znac¢ajno pobolj$anje vidne ostrine, ne povecava se
prosecna debljina makule niti pRNFL Sto ukazuje da nema postoji direktna veza oporavka strukture
retine sa vizuelnom funkcijom (185). Sa druge strane, Boreli i saradnici su prijavili da je znacajno
istanjenje gornjeg i temporalnog parafovealnog regiona povezano sa slabijom vidnom prognozom
kod LHON pacijenata kod pacijenata koji su tretirani idebenonom (150). U naSoj studiji u hroni¢noj
fazi bolesti postojala je znacajna razlika u debljini GCC u unutrasnjem ETDRS prstenu koje odgovara
parafovealnim segmentima koji su navedeni kod Borelija i saradnika. Ovo sugeriSe da je manje
inicijalno propadanje GCC povezano sa boljom vidnom prognozom. Sa druge strane postojalo je i
znacajno zadebljanje INL i OPL u istom prstenu kod pacijenata sa o¢uvanjem vidne ostrine.

Mehanizam oporavka vidne funkcije je joS uvek neobjasnjen. Jedna teorija je da postoji podtip
vijabilnih, ali neaktivnih retinalnih ganglijskih ¢elija tzv ,sleeping cells“ (235). Oporavak funkcije
aksona ganglijskih ¢elija moZe da bude rezultat remijelinizacije prethodno delimi¢no
demijelinizovanih postedenih aksona (225) ili rezolucije peripapilarnog edema i blokade
aksoplaznatskog transporta Sto je potvrdeno ubrzanjem provodenja primeéenom kod pacijenata
sa poboljSanjem vidne oStrine u ovoj studiji. Postmortalna analiza slojeva nervnih vlakana kod
pacijenata sa LHON-om pokazala je znake demijelinizacije koji bi mogli biti uzrocnici razvoja
bolesti (187).

Wang i sar. (182) su sugerisali da u LHON-u postoje uspavane RGC koji polako umiru tokom prvih
pet godina bolesti. Sa druge strane u kohorti pacijenata sa poboljSanjem u odnosu na pacijente bez
poboljsanja postojala je znacajna o¢uvanost donjeg temporalnog peripapilarnog RNFL. Na osnovu
nasih rezultata smatramo da bi o¢uvanje donjeg temporalnog segmenta moglo da bude strukturni
biomarker oporavka kod LHON-a.
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Longitudinalno praéenje pacijenata sa poboljSanjem vidne oStrine u naSoj studiji je pokazalo
oporavak amplitude OP2 i OP3. Isto tako primecena je i znacajna negativna korelacija izmedu
debljine OPL i amplitude OP2 kod LHON pacijenata. Ovo nam ukazuje na mogucnost remodelacije
retine kao mehanizma opotavka vidne funkcije, koji je opisan kod bolesti fotoreceptora (236-239).
Poznato je da bolesti poput AMD i RP koje rezultuju u gubitku fotoreceptorskog inputa u neuralnu
retinu zapocinje kaskadu dogadaja koji zauvek menjaju neuralne retinalne structure i profile
farmakoloSkog odgovora retininalnih neurona i njihove povezanosti. Remodeling retine se deSava
u svim formama degeneracije i smatra se pravom deaferencijacijom neuralne retine koja prolazi
kroz tri faze strukturne i funkcionalne revizije. Tokom prve faze remodelovanja u bolestima retine
koje posteduju Cepice dolazi do delokalizacije rodopsina od unutrasnjih segmenaa fotoreceptora
do cCelijskih membrana koje se u unutrasnji nuklearni sloj i sloj ganglijskih celija retine (240)
Molekularne alteracije ekspresije glutamatskih receptora dendrita bipolarnih ¢elija menja
farmakoloSki odgovor bipolarnih ¢elija iz “uklju¢eno” (engl. on) u “iskljuceno (engl.off) (241). Ovo
se deSava pre smrti fotoreceptora. U fazi 2 remodelovanja dolazi do smrti fotoreceptora i ablacije
fotoreceptorskih ¢elija. Milerove ¢elije hipertrofiraju i kolabiraju u odsustvu bipolarnih ¢elija i
fotoreceptora i stvaraju zatvarac koji izoluje neuralnu retinu od RPE i horioideje (236). Bipolarne
Celije su u drugoj fazi potpuno deaferentovane, ne samo fizioloski, kroz eliminaciju glutamatskih
receptora u spoljasnjem pleksiformnom sloju, nego i anatomski, kroz fizicku retrakciju dendrita
bipolarnih ¢elija koje rezultuje u promenjenoj morfologiji bipolarnih celija. Druge retinalne
promene koje se deSavaju u drugoj fazi podrazumevaju anomalno klijanje, koje se Cesto spaja u
strukture koje se nazivaju mikroneuromi, uz doprinose ne samo bipolarnih ¢elija ve¢ i drugih klasa
neuronskih ¢elija, ukljucuju¢i amakrine i horizontalne ¢elije i do ekstenzije procesa u IPL (241).
Faza tri je karakterisana perzistentnim remodelovanjem koje dalje preispituje fundamentalnu
topologiju retine bidirekcionom migracijom neurona preko vertikalne ose retine, koja je dokazana
migracijom preZivelih bipolarnih i amakrinih ¢elija u sloj ganglijskih ¢elija (237). Isto tako
migracija ganglijskih ¢elija u INL je prime¢ena u mnogim degenerativnim bolestima (239,242-
244). Evolucija procesa svih tipova neurona se nastavlja u fazi tri, sa formiranja fascikulusa, koji
mogu da idu u skupovima i prelaze velike distance unutar neuralne retine (>100 mikrona), dok se
drugi spajaju formirajudi petlje ili snopove novih neuropila nazvanih mikroneuromi (239), koji se
formiraju izvan normalne laminacije unutrasnjeg pleksiformnog sloja (236,239,243,245). Postoji
mogucnost da se kod pacijenata sa LHON deSava strukturno remodelovanje retine prouzrokovana
propadanjem ganglijskih celija, koje bi iSla u suprotnom smeru u odnosu na opisanou
remodelovanje kod bolesti prouzrokovanih propadanjem fotoreceptora, mada su za potvrdivanje
ovih pretpostavki neophodni histopatoloSke analize slojeva retine.

Kohorta pacijenata obuhvacenih tezom je ukljucila i tri pacijenta koji su od ranog detinjstva
slabovidi na jedno oko. U slucaju slabovidih ociju i LHON-a, tesko je proceniti koji je tacan uzrok
gubitka vida kod pacijenata. Postavlja se pitanje da li je slabovidost zapravo LHON koji se javio u
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detinjstvu na jednom oku, a zatim godinama kasnije na drugom ili je u pitanju bio istovremeni pad
vida na oba oka, ali, zbog ve¢ prethodno niske oStrine vida na slabovidim ocima, pacijenti ne
primecuju promene. Kod jednog od tri prikazana pacijenta kod koga je doSlo do oporavka vidne
oStrine, oStrina vida na slabovidom oku se u momentu javljanja LHONa blago smanjila, a zatim
poboljsala Sto podrZava drugu teoriju. Isto tako je ambliopno oko imalo isti obrazac produZenja
latence i smanjenja amplitude VEP P100 talasa kao i u tom trenutku zahvac¢eno desno oko. Takode,
doslo je i do poboljsanje fiksacije i osetljivosti prikazano na mikroperimetriji kao i kod desnog oka
na kome se vidna funkcija poboljsala.

Druga moguc¢nost o kojoj se govori je da je LHON u ranom detinjstvu pogodio ambliopno oko tako
da se oStrina vida na tom oku nikada nije razvila. LHON sa pocetkom u detinjstvu je retkost (manje
od 10% kod dece mlade od 12 godina) i obi¢no ima bolju prognozu (11). Skorasnja publikacija
Barbonija i saradnika sugerisala je novu podelu LHONa sa pocetkom u detinjstvu na osnovu
prezentacije i klinickog toka bolesti: subakutni bilateralni (66.7%), podmukli bilateralni (17.3%),
unilateralni (11.1%), i subklinicki bilateralni (4.9%)(90). Takode su precizirali da je vidna
prognoza najbolja kod pacijenata starosti izmedu 3 i 9 godina sa najve¢om inicijalnom debljinom
sloja ganglijskih ¢elija.

Barboni i saradnici su prijavili pet slucajeva jednostranog LHON-a koji se desio kod dece pre pete
godine (86) Ohdane i saradnici su prikayali slucaj bilateralnog LHON-a sa razlikom u pocetku
bolesti izmedu dva oka od 18 godina (85). Kao i kod naSeg pacijenta, na obolelom oka se takode
razvio konvergentni strabizam i doslo je do blage atrofije optickog diska kao i promena u vidnom
polju i kolornom vidu. Ne znamo ta¢no vreme kada je prvi napad na ambliopnim oc¢ima naSih
pacijenata teoretski mogao da se desi, ali u sluc¢aju pacijenta sa konvergentnim strabizmom, to je
moralo biti pre pete godine (konvergentni strabizam se deSava ako je oStrina vida na jednom oku
niska pre pete godine, dok u kasnijoj dobi razvija se divergentni strabizam) pa bi najkrace moguce
vreme izmedu pocetka bolesti na dva oka bilo 16 godina (85). Kod pacijenta koji je od LHON oboleo
u starijem Zivotnom dobu, potencijalno vreme izmedu zahvatanja dva oka bilo bi preko 50 godina
S$to je veoma neobicno jer 97% obolelih ima zahvaéenost drugog oka u roku od jedne godine (9,56).
Ovu vremensku distance izmedu zahvatanja dva oka Ohden objasnjava moguéim prisustvom veceg
broja kopija mutirane mtDNK u jednom optickom nervu ili ¢injenicom da je ekspresija
mitohondrija u drugom oku povec¢ana nakon napada na prvo (93).Comez i saradnici (232) su
uporedili karakteristike optickog diska kod ambliopicnih i neambliopi¢nih ociju i otkrili da
ambliopija ne utice na glavu optickog nerva ili debljinu RNFL-a. Dva od tri pacijenta iz nasSe kohorte
su imala pocetno bledilo optickog nerva na ambliopnom oku u trenutku LHON epizode na do tada
zdravom oku, $to nije u skladu sa nalazima fundoskopije karakteristicnim za ambliopiju i viSe
naginje ranom napadu LHON-a (232)ili sekvencijalnom pocetku koji je prvo zahvatio ambliopno
oko. Sa druge strane treci pacijent je pokazao karakteristicnu hiperemiju diska, tortuozitet krvnih
sudova i pseudoedem koji su bili identi¢ni na oba oka. Zbog razli¢itog ispoljavanja bolesti koji moZe
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znacajno da odstupa od standardnog nacina prezentacije LHON-a, potrebno je da se pri svakom
pregledu deteta sa suspektnom abliopijom urade dodatna ispitivanja narocito ako je prisutno
bledilo papile vidnog Zivca da bi se iskljuc¢ila mogu¢nost LHON-a.
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6 ZAKLJUCCI

Ovo istrazivanje je dovelo do sledecih zakljucaka:

Genetskim ispitivanjem koje je deo ove teze identifikovano je 5 novih promena u mitohondrijskoj
DNK (varijante nepoznatog znacaja - VUS) i jedan novi gen u nDNK, a koji su potencijalno povezani
sa nastankom opticke atrofije.

Pacijenti sa novim promenama u mtDNK su imali sli¢ne fenotipske karakteristike kao pacijenti sa
jednom od tri tipicne LHON mutacije.

Kapacitet oksidativne fosforilacije na nivou kompleksa I u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
pacijenata sa LHON bioje znacajno niZi u odnosu na kontrolne uzorke zdravih ispitanika, uz porast
produkcije superoksidnog anjona i depolarizaciju unutrasnje membrane mitohondrija u uslovima
oksidativnog stresa.

Mononuklearne celije periferne krvi pacijenata sa novootkrivenim promenama u mtDNK su
pokazale iste karakteristike kao i MNCPK pacijenata sa tipi¢nim LHON mutacijama, $to ukazuje na
patogenost novoidentifikovanih promena i omogucuje klasifikaciju ovih varijanti nepoznatog
znacaja (VUS) kao verovatno patogenih.

U odnosu na nonLHON pacijente postoji jasno ocuvanje unutrasnjih retinalnih slojeva i
superiornog temporalnog peripapilarnog RNFL, kao i blago zadebljanje ovih slojeva posle deset
godina trajanja bolesti. Relativno oc¢uvanje GCC u centru ETDRS predstavlja potencijalni strukturni
biomarker LHON-a I strukturni temelj za poboljSanje vidne funkcije kod nekih pacijenata sa LHON.

Autozomno recesivni LHON pokazuje sli¢ne karakteristike kao i mtLHON, ali sa relativno boljom
funkcijom kompleksa I i boljom dugoro¢nom prognozom

[ako PERG i VEP predstavljaju zlatni standard u procesu fenotipske karakterizacije pacijenata sa
LHON, full-field ERG moZe da se koristi u svakodnevnoj klinickoj praksi prilikom pregleda
pacijenata s optickim neuropatijama u procesu diferencijalne dijagnoze. Skotopi¢ni OP2 i fotopicni
oscilatorni potencijali full-field ERG na visokim frekvencijama filtriranja su potencijalni novi
retinalni biomarker LHON-a.

Spontano poboljSanje vidne oStrine je povezano sa debljim GCC u unutraSnjem ETDRS prstenu i
debljim donjim temporalnim segmentom peripapilarnog RNFL. PoboljSanje amplitude i latence
P100 talasa, amplitude N95 talasa i N95/P50 odnosa su glavne funkcionalne karakteristike
spontanog poboljSanja vidne oStrine, a poboljSanje OP2 amplitude sugeriSe postojanje
remodelovanja u unutrasnjoj retini.

Kada smo suoceni sa unilateralnim slabim vidom , narocito ukoliko postoji opticka atrofija na tom
oku, ne treba iskljuciti moguénost LHON-a u ranom detinjstvu kao uzroka slabog vida i zahvatanje
drugog oka decenijama kasnije.
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