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Sazetak

Klini¢ka, neuroslikovna i geneti¢ka obiljezja pacijenta sa sindromom Leigh
Klara Miljani¢

Sindrom Leigh je neurodegenerativha bolest uzrokovana smanjenom proizvodnjom
energije u mitohondrijima, a nastaje zbog mutacija u jednom od preko 100 gena u
nuklearnom ili mitohondrijskom genomu. OCituje se u ranom djetinjstvu subakutnom
nekrotizirajuéom encefalopatijom koju karakteriziraju poremecaj svijesti, psihomotori¢ka
regresija, distonija, bulbarna paraliza i zatajenje disanja. Neuroslikovno obiljezje su
obostrane simetri¢ne lezije bazalnih ganglija, moZzdanog debla i malog mozga.

Cilj ovog diplomskog rada bio je opisati klini¢ka, neuroslikovna i geneti¢ka obiljezja
pacijenata sa sindromom Leigh lije€enih u Zavodu za genetiku i bolesti metabolizma Klinike
za pedijatriju KBC-a Zagreb u razdoblju od 2012. do 2022. godine. Ova retrospektivna
studija ukljucila je 18 ispitanika s postavljenom dijagnozom sindroma Leigh. Kao izvori
podataka koriSteni su bolni¢ka arhiva, bolni¢ki informacijski sustav i ambulantni kartoni.
Dijagnoza je postavljana na temelju klini¢ke slike, biokemijskih i neuroslikovnih nalaza, a u

vecine ispitanika je potvrdena genskom analizom.

Medijan dobi pri postavljanju dijagnoze bio je 11 mjeseci. Kod 44,4 % pacijenata
utvrdena je mutacija kod jednog ili oba roditelja. NajéeS¢i provocirajuci €imbenici bili su
respiratorna infekcija i akutni gastroenterokolitis. Najzastupljeniji klinicki znakovi
encefalopatske krize bili su poremecaj svijesti, epilepticki napadaji, malaksalost i hipotonija.
Najznacajnija biokemijska obiljezja su poviSene koncentracije laktata i alanina u krvi i
cerebrospinalnoj tekuéini te patolosko izlu€ivanje organskih kiselina urinom. Neuroslikovhom
obradom nadeni su hiperintenziteti u T2/FLAIR mjerenim snimkama u podrucju putamena,

globusa palidusa, mezencefalona, ponsa i supkortikalne bijele tvari.

Pacijenti su lije€eni takozvanim mitohondrijskim koktelom (kombinacija koenzima Q,q,
biotina, tiamina, riboflavina i antioksidansa, najéeSée vitamina C). Palijativha skrb okosnica

je skrbi o pacijentima sa sindromom Leigh.

Pet pacijenata preminulo je od posljedica sindroma Leigh, a njih 13 ima tesko
psihomotori¢ko zaostajanje. Rezultati ove studije potvrduju da je sindrom Leigh teska

neurodegenerativna bolest koja dovodi do psihomotori¢kog zaostajanja i prijevremene smrti.

Klju¢ne rijec¢i: sindrom Leigh; mtDNA; heteroplazmija; subakutna nekrotizirajuéa

encefalopatija, bilateralni hiperintenziteti bazalnih ganglija



Summary

Clinical, neuroimaging and genetic characteristics of a patient with Leigh syndrome
Klara Miljanié

Leigh syndrome is a neurodegenerative disease caused by reduced energy
production in the mitochondria, and is caused by mutations in one of over 100 genes in the
nuclear or mitochondrial genome. It manifests itself in early childhood with subacute
necrotizing encephalopathy characterized by impaired consciousness, psychomotor
regression, dystonia, bulbar paralysis, and respiratory failure. The neuroimaging feature is

bilateral symmetrical lesions of the basal ganglia, brainstem and cerebellum.

The aim of this thesis was to describe the clinical, neuroimaging and genetic
characteristics of patients with Leigh syndrome treated in the Department of Genetics and
Metabolic Diseases of the Pediatric Clinic of University Hospital Centre Zagreb between
2012 and 2022. This retrospective study included 18 patients diagnosed with Leigh
syndrome. The hospital archive, hospital information system and outpatient records were
used as data sources. The diagnosis was established on the basis of the clinical picture,
biochemical and neuroimaging findings, and in most subjects it was confirmed by genetic
analysis.

The median age at diagnosis was 11 months. In 44,4% of patients, a mutation was
found in one or both parents. The most common provoking factors were respiratory infection
and acute gastroenterocolitis. The most common clinical signs of encephalopathic crisis
were loss of consciousness, epileptic seizures, weakness and hypotonia. The most
significant biochemical features were increased concentrations of lactate and alanine in the
blood and cerebrospinal fluid and pathological excretion of organic acids in the urine.
Neuroimaging revealed hyperintensities in the T2/FLAIR weighted images in the area of the

putamen, globus pallidus, mesencephalon, pons and subcortical white matter.

Patients were treated with the so-called mitochondrial cocktail (combination of
coenzyme Qy,, biotin, thiamin, riboflavin and antioxidants, usually vitamin C). Palliative care

is the backbone of care for patients with Leigh syndrome.

Five patients died as a result of Leigh syndrome, and 13 showed signs of severe
psychomotor retardation. The results of this study confirm that Leigh syndrome is a severe

neurodegenerative disease that leads to psychomotor retardation and premature death.

Key words: Leigh syndrome; mtDNA; heteroplasmy; subacute necrotizing encephalopathy,
bilateral basal ganglia hyperintensities



1. Uvod

Sindrom Leigh (LS, engl. Leigh syndrome) ili subakutna nekrotizirajuc¢a encefalopatija
je rijetka i progresivna mitohondrijska bolest koja prvenstveno zahvaca sredi$nji zZiv&ani
sustav (SZS). Sindrom je nazvan po Denisu Archibaldu Leighu, britanskom neuropatologu
koji je 1951. godine opisao simetriche promjene bazalnih ganglija, sive tvari mozdanog
debla, malog mozga i produliene mozdine u sedmomjesecnog dojenéeta (1). LS
karakterizira Sirok raspon kliniékih simptoma, ukljuéujuéi kasnjenje u razvoju, poremecaje
pokreta, ostecenje vida i sluha i respiratorno zatajenje. Biokemijski, LS karakteriziraju
povisene koncentracije laktata i alanina u krvi i cerebrospinalnoj tekuéini te patolosko
izlu€ivanje organskih kiselina urinom (pojacano izlu€ivanje laktata, piruvata i metabolita
Krebsovog ciklusa) (2). Glavno neuroslikovno obiljezje LS-a su bilateralne simetri¢ne

nekrotiéne lezije u bazalnim ganglijima, talamusu, mozdanom deblu i malom mozgu (3).

LS je genetski vrlo heterogena bolest jer moze biti uzrokovana patogenim
varijantama mitohondrijske (mtDNA) i jezgrine (nDNA) DNA, a povezuje se s mutacijama
vise od 100 gena (4,5). LS se obi¢no ocituje u dojenackoj dobi ili ranom djetinjstvu, no moze
se manifestirati i kasnije (2). Encefalopatska kriza moze dovesti do smrti ili ostaviti teSke
neuroloske posljedice. Oboljele osobe obi¢no umiru unutar nekoliko godina od pojave prvih
simptoma. Trenutaéno ne postoji lijek za LS te je lije€enje potporno (6). Klinicka
heterogenost i sloZzenost patofizioloSkih mehanizama ¢&ine LS bolesSéu koja je izrazito

izazovna za proucavanije i lije€enje.

1.1. Epidemiologija

To¢na prevalencija LS-a nije poznata. Procjenjuje se da je prevalencija 1:30 000 do
40 000 zivorodene djece te spada u skupinu rijetkih bolesti (5). LS je prisutan u svim
populacijama i rasama te jednako zahvac¢a oba spola (7). LS se nasljeduje autosomno
recesivno ili mitohondrijski, a rjede X-vezano recesivno, ovisno o zahvaéenom genu. U
riedim slu¢ajevima nastaje zbog de novo mutacije mtDNA. Kao i druge bolesti s autosomno
recesivnim nasljedivanjem, bolest je ¢e$ca u konsangvinim i zatvorenim populacijama

(francuski kanadani, askenazi Zidovi, stanovnici Farskih otoka) (8).



1.2. Genetika

LS je genetski heterogena bolest, a mutacije u vise od 100 gena su povezane s
nastankom ovog sindroma (5). U vecini slu€ajeva LS je uzrokovan patogenim varijantama
gena nDNA koji kodiraju proteine vazne za strukturu i funkciju mitohondrija (9). Ti su geni
ukljuéeni u razne mitohondrijske procese, ukljuéujuci oksidativhu fosforilaciju, odrzavanje
mtDNA, sintezu mitohondrijskih proteina i sklapanje kompleksa respiracijskog lanca,
biosintezu ili prijenos kofaktora te biogenezu klastera Zeljezo-sumpor (10).

Patogene mutacije u mtDNA uzrok su oko 20% slu¢ajeva LS-a (11). Mitohondriji
eukariota posebni su po tome S$to posjeduju svoju vlastitu (mitohondrijsku) DNA koja kodira
bitne strukturne podjedinice respiratornog kompleksa, transportne RNA (tRNA) i ribosomske
RNA (rRNA). MtDNA nasljeduje se maternalno, a paternalna mtDNA degradira tijjekom
procesa fertilizacije (12). U odnosu na nDNA, mtDNA kod sisavaca tvori zatvoreni krug
dvolan¢ane DNA koji se sastoji od 16 569 parova baza i kodira 37 gena, ukljuCujuci gene za
13 polipeptida, dvije rRNA i 22 tRNA (Slika 1) (13). 13 polipeptida koje kodira mtDNA klju¢ne
su podjedinice kompleksa |, Ill, IV i V sustava oksidativne fosforilacije (OXPHOS) (14).
MtDNA takoder posjeduje i nekodirajuéu regiju (D-petlja, engl. D-loop) koja je mjesto gdje se
dogadaju gotovo sve replikacije i transkripcije mtDNA (15).

F H-lanac T .
krom B

ND6R

16S rRNA

Ljudska mitohondrijska
DNA
16,569 bp L-lanac

(| NDS

cox i

K

D
cox 1t Katpg ATPG

Slika 1. Ljudska mitohondrijska DNA. Pojedina¢na slova predstavljaju gene tRNA prema
simbolima za odgovaraju¢e aminokiseline. ND - NADH dehidrogenaza, COX - citokrom C
oksidaza, ATP6/8 - geni za podjedinice 6 i 8 ATP sintaze. Modificirano prema: Govers i sur.
(2021.) (16).



Zbog ¢injenice da unutar svake ljudske stanice postoji vise kopija mtDNA, mutacije
mtDNA mogu dovesti do homoplazmije ili heteroplazmije. Homoplazmija uklju¢uje mutaciju
svih mtDNA molekula u stanici ili cijelom ljudskom tijelu. S druge strane, u heteroplazmiji su
prisutne mtDNA divljeg tipa i mutirana mtDNA ¢iji udio moze varirati od 1 % do 99 %. Ta
razina heteroplazmije varira izmedu stanica u istom tkivu ili organu, od organa do organa
iste jedinke/osobe, te izmedu Elanova iste obitelji (17). Kada koli¢ina mutirane mtDNA u
stanici prijede odredeni prag stanice ili specificnog tkiva, dolazi do poremeéene funkcije
mitohondrija i potencijalne fenotipske ekspresije - takozvani efekt praga (Slika 2) (18).

@ Divlji tip mtDNA ® Mutirana mtDNA BlOkeml]Skl
prag

Slika 2. Heteroplazmija mtDNA i efekt praga. Mutacije mtDNA obi¢no su heteroplazmiéne, a
ista stanica moze sadrzavati razli€ite omjere mutirane mtDNA i mtDNA divljeg tipa. Ako je
mutacija patogena, stanica obi¢no moze tolerirati visoki postotak ove varijante prije nego sto
se premasi biokemijski prag i uzrokuje poremecaj oksidativne fosforilacije. Tipi¢no, ovaj prag
je >80 %, Sto sugerira da je ve¢ina mtDNA mutacija haploinsuficijentna. Modificirano prema:
Stewart i Chinnery (2015.) (17).

Jedan od najéescih uzroka LS-a su mutacije gena za NADH dehidrogenazu 1 (ND1),
koji se nalazi unutar mtDNA. Patogene varijante u ovom genu osteéuju funkciju
respiratornog lanca, $to dovodi do smanjenja proizvodnje adenozin trifosfata (ATP) i
povecéanja proizvodnje slobodnih kisikovih radikala (ROS) (19). Drugi geni &ije mutacije su
medu &e$éim uzrocima LS-a su mitohondrijski gen za podjedinicu 6 ATP sintetaze (ATP6) te
geni za podjedinicu 1 citokrom ¢ oksidaze (COXTY) i podjedinicu A sukcinat dehidrogenaze
(SDHA). Potonja dva gena su dio nDNA (20).



1.3. Patofiziologija

1.3.1. Funkcije mitohondrija

Mitohondrij je temeljna unutarstaniéna organela vecine eukariota kojemu je osnovna
zadaca proizvodnja energije (12). Proces proizvodnje energije u mitohondriju dogada se
putem OXPHOS sustava kojim nastaje ATP. Konstantan i koordiniran rad OXPHOS sustava
osigurava ucinkovitu pretvorbu supstrata dobivenih iz hranjivih tvari u ATP, odrZzavajuci

stani¢nu bioenergetiku i podrzavajuci sloZene fizioloSke procese u tijelu (21).

Izravna posljedica rada OXPHOS sustava u mitohondrijima je stvaranje ROS-a. lako
ROS igraju kljuénu ulogu u stani¢noj signalizaciji i obrani od patogena, njihova prekomjerna
proizvodnja ili oslabljena sposobnost detoksikacije mitohondrija moze dovesti do
oksidativnog stresa, uzrokujuci osteéenje lipida, proteina i DNA, a u konacnici ometaju
stani¢ne funkcije i pridonose raznim patoloskim stanjima poput LS-a (22).

Druga vazna zadaéa mitohondrija je homeostaza kalcija. S obzirom da je kalcij u
stanicama signalna molekula, od presudne je vaznosti precizna i brza regulacija njegove
koncentracije. Mitohondriji imaju sposobnost pohranjivanja kalcija pri njegovim poviSenim
koncentracijama u stanici te otpustanja pri snizenim koncentracijama (21). Kalcij u
mitohondriju regulira enzime kao $to su piruvat, izocitrat i 2-oksoglutarat dehidrogenaza i na
taj nacin regulira OXPHOS sustav (23).

Mitohondriji takoder sudjeluju u programiranoj staniénoj smrti - apoptozi. Apoptoza je
stani¢ni mehanizam koji zapoc€inje kao zastitni odgovor na oste¢enja DNA, oksidativni stres,
odsutnost odredenih faktora rasta i citokina ili u sklopu normalnog procesa embrionalnog
rasta i razvoja te starenja (24). U apoptozi postoje vanjski put, koji nije direktno povezan s
mitohondrijima, te unutrasnji put za ¢&iju provedbu je Kklju¢an gubitak potencijala

mitohondrijske membrane i otpustanje citokroma ¢ iz mitohondrija (23).

Upravo zbog vazne uloge koju mitohondriji imaju u prethodno navedenim procesima
stvaranja energije i zastite stanica, osteceni i nefunkcionalni mitohondriji ne mogu pruziti
potrebnu energiju tkivima s visokim energetskim zahtjevima, kao $to su srce, mozak i misiéi,
Sto dovodi do Sirokog spektra bolesti (23). Broj mitohondrija unutar stanica u tkivu te sam
broj molekula mtDNA u mitohondrijima ovisi o energetskim potrebama odredenog tkiva. Tako
mitohondriji u stanicama adipoznog tkiva u prosjeku imaju 100 kopija mtDNA, dok neuroni i
misiéne stanice prosjeéno posjeduju 10 000 kopija mtDNA (25). Ukoliko dode do mutacije
mtDNA ili nDNA koja kodira neki od proteina vaznih za rad mitohondrija, bolest se moze

ocCitovati u velikom broju tkiva i organskih sustava, a kliniCki izrazaj moze biti razli¢it. Na



primjer, poremecaji u kompleksu | OXPHOS sustava kod odraslih mogu dovesti do atrofije

vidnog Zivca, a kod djece do LS-a (23).

Glavna obiljezja LS-a, bilateralne simetri€ne lezije u bazalnim ganglijima i mozdanom
deblu, posliedica su nedostatka energije, oksidacijskog stresa i ekscitotoksi¢nosti koji
dovode do smrti neurona i glioze (Slika 3).

1.3.2. Nedostatak energije

Proces oksidativne fosforilacije u mitohondriju biva naruSen usliied manjka
podjedinica respiratornog lanca ili proteina nuznih za organizaciju kompleksa, odnosno
superkompleksa, $to dovodi do smanjene proizvodnje ATP-a. Mutacije gena koji kodiraju
podjedinice svih pet kompleksa respiratornog lanca opisane su kao uzrok LS-a. SZS za svoj
rad treba razmjerno puno energije i upravo zato su neuroloski simptomi jedni od glavnih
obiliezja mitohondrijskih bolesti. Zahvaéenost SZS-a i neuroloski simptomi ovisit ée o tezini
samog poremecaja, odnosno o koli¢ini stvorene energije. Kako su bazalni gangliji, talamusi i
duboka siva tvar u mozdanom deblu i malom mozgu osobito ovisni o energiji, upravo te
strukture mozga najviSe stradavaju uslijed deplecije energije, $to rezultira karakteristi¢nim

neuroradiolo$kim obiljezjima tipicnim za LS (4).

1.3.3. Oksidacijski stres

Drugi znaajan patofizioloSki mehanizam nastanka neurodegenerativnih promjena u
LS-u je oksidacijski stres koji nastaje kao posljedica disfunkcije respiratornog lanca i
pojacanog stvaranja ROS-a. ROS mogu ostetiti stani¢ne komponente i uzrokovati ostecenje
DNA te smrt stanice. Poveéana proizvodnja ROS-a je dokazana u fibroblastima pacijenata s
LS-om (3,26). Na oStecenje uzrokovano kisikovim radikalima posebno je osjetljiv mozak sto
pridonosi nastanku lezija specifiénih za LS (4).

1.3.4. Ekscitotoksi¢nhost

Ekscitotoksi¢nost je proces pretjerane stimulacije zZiv€anih stanica uslijed disfunkcije
neurotransmitera posljedi¢no ¢emu dolazi do ostecenja ili odumiranja neurona. Poremecena

funkcija respiratornog lanca dovodi do prekomjerne i dugotrajne aktivacije N-metil-D-aspartat



(NMDA) receptora, $to rezultira priljevom iona kalcija u neurone. Ovaj dotok kalcija narusava
staniénu homeostazu neurona i potice otpustanje drugih neurotransmitera, ukljucujuci
glutamat, koji dodatno stimulira NMDA receptore i pojaava dotok kalcija u stanice te
uzrokuje njihovu smrt. Ekscitotoksi¢nost je posebno $tetna za neurone u bazalnim ganglijima

i mozdanom deblu te pridonosi razvoju lezija karakteristi¢nih za LS (4).

Mitohondrijski poremecaj

\ | Y
Smanjena konc. ATP-a T Aktivnost NADPH-dijaforaze?
T Glikoliza

\ \

Vaskularna hipertrofija
i proliferacija

Slika 3. Sazet prikaz patofizioloSkih zbivanja koja dovode do nastanka lezija duboke sive
tvari u sindromu Leigh. Smanjenje dostupnog ATP-a i povecana proizvodnja ATP-a
procesom glikolize dovode do smanjenog recikliranja neurotransmitera, ekscitotoksi¢nosti,

povecane proizvodnje laktata i hiperlaktatemije te prekomjerne proizvodnje reaktivnih



kisikovih radikala $to uzrokuje oksidativna ostec¢enja. Navedene biokemijske promjene mogu
dovesti do patoloskih promjena u tkivu mozga (glioza, smrt neurona, vaskularna hipertrofija i
proliferacija te vakuolizacija i stvaranje karakteristiénih lezija). Pretpostavlja se da relativno
oCuvanje neurona moze biti rezultat poveéane aktivnhosti NADPH-dehidrogenaze $to ima
u¢inak na poveéanu proizvodnju dusikovog oksida i regulaciju OXPHOS sustava te
povecéano stvaranje ATP-a iz piruvata neovisno o OXPHOS sustavu. Modificirano prema:
Lake NJ i sur. (2015) (4).

1.4. Klinicka slika sindroma Leigh

Klini¢ki izrazaj LS-a je varijabilan i moze se podijeliti u dvije skupine: LS s ranim
pocetkom i LS s kasnim pocetkom. LS s ranim poéetkom ocituje se u prvoj godini Zivota, a
najcescée je obiliezen kasnjenjem u psihomotorickom razvoju, hipotonijom te poteSkoéama
pri hranjenju (3). Druge uobi€ajene znacajke su poremecaji kretanja, kao $to su distonija i
ataksija, spasticitet te promjene na oku, kao sto su atrofija optiCkog Zivca i retinopatija (3).
Respiratorno zatajenje takoder je €esta komplikacija i jedan od uzrok smrti oboljelih osoba
(27).

LS s kasnim pocetkom obi¢no se ocituje kasnije u djetinjstvu, nakon uredne trudnoée
i normalnog ranog razvoja (28). Katkada se prvi puta ocituje i u odrasloj dobi i obiljezen je
sporije progresivnim tijekom. Simptomi i znakovi sliéni su onima u ranom obliku, ali mogu biti
blazi i manje izrazeni. Naj¢esée su to ataksija, distonija i periferna neuropatija (3). Dodatna
obiljezja su kognitivnho propadanje, epilepti¢ki napadaji i psihijatrijski simptomi, najéesée

depresija i anksioznost (29).

Stanja poput infekcija, koja predstavljaju pojaCane zahtjeve za energijom i napor za
energetski metabolizam, Cesti su okida¢ encefalopatske krize. U akutnoj fazi vidljiva je nagla
razvojna regresija i gubitak prethodno svladanih vjestina, poput sjedenja ili hodanja (6). U
daljnjem klinickom tijeku izrazeni su pretezno neurodegenerativni znakovi, medu ostalim
generalizirana hipotonija, spasticitet, distonija, epilepticki napadaji, ataksija, disfagija i
poteSkoce s hranjenjem, ptoza, nistagmus, kroniéno respiratorno zatajenje i psihomotori¢ko
zaostajanje (6,9).

Pacijenti s LS-om mogu razviti laktacidozu, ketozu, a rjede i hiperamonijemiju. Uslijed
navedenih poremecaja pacijenti mogu razviti dodatne simptome, poput povrac¢anja, bolova u

trbuhu i letargije (30). Uz poremeéaje SZS-a, pacijenti koji boluju od mitohondrijskih bolesti,



uklju€ujuci i LS, mogu imati zahvacéen i niz drugih organa, poput srca, jetre, bubrega i misi¢a.
(29).

1.5. Najcesca klinicka obiljezja prema organskim sustavima

1.5.1. Sredisnji ziv€éani sustav

Mitohondrijske bolesti vrlo ¢esto zahvaéaju sredidnji i periferni Ziv€éani sustav (2).
Neuroloski simptomi se mogu ocitovati veé¢ u novorodena¢kom razdoblju, a najées¢i znakovi
su pospanost, slabo sisanje, hipotonija, poremecaji pokreta, konvulzije i respiratorni distres
(9,29). Ubrzo nakon prvih znakova, razvije se varijabilna kombinacija simptoma kao $to su
hipotonija trupa, zahvacenost kranijalnih Zivaca i mozdanog debla, cerebelarna ataksija,
mioklonus, epilepti¢ki napadaji, piramidalni sindromi i znakovi periferne neuropatije (29). Dio
pacijenata s LS-om vec prije pojave encefalopatske krize ima navedene simptome. Ipak,
CeSce se encefalopatska kriza razvija nakon razdoblja naizgled normalnog razvoja ili krizi
prethodi tek blaze psihomotori¢ko zaostajanje pa roditelji kao prve znakove zamjecuju

kasnjenje u usvajanju posturalnih reakcija (11).

1.5.2. Srce

Jedan od c&esce zahvaéenih organa uz mozak u pacijenata s LS-om je srce.
Koncentri€na hipertrofi¢na kardiomiopatija najéeséa je bolest srca u LS-u. Kardiomiopatija se
najéesce ocituje relativno nespecifiénim simptomima kao $to su dispneja, cijanoza, pojacano

umaranije i slabo podno&enje napora (9).

1.5.3. Jetra

Disfunkcija jetre Cesto je obiljezje mitohondrijskih bolesti, ukljuujuci i LS. Klini¢ka
obiljezja disfunkcije jetre su Zutica, hepatomegalija, sklonost hipoglikemiji, poviSene
aktivnosti aminotransferaza i znakovi zatajenja jetre. U neonatalnom zatajenju jetre uslijed
mitohondrijskih bolesti pacijenti &esto imaju razliite neuroloSke simptome kao Sto su

hipotonija, mioklonus, epilepsija i psihomotori¢ko zaostajanje (29).



1.5.4. Bubrezi

Bubrezi su, uz mozak i srce, organi kojima je za rad potrebno mnogo energije, sto se
osobito odnosi na bubrezne tubule. Zbog toga se zahvaéenost bubrega u LS-u naj¢esée
ocituje Fanconijevim sindromom (gubitak glukoze, fosfora i drugih elektrolita, aminokiselina i
karnitina urinom zbog smanjene tubularne reapsorpcije), a rjede nefrotskim sindromom (npr.

u poremecajima sinteze koenzima Q;, ili kroni€¢nim tubulo-intersticijskim nefropatijama) (31).

.....

Popreéno-prugasti misiéi Cesto su zahvaceni u razli¢itim mitohondrijskom bolestima,
pa tako i u pacijenata s LS-om. Slabost misi¢a o€ituje se hipotonijom, loSom tolerancijom
tielesnog napora i atrofijom misi¢éa (32). Pacijenti s infantiinom miopatijom mogu imati
progresivno propadanje misi¢a koje dovodi do teske generalizirane slabosti i respiratorne

insuficijencije (33).

1.5.6. Sluh

Ostecéenja sluha razliitog stupnja Cesta su obiljezja LS-a te se mogu podijeliti na
blagi do umjereni gubitak sluha, pretezno visokih frekvencija, i teski ili duboki gubitak sluha
pri svim frekvencijama (34). Patogene varijante gena SUCLA2, koji Kkodira
sukcinil-CoA-ligazu, uzrokuju mitohondriopatiju kojoj su glavna obiljezja gluho¢a i distonija, a

znacajan udio pacijenata ima radioloska obiljezja LS-a (33).

1.5.7. Vid

NajéesSce zahvaceni dijelovi vidnog aparata u mitohondrijskim bolestima su oc€ni
zivac, mreznica, prednja o¢na sobica te misi¢i oka (29). U pacijenata s LS-om su Cesto
prisutni atrofija oénog zivca, oftalmoplegija, nistagmus i pigmentni retinitis (35).



1.5.8. Koza i kosa

U sklopu LS-a i drugih multisistemskih mitohondrijskih bolesti mogu biti prisutne
promjene na kozi i kosi, poput mrljaste pigmentacije podruéja kozZe izloZzenih suncu,

hipertrihoze, alopecije i promijenjene strukture kose (36).

1.6. Neuroradioloska obiljezja

Magnetna rezonancija (MR) metoda je izbora za dijagnosticiranje morfoloskih
promjena na mozgu u bolesnika s mitohondrijskim poremecajima kod kojih postoji sumnja na
zahvaéenost SZS-a (37). Unatoé& sve vecoj dostupnosti MR-a, postoji relativno malen broj
istrazivanja koji obuhvacéaju korelaciju genotipa s neuroslikovnim promjenama pojedinih
dijelova mozga, odnosno korteksa, bijele tvari, bazalnih ganglija, talamusa, mozdanog debla

i ledne mozdine (38).

Najistaknutija neuroslikovha znalajka LS-a je bilateralna predominantna
zahvacéenost striatuma, neovisno o genotipu bolesti (37). Na Slici 4 je prikazana tipi€an
neuroradiolosSki nalaz sindroma Leigh sa simetricno zahvacenim bazalnim ganglijima.
Takoder, neuroradioloSki vazna karakteristika LS-a je rana pojava lezija bijele tvari mozga
(38). Po neuroradiolo$kim znadajkama, izgled lezija bazalnih ganglija moze se podijeliti na
homogeno ograni¢enu difuziju, heterogeno ograni¢enu difuziju s izgledom mete i homogenu
olak$anu difuziju. Lezije heterogeno ograni¢ene difuzije s izgledom mete najéeséa su vrsta
lezija u LS-u te bi se potencijalno mogle Koristiti kao alat za diferencijaciju LS-a od ostalih

bolesti koje zahvaéaju bazalne ganglije (37).

Najée$¢e zahvaéena struktura SZS-a s karakteristi¢nim bilateralnim lezijama je
putamen, dok je substantia nigra druga naj¢esce zahvaéena struktura i najéesce zahvacéena
struktura mozdanog debla (37). Simetri¢ne lezije talamusa jo$ su jedan od neuroradiolo$kih
pokazatelja LS-a. NajéeSée zahvaéeno podrucje talamusa je dorzomedijalna jezgra, €ija se
degeneracija ¢esc¢e nalazi kod pacijenata s mutacijama mtDNA (37,39). Osim prethodno
spomenutih struktura, u LS-u se tipiéne lezije pronalaze i u okulomotorickim jezgrama,
gornjim i donjim kolikulima srednjeg mozga (mezencefalona), periakveduktalnoj sivoj tvari,

donjoj olivarnoj jezgri i vestibularnim jezgrama (37,40).

Unato€ €injenici da se MR kraljezni€éne mozdine rijetko provodi u istrazivanjima LS-a,
uoCena je povezanost osteéenja podjedinica kompleksa | i IV OXPHOS sustava s

neuroradioloskim lezijama kraljezniéne mozdine. Lezije kraljezniéne mozdine u LS-u mogu
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se podijeliti na lezije koje imitiraju oSteéenja uzrokovana demijelinizacijskim bolestima i

ishemijom te lezije koje imitiraju os$tecenja nastala virusnim infekcijama (37).

Slika 4. MR mozga, T2-mjerena snimka, aksijalni presjek, vide se simetri¢ni hiperintenziteti
bazalnih ganglija nukleusa kaudatusa, globusa palidusa i putamena (oznaceno strelicama).
Slika je iz medicinske arhive Zavoda za genetiku i bolesti metabolizma, Klinike za pedijatriju,
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

1.7. Dijagnosticki postupak

1.7.1. Laboratorijski nalazi

Uz Kklini€ku sliku, na LS i mitohondrijske bolesti opéenito mogu uputiti povisen laktat u
krvi i/ili cerebrospinalnoj tekucini uz poviSen omijer laktata i piruvata (izuzetak je manjak
piruvat dehidrogenaze kada je taj omjer normalan). U situaciama kada poviSena
koncentracija laktata (hiperlaktatemija) dovodi do metaboliCke acidoze govorimo o
laktacidemiji (6). Drugi biokemijski pokazatelji koji upucéuju na naruSen oksidacijski
metabolizam su povidene koncentracije alanina i prolina te poviSene koncentracije
3-OH-butirata u plazmi (6,41). Analizom organskih kiselina katkad se nadu metaboliti
Krebsovog ciklusa, poput 2-oksoglutarata, sukcinata, fumarata i malata ili pojacano
izlugivanje etilmalonske i/ili metilmalonske kiseline. Cesto se opisuje i poja¢ano izlugivanje
laktata urinom, a nalaz pojaanog izlu€ivanja 3-metilglutakoni¢ne kiseline svakako treba

usmijeriti dijagnostiku u smjeru mitohondrijskih poremecaja (6). lako navedeni biokemijski
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pokazatelji mogu biti korisni u postavljanju dijagnoze, njihovo odsustvo nikako ne smije

odvratiti od daljnje dijagnostike i potvrde dijagnoze LS-a.

Ovisno o zahvaéenim organima, uz SZS, drugi laboratorijski nalazi mogu biti korisni u
dijagnostickom procesu. Na primjer, povisene aminotransferaze, hipoalbuminemija i
produljeno protrombinsko vrijeme mogu ukazati na znakove hepatopatije, poviSena kreatin
kinaza uputit ¢e na zahvaéenost skeletnog misi¢a, a hipofosfatemija s hiperfosfaturijom
dobar je pokazatelj disfunkcije bubreznih tubula (6).

1.7.2. Biopsija miSi¢a i koze

Kao $to je prethodno napisano, u mitohondrijskim bolestima €esto su zahvaéeni
Sire dostupna, biopsija popreéno-prugastog misi¢a bila je vazan alat u postavljanju dijagnoze
mitohondrijske bolesti. Ve¢ se svjetlosnom mikroskopijom i histokemijskim bojanjem mogu
dokazati promjene koje upucuju na mitohondrijsku bolest, a puno osjetljiviji je nalaz
elektronske mikroskopije kojom se mogu otkriti umnozeni mitohondriji abnormalnog oblika
i/ili cisticno promijenjeni mitohondriji. Dodatna korist je §to se u svjezem tkivu ili u tkivu koje
je svjeze zamrznuto u tekuéem dusiku mogu uciniti specifi¢ne biokemijske analize, poput
mjerenja aktivnosti kompleksa respiratornog lanca (6). Medutim, s obzirom da se u
pedijatrijskih pacijenata biopsija najéesce izvodi pod opéom anestezijom i smatra invazivnim
zahvatom te da za potvrdu dijagnoze u vecini slu€ajeva ipak treba ucinit gensku analizu koja

je danas Siroko dostupna, biopsija misi¢a danas se sve rjede koristi (6,42).

Jo$ jedan vazan dijagnostiCki alat je biopsija koZe i analiza kultiviranih fibroblasta u
slu¢ajevima kada misiéno tkivo nije dostupno ili i nakon biopsije misi¢a treba dodatna

potvrda dijagnoze, odnosno radi dodatnih funkcijskih testiranja (43,44).

1.7.3. Neuroslikovne pretrage

Slikovne pretrage mozga, poput MR-a i kompjutorizirane tomografije (CT), mogu
otkriti karakteristicne bilateralne simetricne hiperintenzitete u bazalnim ganglijima i
mozdanom deblu. T2 hiperintenzivne lezije mogu se vidjeti i u malom mozgu, talamusu i
kraljezni€noj mozdini (6). Opisane su i prolazne simetricne promjene bijele tvari mozga u
presimptomatskoj fazi pacijenta koji je kasnije razvio klini¢ku sliku i jasna neuroradiolo$ka

obiljezja LS-a (45). Ostala karakteristi¢na obiljezja prethodno su opisana u poglavlju 1.6.
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1.7.4. Elektromioneurografija

Elektromioneurografija (EMNG) je pretraga koja se kod pacijenata s LS-om izvodi
kako bi se utvrdila brzina provodenja perifernih Zivaca i zahvaéenost miSi¢a. Slabost
proksimalnih misi¢a naj¢eSée nastaje zbog miopatije koja je Cesta kod pacijenata s LS-om.
Naj¢esSce je nalaz EMNG-a normalan ili pokazuje male, kratkotrajne, polifazne potencijale
motornih jedinica (46,47). Fibrilacijski potencijali rijetko su prisutni. Ponekad se u distalnim

.....

motori¢kih jedinica (46).

1.7.5. Elektrokardiogram i ultrazvuk srca

Nalazi elektrokardiograma (EKG) u LS-u mogu otkriti specificne sréane
abnormalnosti koje ne moraju biti klini¢ki vidljive (48). Uobi¢ajeni nalazi su sinusna
tahikardija, produljeni QT - interval i razni drugi poremecaji provodenja, kao $to su blokovi
grana i atrioventrikularni blokovi (49).

S obzirom na ucestalost koncentricne hipertroficne kardiomiopatije kod pacijenata s
LS-om, ultrazvuk (UZV) srca jos je jedan vrijedan neinvazivni dijagnosti¢ki alat koji sluzi za
procjenu strukture i funkcije srca. UZV srca mozZe prikazati povecéanje lijevog atrija,
hipertrofiju, opstrukciju izlaznog puta lijeve Klijetke, mitralnu insuficijenciju ili smanjenu
dijastoli¢ku funkciju (49).

1.7.6. Oftalmoloski pregled

Zbog Cestih promjena na oku u pacijenata s LS-om vazno je uciniti oftalmoloski
pregled koji se uz pregled oénog dna moze sastojati od dodatnih pretraga kao $to su
biomikroskopija procjepnom svjetiljkom, skijaskopija i procjena ostrine vida (Snellenov
optotip). Procjena okularne motorike se provodi Hirschbergovim ili Krimskyjevim testom.
Najceséa patoloska stanja koja se u pacijenata s LS-om pronadu oftalmoloskim pregledom

su atrofija vidnog Zivca, nistagmus, strabizam i oftalmoplegija (50).

1.7.7. Gensko testiranje

LS mozZe nastati kao posljedica mutacija u viSe od stotinu razli€itih gena u oba

genoma; mitohondrijskom i jezgrinom. Kod vrlo malog udjela pacijenata s LS-om prisutne su
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karakteristi¢ne klini¢ke i biokemijske znacajke koje nas mogu usmjeriti na odredeni gen (6).
Na primjer, LS s progresivnim gubitkom sluha, hiperlaktatemijom i poja¢anim izlu¢ivanjem
metilmalonske i 3-hidroksiizovalerijanske kiseline urinom moze uputiti na mitohondriopatiju
zbog mutacija SUCLAZ2 gena (51). Ipak, zbog izrazito mnogo patogenih varijanti velikog
broja gena koji mogu uzrokovati vrlo sli¢nu klini¢ku sliku, ciljana genska analiza je vrlo rijetko

indicirana, a ¢eS¢e se rade masivnije genske analize (6).

Prvi korak genetskog testiranja pacijenta sa sumnjom mitohondrijske bolesti moze
biti sekvenciranje mtDNA. Ukoliko se mutacije mtDNA ne dokazu, slijedeci korak je analiza
nDNA sekvenciranjem nove generacije (NGS, engl. Next generation sequencing) koje
omogucava paralelno sekvenciranje viSe gena, cijelog egzoma ili genoma. Sekvenciranje
egzoma danas ima dobru pokrivenost mitohondrijskih gena pa je to sve ¢e$ée prva metoda
izbora u dijagnostici. Sve dostupnije i jeftinije postaje i sekvencioniranje cijelog genoma koje

omogucava paralelno testiranje svih potencijalno mutiranih gena (52,53).

1.8. Genetsko savjetovanje

Roditelji s obiteljskom anamnezom mitohondrijskih bolesti ili oni koji imaju dijete s
mitohondrijskom bolesti vrlo éesto Zele znati vjerojatnost pojave bolesti u drugih ¢lanova
obitelji ili u buduéih potomaka. Preduvjet za genetsko savjetovanje je poznavanje genetske

oshove bolesti (54).

Genetsko savjetovanje u sluajevima kada je bolest uzrokovana mutacijama gena
mtDNA sloZzen je proces zbog heteroplazmije mtDNA i efekta praga, odnosno klinicke
ekspresije bolesti ovisno o koli¢ini mutirane mtDNA. U slu€ajevima kada je bolest nastala
zbog mutacija nDNA nasljedivanje slijedi Mendelova pravila te su genetsko savjetovanje i
prenatalna dijagnostika puno jednostavniji (55). Amniocenteza i biopsija korionskih resica
najsigurnije su metode prenatalne dijagnostike za utvrdivanje mutacija gena nDNA, dok za
utvrdivanje mutacija gena mtDNA ne postoji potpuno pouzdana metoda zbog ve¢ navedene
heteroplazmije (55). U nekim drzavama je dostupna i preimplantacijska dijagnostika (6). Kao
metoda prevencije LS-a zbog mutacije mtDNA u nekolicini drzava je dostupna metoda
donacije mitohondrija, koja je jo$ uvijek u veéini drzava neprihvatljiva zbog eti¢kih i legalnih
kontroverzi. Radi se o metodi izvantjelesne oplodnje pri kojoj se bioinzinjeringom u
citoplazmu oocite zdrave donorice umetne jezgra s nDNA majke i potom oplodi o¢evim
spermijem. Djeca rodena iz takvog postupka se nazivaju djecom s tri roditelja jer imaju

nuklearni genom oca i majke te mitohondrijski genom donorice oocite (56).
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1.9. Terapija

Unato¢ napretku moderne medicine i brojnim pokusajima pronalaska ucinkovitog
lijeka, trenutno ne postoji jedinstvena niti u€inkovita terapijska opcija za lije€enje LS-a. Za
pojedinacne poremecaje je dostupno specificno lijeCenje, kao $to su za manjak piruvat
dehidrogenaze koji se moze donekle lijeciti ketogenom dijetom uz dodatak vitamina B,, te
manjak prijenosnika tiamina-2 (takozvana o biotinu i tiaminu ovisna bolest bazalnih ganglija)
koji se lije¢i farmakoloskim dozama tiamina. Vecina ostalih pacijenata nakon postavljanja
dijagnoze dobiju donekle nespecificne preporuke o zadovoljavanju kalorijskih i nutritivnih
potreba koje ¢e osigurati dovoljno energije. Utvrduje se ima li pacijent poteSkoca s
hranjenjem i ovisno o tome se napravi plan nutritivne potpore, a stanje pacijenta se ¢esto

pokuSava pobolj$ati raznim kombinacijama vitamina i drugih aktivnih tvari (57).

1.9.1. Dijetna terapija

Neadekvatna prehrana, problemi prilikom hranjenja i zaostajanje u rastu i razvoju
Cesti su problemi pacijenata s LS-om. Svaki pojedinacni pacijent trebao bi dobiti preporuku o
dijeti prilagodenoj njegovoj dobi i stupnju aktivnosti pri €emu u obzir treba uzeti i epilepti¢ne
napadaje i distoniju. Takva optimizacija energetskog unosa moze dovesti do pobolj$anja

koriStenja preostalih mitohondrijskih kapaciteta za stvaranje energije (58).

Ketogena dijeta jedan je od najstarijih i najefikasnijih poku$aja kontrole
mitohondrijskih bolesti putem modifikacije prehrane. Cilj ketogene terapije je zamijeniti
ugljikohidrate s mastima koje postaju glavni izvor energije. Smatra se da ketonska tijela
smanjuju oksidativni stres na nacin da povecavaju antioksidanse i uklanjaju ROS (59).
Ketogena dijeta osobito moze biti korisna u pacijenata s epilepsijom jer je dobro poznata
njezina uloga u kontroli epilepti¢kih napadaja (60). Opisano je i poboljSanje kardiomiopatije i
poremecaja kretanja kod pacijenata s mitohondriopatijama koji su bili na ketogenoj dijeti
(59). Prilikom provodenja ketogene dijete treba uzeti u obzir potencijalne nuspojave, poput
sklonosti hipoglikemiji, hiperlipidemije, osteopenije, nastanka bubreznih kamenaca te razvoja

sekundarnih komplikacija zbog manjka vitamina topljivih u vodi. (61).

1.9.2. Farmakoloska terapija

Vitamini i antioksidansi poput koenzima Q., L-karnitina, a-lipoine kiseline,

kreatin-monohidrata, biotina, tiamina, riboflavina, vitamina E i vitamina C smatraju se
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adjuvantnom terapijom LS-a i drugih mitohondrijskih bolesti. Kombinacija ovih lijekova

naziva se i “mitohondrijskim koktelom” (6).

Pri sumnji na LS na temelju klini¢kih i neuroslikovnih obiljezja valja pokus$ati lije¢enje
s farmakolo$kim dozama biotina (10 - 20 mg/kg) i tiamina (100 - 300 mg) zbog €injenice da
pacijenti s bolesti bazalnih ganglija zbog manjka transportera tiamina dobro odgovaraju na
lje€enje biotinom i tiaminom (61). Uz primjenu visokih doza koenzima Q,, i njegovih
potentnijih analoga idebenona i EPI-743, neki pacijenti s LS-om pokazali su odredena
poboljSanja u klini¢koj slici (62,63). U posljednjih nekoliko godina otkrivene su brojne nove
potencijalne terapijske opcije koje djeluju na razliCite mehanizme mitohondrijskih
poremecéaja. Nespecificne terapijske opcije usmjerene na lijec¢enje svih mitohondrijskih
bolesti su: aktivacija biogeneze mitohondrija, regulacija mitofagije, premostenje defekata u
OXPHOS sustavu, mitohondrijska nadomjesna terapija i djelovanje na staniéni odgovor na
hipoksiju. S druge strane, specifiéne terapijske opcije su genska terapija, stabilizacija

mutiranih tRNA i mijenjanje heteroplazmije (engl. shifting heteroplasmy) (57).

S obzirom da su prethodno navedene metode u fazi pretkliniCkih ili klinickih
istrazivanja, “mitohondrijski koktel” se unato¢ upitnoj djelotvornosti i nemoguénosti toénog
odredivanja idealnih doza i dalje smatra najboljom i jedinom farmakoloSskom terapijom za
lijeCenje LS-a i vecéine ostalih mitohondrijskih bolesti (6,64).

1.9.3. Simptomatsko i potporno lijecenje

Epilepsija je jedno od glavnih klini¢kih obiljezja LS-a te ¢e za vrijeme trajanja bolesti
Cak 20 - 50 % pacijenata razviti epilepticke napadaje (65). Moze se pojaviti bilo koji oblik
napadaja, medutim najées$¢i su mioklonus, ZzariSni motori€ki napadaji sa sekundarnom
generalizacijom i generalizirani toni¢ko-kloni¢ki napadaji (66). Levetiracetam se trenutno
smatra najboljim lijekom za lije€enje epilepsije u LS-u te je prvi izbor za lijeéenje mioklonusa
(67). Istrazivanja pokazuju da se njegova ulinkovitost poveéava u kombinaciji s
klonazepamom ili klobazamom (68). Valproat svakako valja izbjeéi, a upotreba lamotrigina
se smatra sigurnijom opcijom iako moze pogorsati mioklonizme. Takoder, zonisamid se
smatra dobrim izborom kod farmakorezistentnih epilepsija (67,69). Gabapentin,
okskarbazepin, rufinamid i stiripentol takoder se smatraju sigurnim i u€inkovitim opcijama za
lije€enje epileptiCkin napadaja u LS-u (68). Brojni pacijenti trebaju vide lijekova za dobru
kontrolu epilepsije, a neki su rezistentni na antiepilepti¢ku terapiju. U navedenih svakako

valja razmotriti uvodenje ketogene dijete koja je prethodno spomenuta (67,68).
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Kod pacijenata sa sumnjom ili potvrdenim LS-om potrebno je izbjegavati lijekove koji
osteéuju mitohondrijsku funkciju, a tu se, uz prethodno spomenuti valproat, ubrajaju statini,

metformin, aminoglikozidi, linezolid, tetraciklin, azitromicin i eritromicin (70).

UnatoC pokuSajima pronalaska farmakoloske terapije za LS, palijativha skrb i dalje
zauzima vodecu ulogu u brizi za pacijente s LS-om. Problemi s hranjenjenjem rijeSavaju se
postavljanjem nazogastricne sonde ili perkutane endoskopske gastrostome. Pacijenti s
centralnom hipoventilacijom i apnejama su na respiratornoj potpori u ku¢noj njezi, dok su
pacijenti s kroni€énom respiratornom insuficijencijom C€esto traheostomirani i na kuénoj
ventilaciji. Takve pacijente izrazito je vazno zastititi od potencijalnih respiratornih infekcija
provodenjem redovitih toaleta diSnog puta, prakticiranjem dobre higijene pri radu s

pacijentima te redovitim procjepljivanjem pacijenata.

Fizioterapijski programi provode se kao potpora psihomotoriCkom razvoju pacijenata,
zbog o€uvanja opsega pokreta i odrzavanja diSne funkcije, a kod pacijenata s teskim
poremecajem motori¢ke funkcije, distonijom i disartrijom koriste se ortopedska pomagala i
kompjuterizirani uredaji za komunikaciju. U pacijenata s oSte¢enjem vida i sluha potrebno je

osigurati vidna i slu§na pomagala (6).
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2. Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada bio je opisati klinicke osobitosti, neuroslikovna i genetic¢ka
obiljezja pacijenata sa sindromom Leigh lije¢enih u Zavodu za medicinsku genetiku i bolesti
metabolizma Klinike za pedijatriju, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb u razdoblju od 2012.
do 2022. godine.
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3. Ispitanici i metode

3.1. Ispitanici

Ova retrospektivna studija ukljucila je 18 bolesnika kojima je postavljena dijagnoza
sindroma Leigh u razdoblju od 2012. do 2022. godine u Zavodu za medicinsku genetiku i
bolesti metabolizma, Klinike za pedijatriju, Klini€kog bolni¢kog centra Zagreb.

3.2. Metode

Kao izvori podataka koristeni su bolni¢ki informacijski sustav (BIS), ambulantni
kartoni i bolni¢ka arhiva. Podaci su prikupljeni tijekom veljace i oZujka 2023. godine.

Prikupljeni su anonimizirani osobni podaci o ispitanicima: obiteljska anamneza,
psihomotoriki razvoj prije nastupa bolesti, dob pojave simptoma, provocirajuci imbenik za
razvoj encefalopatske krize, simptomi i znakovi bolesti, dob pri postavljanju dijagnoze,
rezultati laboratorijskih i neuroslikovnih pretraga, podaci o lije€enju, rezultati genske analize
te podaci o dugoronom tijeku bolesti i ishodu ispitanika. Za analizu podataka koriStene su

metode deskriptivne statistike u programu Excel - Microsoft 365 ®.

Prikupljanje anonimiziranih podataka u svrhu izrade ovog diplomskog rada odobrilo
je Eticko povjerenstvo Klini¢koj bolni¢kog centra Zagreb.
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4. Rezultati
4.1. Osnovna obiljezja ispitanika

U rad je uklju¢eno 18 ispitanika, 11 je bilo zenskog (61,1 %), a 7 muskog spola (38,9
%). Medijan dobi pri postavljanju dijagnoze LS-a je 11 mjeseci, pri Eemu je raspon dva
mjeseca do 7,5 godina. U 10 pacijenata (55,6 %) bolest se ocitovala u prvoj godini Zivota, a

u preostalih 8 (44,4 %) u dobi od navrSene prve do desete godine Zivota (Slika 5).

10

6-10g. >10g.

Slika 5. Raspodijela ispitanika prema dobi manifestacije prvih simptoma.

Od 16 ispitanika u kojih je potvrdena genetska osnova LS-a, 6 (37,5 %) je imalo
mutaciju u mtDNA, a 10 (62,5 %) u nDNA (Slika 6).
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mitohondrijska DNA
@ nuklearna DNA

Slika 6. Udio ispitanika s mutacijama mitohondrijske i nuklearne DNA.

4.2. Klinicka obiljezja ispitanika

U Tablici 1 zbirno su prikazana osnovna klini¢ka i genetiCka obiljezja ispitanika

ukljuéenih u ovu studiju. Oznaka ispitanika (P1 do P18) je individualna oznaka za svakog
pacijenta uklju¢enog u studiju.

Tablica 1: Osnovna obiljezja ispitanika ukljuéenih u rad. g - godina, mj - mjesec, P - pacijent,

M - muski spol, Z - Zzenski spol, NP - nije primjenjivo, IUGR - intrauterini zaostatak u rastu.

Psihomotoricki

Oznaka | Sp Dob pri razvoj prije - . Rezultat genske Tijekl/ishod
ispitanika | ol | razvoju LS-a nastupa Prvi simptomi analize bolesti
encefalopatije
Hipotonija, Gen SCO2,
. Slaba kontrglg distonija, slaba c.418G>A .
P1 M 7.5mj glave, nemir i torik Glu140L Umro s 14 mj
neutjeSan pla¢ spontgvna,r_no orika, (p.Glu ) ys)
vristeci plaé homozigot
Usporen Gen FBXL 4,
. N . . IUGR, ¢.513-3C>T (p.?)i | Umrlas3gi9
P2 | ¢ NP psinomotoricki | . ohidramnion c.1058C>T mi
razvoj od rodenja (p.Ser353Phe)
Tesko Hivoglikemiia Mutacije gena
P3 M 3mj psihomotori¢ko e ileptigki na Jaaa'i SERACT1 (varijanta | Umrosa 16 g
zaostajanje pliep padaj nije dostupna)
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6gi6mj

godina pri
) Tesko Hipotonija, Gen MT-ATPS, zachio
P4 Z 14 mj psihomotori¢ko poremecaj svijesti, m.8993 T>C ’
I ; samostalno
zaostajanje apneje (p-Leu156Pro) nepokretna
usporena
motorika
29i3mjpri
zadnjoj
Malaksalost, Gen MT-ND6, kontroli, blago
P5 M 15 mj Uredan razvoj nesigurnost u m.14487T>C usporen razvoj
hodu, ataksija (p.-Met63Val) motorike i
ekspresivnog
govora
Gen ECHST, 7 a ori zadnioi
5 Poteskoce u c.676G>A ngc)mtroIi 1)
P6 Z 14 mj Uredan razvoj disanju,tonizmi, (p-Ala226Thr) i s astiéné
povracanje c.518C>T te!cora legiia
(p.Ala173Val) pegl
. Poremecaj svijesti, Gen NAXE,
P7 z 17 mj Usp;?gfgrirlfezvq akutno respiratorno | ¢.196C>T, (p.GIn66*) | Umrlas2g
zatajenje i c.516+1G>A, p(?)
3gi6mjpri
zadnjoj
5 Nesigurnost u S? 80§§f§ kontroli,
P8 Z 3gi6mj Uredan razvoj hodu, ataksija, ’ PA, nepokretna,
o p.(Asp336fs) .
povraéanje homozigot tesko
psihomotori¢ko
zaostajanje
Usporen razvoj Malaksalost, 3gi7mjpri
PO 5 1 motorike i odbijanje hrane, (3?7(,)\47;(/;/?5 zadnjoj
9 ekspresivnog problemi sa Ph P- kontroli, nema
. e124Leu)
govora spavanjem podataka
15 g pri zadnjoj
kontroli, ne
Usporen razvoj I;zgtkt[c::;a
] motorike, nema relativno’
P10 4 6 mj razvoja Hipotonija Nepoznato normalan
ekspresivnog mentalni
govora razvoj
motoricke
poteskoce
4 9i3mjpri
zadnjoj
Gen SURF1, kontroli,
. . Psihomotori¢ka c.845846deCT, nepokretna,
P11 z 29 Uredan razvoj regresija (p-Ser282Cysfs*) tesko
homozigot psihomotori¢ko
zaostajanje
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Gen SURF1
. - Malaksalost ; .
- . Psihomotori¢ko NP c.836-IG>A i Umrlas3gi6
P12 z 9 mj zaostajanje pore@srca‘aéasr\]/_gestl, c.845_846delCT mj
P : (p.Ser282Cysfs*)
6gi6mjopri
Usporen razvoj zadnjoj
motorike, nema Epilepticki Gen MT-NDE, kontroli,
P13 M 10 mj razvoja napadaiji, m.14459G>A nepokretan,
ekspresivhog dehidracija (p.-Ala72Val) tedko
govora psihomotori¢ko
zaostajanje
7 g pri zadnjoj
Epilepticki Gen SLC19A3, kontroli,
. . napadaiji, vristeci c.541T>C, nepokretan,
P14 | M 54 Uredan razvoj plag, (p.Ser181Pro) tegko
hiperekscitabilnost homozigot psihomotori¢ko
zaostajanje
Usporen razvoj Malaksalost, 8gi6 mjpri
P15 M 5415 mi motorike i ataksija, bol u Gen MT-ATPE, zadnjoj
9 ! ekspresivnog nogama, problemi m.9185T>C kontroli,
govora sa spavanjem nepokretan
4 9i10 mjpri
Epilepticki zadnjoj
5 napadaiji, slabo - kontroli,
P16 Z 7 mj Uredan razvoj napredovanje, Gen MT-ATPS, usporenih
) ; m.8993T>G
nezainteresiranost pokreta, hoda
za okolinu nestabilno uz
pridrzavanje
S 13 g pri zadnjoj
Eplleptlc_!q kontroli,
. napadaiji, -
. Tesko poremecaj svijesti, | Nepoznata genetska spasticna
P17 Z 3 mj psihomotori¢ko ticitet ’ bolesti tetrapareza i
zaostajanje ?.pavs ict eth o oshova bolesti tesko
neu Jesallgévrls ecl psihomotori¢ko
P zaostajanje
Usporen razvoj 10 g pri zadnjoj
. . motorike i T delecija 5.5 kb kontroli,
P18 M 7gi6m ekspresivhog Poremecaj svijest mtDNA oteZano hoda
govora uz pridrzavanje
MEDIJAN 11 mj - - - -

*Znakovi bolesti prisutni od rodenja kada je postavljena dijagnoza mitohondrijske bolesti, pacijentica

je kasnije imala sporoprogresivni razvoj subakutne encefalopatije bez jasne krize.

4.2.1. Psihomotoricki razvoj i simptomi prije razvoja encefalopatske krize

Prije nastupa subakutne encefalopatije Sestero djece bilo je bez simptoma i urednog

psihomotorickog razvoja, dok su ostali imali usporen psihomotori¢ki razvoj ili druge
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neuroloSke probleme poput asimetrije u spontanoj motorici, hipotonije, adinamije i
psihomotori¢ke regresije. Jedan pacijent (P18) je imao postavljenu dijagnozu sindroma

Kearns-Sayre nekoliko godina prije nastupa subakutne nekrotiziraju¢e encefalopatije.

4.2.2. Prvi simptomi i znakovi sindroma Leigh

Najéesc¢i prvi simptomi bili su poremecaj svijesti, epileptiCki napadaji, malaksalost,

hipotonija, neutjesan vristeci pla¢, ataksija, problemi sa spavanjem i zatajenje disanja.

U 8 (44,4 %) pacijenata je provocirajuéi ¢imbenik za razvoj encefalopatske krize bila
virusna infekcija. Cetiri (22,2 %) pacijenta imala su epilepticki napadaj u vrijeme
encefalopatske krize. Za potonje je tesko utvrdili je li napadaj prethodio (i eventualno
provocirao) razvoju encefalopatije ili je, $to je izglednije, bio posljedica subakutne

encefalopatije (Slika 7).

@ Febrilni akutni gastroenterokolitis
@ Febrilna respiratorna infekcija

@ Epilepticki napadaj

@ Herpesvirusna primoinfekcija

Nepoznat

Slika 7. Zastupljenost mogucih provocirajucih ¢imbenika neposredno prije razvoja
encefalopatije.
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4.2.3. Simptomi i znakovi po organskim sustavima nakon postavljene dijagnoze

sindroma Leigh

Svi pacijenti su po postavljanju dijagnoze LS-a imali neuroloske posljedice. U 17
pacijenata (94,4 %) su zapazeni poremecaji pokreta ili tonusa misi¢a u vidu distonije,
bulbarne pareze, hemiplegije ili spasti¢ne tetraplegije. Epilepsiju je imalo 5 pacijenata (27,8
%). U devetero djece (50 %) je nadeno osteéenje vida, a u petero (27,8 %) osteéenje sluha.

Od znakova zahvaéenja organa izvan SZS-a najznaéajniji su bili kardioloski problemi.
Problemi sa srcem uoéeni su kod petero pacijenata. Cetiri ispitanika su imala hipertrofiénu
kardiomiopatiju, od kojih je jedan (P1) razvio i recidiviraju¢e perikardijalne izljeve. Jedan
ispitanik imao je smetnje provodenja (P18) koje su karakteristi¢ne za sindrom Kearns-Sayre

od kojeg navedeni pacijent boluje.

Probleme s bubrezima imalo je Cetvero ispitanika. Reverzibilno akutno bubrezno
oStecenje u tijeku akutne krize razvilo je dvoje pacijenata, a jo$ dvoje imalo je kroni¢ne
znakove ostecenja bubrega (P11 i P18). Dvoje ispitanika imali su probleme s pasazom i
motilitetom probavne cijevi (P2, P12). Kod tri pacijenta dokazana je osteopenija (P2, P14,
P15), a kod jednog teska skolioza (P17). Promjene na kozi u sklopu mitohondriopatije je
imalo Cetiri (22,2 %) ispitanika. Jedna ispitanica je imala tipian eritem koZe i alopeciju u
skladu sa progresivhom encefalopatijom zbog mutacija gena NAXE (P7), u dvoje ispitanika
je uo€ena hipertrihoza (P2 i P12), a u jednog poikiloderma (P18). U dvoje ispitanika su
utvrdeni poremecaji rada endokrinih Zlijezda (P12 i P18). U Tablici 2 prikazan je detaljan
pregled klini¢kih obiljezja pojedinaénih ispitanika. Na Slici 8 su grafi¢ki prikazana naj¢eséa

klinicka obiljezja i zahvaéenost pojedinih organskih sustava u skupini ispitanika.

Tablica 2. Klini¢ka obiljezja pacijenata nakon postavljene dijagnoze sindroma Leigh. P -
pacijent, MODS - multiorgansko zatajenje (engl. Multiple organ dysfunction syndrome).

Oznaka ispitanika odgovara individualnoj oznaci kao i u Tablici 1.

Oznaka Poremecaji pokreta ili
ispitanika tonusa

Zahvaéenost drugih

Kardiolo$ki problemi organa

Hipertrofija srca s
razvojem opstruktivne
P1 Distonija, bulbarna pareza kardiomiopatije i -

recidivirajuéim
perikardijalnim izljevima

Osteopenija, problemi s
P2 Hipotonija - pasazom probavne cijevi,
hipertrihoza
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Distonija, spasti¢na

P3 tetraplegija . )
Recidivirajuc¢e akutne
P4 Distonija - respiratorne infekcije,
traheokutana fistula
P5 Lijevostrana hemipareza - -
P6 Distonija, spasti¢na ) }
tetraplegija
KozZne promjene (osip
Distonija, snizen tonus intertriginozno i
p7 misi¢a na donjim ) perigenitalno, na obje Sake
ekstremitetima, rigiditet i tabanima te oko usta i
gornjih ekstremiteta ociju; tamni eritem;
alopecija
Donji ekstremiteti u
hiperekstenziji, gornji u _ *
P8 dekortikacijskom polozZaju, MODS
rijetki toni¢ki spazmi
P9 Nepokretna - -
Facijalna diskinezija i
P10 e A . - -
nevoljni pokreti, hipotonija
'Hlpertonus uz Hipertrofi¢na Tubulopatija,
P11 hiperekstenziju u kardiomiopatija hiperkalciurija
ekstremitetima patl P J
Hipertroficna Manjak hormona rasta,
P12 Hipotonija karcFi)iomio atiia poremecaj motiliteta
patl] crijeva, hipertrihoza
P13 Distonija, diskinezija - -
P14 Distonija - Osteopenija
. . o Progresivna akutna
P15 Dlzartrug, ataktican i Koncentri¢na hipertrofija bubrezna insuficijencija,
oteZzan hod -
osteopenija
P16 Dlstor_nja, atgksua, ) )
hipotonija
P17 Distonija, spasti¢na ) Skolioza, deformacija
paraplegija prsnog kosa
Kroni¢na bubrezna bolest,
P18 Ataksija, otezan hod Blok lijeve grane . DM I’. .
hipoparatireoidizam,
poikiloderma

*Ispitanica P8 je tijekom akutne encefalopatske krize razvila kardio-respiratorno zatajenje posljedi¢no

kojem je imala multiorgansko zatajenje (uklju€ujuci i akutno bubrezno zatajenje).
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Poremedéaji pokreta ili
tonusa

Ostecenje vida
Ostecenja sluha
Epilepsija

Kardioloski problemi

Osteopenija ili
skolioza

Promjene na koZi

Kroni€no ostecenje
bubreZne funkcije

Problemi s motilitetom
probavne cijevi

Endokrinopatije

Slika 8. Grafi¢ki prikaz udjela naj¢eséih klini€kih obiljezja i zahvacenosti pojedinih organskih

sustava u skupini ispitanika.

4.3. Biokemijski nalazi pri postavljanju dijagnoze

Za 17 ispitanika imali smo dostupne koncentracije laktata iz venske krvi izvadene na
ledenu perklornu kiselinu. Tri ispitanika (17,6 %) imali su koncentracije unutar raspona
referentnih vrijednosti, a 14 (82,4 %) je imalo povecanu koncentraciju laktata u krvi.
Referentni raspon koncentracije laktata u krvi za dojenéad i djecu je 1,0 — 2,4 mmol/L.
Medijan koncentracije laktata u krvi ispitanika iznosi 4,06 mmol/L pri éemu je raspon od 1,3
do 12,0 mmol/L (Slika 9).
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@ Koncentracija laktata u krvi (mmol/L) Raspon referentnih vrijednosti (mmol/L)

2 -

10

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18

Slika 9. Prikaz koncentracija laktata u krvi pacijenata. Oznaka ispitanika (P1, ...) odgovara
individualnoj oznaci pojedinog ispitanika prema Tablici 1.

Podaci o koncentraciji laktata u cerebrospinalnoj tekucini dostupni su za 13
ispitanika. Od navedenih je dvoje imalo koncentraciju unutar raspona referentnih vrijednosti,
a 11 (84,6 %) ispitanika je imalo povecanu koncentraciju laktata u likvoru. Referentni raspon
koncentracije laktata u cerebrospinalnoj tekucini za dojenéad i djecu je 0,33 - 2,1 mmol/L.
Medijan koncentracije laktata u cerebrospinalnoj tekucini u nasih pacijenata iznosi 4,0
mmol/L pri €¢emu je raspon od 1,3 do 7,2 mmol/L (Slika 10).
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@ Koncentracija laktata u likvoru (mmol/L) Raspon referentnih vrijednosti (mmol/L)

P1 P2 P3 P5 P6 P7 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P18

Slika 10. Prikaz koncentracija laktata u cerebrospinalnoj tekucini ispitanika. Oznaka
ispitanika (P1, ...) odgovara individualnoj oznaci pojedinog ispitanika prema Tablici 1.

Za 16 ispitanika dostupni su podaci o rezultatima organskih kiselina u urinu. U 10 je
nadeno patolosko izlu€ivanje organskih kiselina (pojaano izlu€ivanje ili prisustvo piruvata,
fumarne kiseline, 3-metilglutakoliéne kiseline, 2-oksoglutarata, 2-oksoizovalerijanske
kiseline, 3-hidroksiizovalerijanske kiseline, seboroi¢ne, sebaki¢ne i 3-OH-deodekanoitne
kiseline), a Sest je imalo uredan nalaz organskih kiselina u urinu. Za dva pacijenta nismo

imali dostupnih podataka (Slika 11).
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@ Pacijenti s patologkim izluéivanjem
organskih kiselina

@ Pacijenti u kojih je izlugivanje
organskih kiselina bez osobitosti

Bez podataka

Slika 11. Rezultati analize organskih kiselina u urinu pacijenata sa sindromom Leigh.

Analizom rezultata koncentracija aminokiselina u krvi ispitanika, nadeno je da je
sedam ispitanika imalo poviSene koncentracije alanina u krvi, a osam ih je imalo
koncentracije alanina u krvi unutar referentnih vrijednosti, dok za tri pacijenta nemamo

podataka. Referentne vrijednosti alanina u krvi su 100 - 439 pmol/L.

Od 13 ispitanika u kojih je analizirana cerebrospinalna tekuéina, pet je imalo
povisene koncentracije alanina, a osam ispitanika imalo je koncentracije alanina u
cerebrospinalnoj tekucini unutar referentnih vrijednosti. Referentne vrijednosti alanina u

cerebrospinalnoj tekuéini su 16,7- 82,9 umol/L.

U Tablici 3 nalazi se detaljan pregled rezultata metaboli¢ke obrade ispitanika prilikom
postavljanja dijagnoze, uz izuzetak laktata u krvi i cerebrospinalnoj tekucini koji su prethodno
prikazani na Slikama 9 10.
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Tablica 3. Nalazi metaboli¢ke obrade ispitanika prilikom postavljanja dijagnoze. Referentne

vrijednosti alanina u krvi su 100 - 439 umol/L, a u cerebrospinalnoj tekucini 16,7- 82,9

Mmol/L. P - pacijent, 1 - poviSene vrijednosti, N - normalne vrijednosti. Oznaka ispitanika

odgovara individualnoj oznaci pojedinog ispitanika prema Tablici 1.

Oznak Alanin u krvi | Alanin u likvoru
OZNAK@ | (koncentracija | (koncentracija u Organske kiseline u urinu
ispitanika
u pmoliL) Hmol/L)
P1 1 1 (76) Bez osobitosti
Znacajno pojacano izlu€ivanje piruvata, blago
P2 1(462) 1(64) pojacano izlucivanje fumarne kiseline, ketoza
P3 - N Pojagano izlu€ivanje 3-metilglutakoni¢ne kiseline
P4 N 1 (87,1) Bez osobitosti
P5 N (240) 1 (47.,4) Bez osobitosti
P6 N (171) N (26) Graniéno pojacano |;Iu0|yanje 3-metilglutakoni¢na
kiseline i piruvata
P7 1 N Bez osobitosti
Pojacano izlu€ivanje piruvata i laktata, umjerena
P8 1 (3280) - ketoza, pojacano izlu€ivanje 2-oksoglutarata i
2-oksoizovalerijanske kiseline
P9 N N Grani¢no pojac¢ano izlu€ivanje fumarne kiseline,
3-hidroksiizovalerijanske kiseline i laktata
P10 N (385) 1 (45) Grani¢no pojac¢ano izlu€ivanje glutarne kiseline
Graniéno pojacano izlu€ivanje fumarne i mali¢ne
P11 ) N kiseline, piruvata, 3-hidroksiizobutirata i
2-etil-3-hidroksipropionske kiseline
Pojacano izlu€ivanje piruvata, blago povisen laktat,
P12 N N povecéano izlu€ivanje metabolita Krebsovog ciklusa,
umjereno poviSene seberi¢na, sebaki¢na i
3-OH-deodekanoi¢na kiselina
P13 1 (663) N Bez osobitosti
Blago pojacano izlu€ivanje 3-OH adipinskog
laktona, octenedioi¢ne, suberi¢ne,
P14 N N dekadienedioi¢ne, 3-OH suberi¢ne, 3-OH
sebaki¢ne, 2-OH sebakiéne, trag 3-OH
decenedioi¢ne kiseline
P15 - - -
P16 - - -
P17 N - Bez osobitosti
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P18 1 (617)

Pojagano izlu€ivanje 3-metilglutakoni¢ne kiseline

Broj
patoloskih 7/15
nalaza

5/13

10/16

4.4. Neuroslikovni nalazi pri postavljanju dijagnoze sindroma Leigh

Kod svih ispitanika uéinjena je neuroradioloS8ka obrada (MR mozga) i u svih su

nadene promjene karakteristicne za LS, $to je bio preduvjet za postavljanje dijagnoze. U

Tablici 4 je prikazana distribucija promjena (hiperintenziteta) na MR-u mozga u ispitanika.

Patoloske promjene bile su prisutne u podru¢ju putamena u 14, globusa palidusa u 11,

nukleusa kaudatusa u osam, substancije nigre u pet, talamusa u Cetiri te subtalamitke

jezgre u tri ispitanika. 12 ispitanika imalo je patoloske promjene supratentorijske bijele tvari u

frontalnom reznju, a 10 u parijetalnom i okcipitalnom reznju. U sedam ispitanika patoloSke

promjene zahvatile su mezencefalon, u pet pons, a kod €etiri ispitanika produzenu mozdinu.

Strukture malog mozga bile su zahvaéene u 10 ispitanika.
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Tablica 4. PatoloSke promjene mozga pacijenata uoCene na MR-u prilikom postavljanja

dijagnoze sindroma Leigh. Oznaka ispitanika odgovara individualnoj oznaci pojedinog

ispitanika prema Tablici 1.

Ozn
aka

ispita
nika

Bazalni gangliji

Puta
men

Nukl
eus
kaud
atus

Glob
us
pallid
us

Subtal
amicka
jezgra

Subst
antia
nigra

Tala
mus

Supratentorijska

bijela tvar

Infratentorijska bijela tvar

Front
alno

Parije
talno

Okcip
italno

Meze
ncefal
on

Pons

Produ
Zzena
mozdi
na

Mali
mozak

P1

+

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

Broj
patolo
Skih
nalaza

14/18

8/18

11/18

3/18

5/18

4/18

12/18

10/18

10/18

7/18

5/18

4/18

10/18
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Na slikama 12, 13 i 14 prikazani su neuroslikovni nalazi nekih ispitanika na kojima su
vidljive promjene tipiéne za LS. Snimke su dio medicinske arhive Zavoda za genetiku i

bolesti metabolizma, Klinike za pedijatriju, Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb.

Slika 12. MR mozga, T2-mjerena snhimka, aksijalni presjek pacijentice u dobi od 17 mjeseci
(P7). Vide se T2 hiperintenziteti difuzno u parenhimu velikog mozga, dominantno u bijeloj
tvari uz relativno ouvanu morfologiju bazalnih ganglija te uznapredovala atrofija duboke

bijele tvari.

Slika 13. MR mozga, T2-mjerena snimka, aksijalni presjek pacijenta u dobi od 15 mjeseci
(P5). UoCavaju se bilateralne hiperintenzivhe promjene u oba putamena i u podrucju globusa

palidusa.
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Slika 14. MR mozga, T-2 mjerena snimka, aksijalni presjek pacijentice (P2) u dobi od 2
mjeseca (A), 8 mjeseci (B) te 2 godine i 8 mjeseci (C). Vidljiva je postepen nastanak
hiperintenzivnih lezija bazalnih ganglija i difuzna redukcija volumena parenhima,

bazalnih ganglija i talamusa s progresijom bolesti (B i C).

4.5. Rezultati genske analize i testiranja ¢lanova obitelji

Tri ispitanika imaju dokazanu patogenu varijantu gena MT-ATP6, a po dva ispitanika
patogene varijante gena MT-ND6 i SURF1. Jedan ispitanik ima veliku deleciju mtDNA
veli€éine 5.5 kb, a po jedan ispitanik ima dokazane patogene varijante u genima MT-NDS5,
SCO2, FBXL4, SERAC1, ECHS1, NAXE, SQOR i SLC19A3. Prethodno je u Tablici 1
prikazan genotip ispitanika. Udio ispitanika u kojih je potvrdena mutacija mtDNA je 6/16
(37,5 %) sto je prethodno prikazano na Slici 6.

U osam (44,4 %) ispitanika dokazano je da su roditelji prenositelji patoloskih mutacija
Sto je bila osnova za genetsko savjetovanje i prenatalnu dijagnostiku koja je provedena u
nekoliko obitelji. Kod ispitanika P5 s patogenom varijantom m.14487T>C gena MT-ND6,
genskom analizom je dokazano da je majka asimptomatski prenositelj mutacije nakon ¢ega
je testiran i mladi brat ispitanika kojemu je u dobi od 6 mjeseci dokazana ista patogena
varijanta u homoplazmiji. Prije same potvrde dijagnoze u dojenéeta se zbog fluktuiraju¢eg
tonusa misi¢a zapocela provoditi neurorazvojna gimnastika, a pri pregledu u dobi od 6
mjeseci nije imao znacajnijih odstupanja u statusu. S obzirom na veliki rizik od razvoja LS-a
preporucen je “mitohondrijski koktel” i daljnje pra¢enje. U jo$ jednoj obitelji je nakon potvrde
dijagnoze u indeksnog pacijenta (ispitanica P8 s homozigotnom patogenom varijantom gena
SQOR) potvrdeno da starije dijete ima isti genotip, ali je u asimptomatskoj/presimptomatskoj
fazi, zbog ¢ega je dogovoreno lije€enje i pracenje.
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4.6. Tijek bolesti, lijeCenje i ishod ispitanika

Sedam (38,9 %) ispitanika je zbog respiratorne insuficijencije moralo biti na
kontinuiranoj mehanickoj ventilaciji. Od toga su tri bila na trajnoj strojnoj ventilaciji, a etvero
su uspjeSno odvojeni od ventilatora nakon traheostomije. 14 (77,8 %) ispitanika imalo je
problema s gutanjem ili se otezano hranilo. Sedmoro (38,9 %) se hranilo putem
nazogastri¢ne sonde, Cetiri (22,2 %) putem perkutane endoskopske gastrostomije, a tri (16,7

%) pacijenta su se hranila peroralno, ali samo kasastom hranom.

Svi ispitanici imali su odredene motoricke potedkoée. 15 ispitanika (83,3 %) bilo je
slabo pokretno ili potpuno nepokretno, a tri (16,7 %) ispitanika imali su odredene poteskocée

pri samostalnom kretanju.

17 ispitanika (94,4 %) imalo je intelektualne poteskoée ili usporen govorno-jeziéni
razvoj, koji su varirali od blago usporenog razvoja ekspresivhog govora do potpune
psihomotori¢ke retardacije i encefalopatije bez kontakta s okolinom.

Pacijentima je po postavljanju dijagnoze preporuena terapija “mitohondrijskim
koktelom” koja je u razli€itim kombinacijama ukljucivala biotin, tiamin, riboflavin, vitamin C i
koenzim Q,,. Sedam ispitanika je dobivalo antiepilepti¢ku terapiju, pet zbog epilepsije i dvoje
zbog poremecaja pokreta. Dvoje ispitanika je lije€eno baklofenom zbog hipertonusa. Ovisno
o kontrolnim nalazima ispitanici su u terapiji dobivali peroralne pripravke kolekalciferola i
zeljeza. U jedne ispitanice je dokazana smanjena sekrecija hormona rasta pa je lije¢ena
hormonom rasta (P12).

Tjelesna tezina, visina i indeks tjelesne mase (ITM) dostupni su za 15 ispitanika, a
analizirani su podaci prikupljeni pri zadnjoj kontroli. Zaostajanje u somatskom razvoju (Z
vrijednost za tjelesnu masu i/ili tjelesnu visinu) imalo je 7/15 (46,7 %) ispitanika (Z vrijednost
<-2 prema Centre for Disease control (CDC) Medscape calculator) (71,72). Pri tome je
najveéi zaostatak u rastu zabiljezen kod pacijentice koja ima Z vrijednost -5,41 (P12), a
najveéi zaostatak u tjelesnoj masi kod pacijentice koja ima Z vrijednost -5,81 (P11). Indeks
tielesne mase racunao se prema kalkulatoru za djecu i odrasle, CDC calculator (73).

Detaljan pregled tjelesne visine, mase i ITM-a prikazan je u Tablici 5.
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Tablica 5. Pregled visine, tjelesne mase i ITM-a ispitanika. Podebljane su vrijednosti koje

odstupaju vise od dvije standardne devijacije za dob i spol. Oznaka ispitanika odgovara

individualnoj oznaci pojedinog ispitanika prema Tablici 1, g - godine, mj - mjeseci.

Oznaka Dob pri zadnjem Visinaucm (Z Tjelesna masa u ITM u kg/m? (Z

ispitanika mjerenju vrijednost visine) kg (Z vrijednost) vrijednost)
P1 14 mj 70 (-0,26) 7,6 (-0,9) 15,5 (-1,02)
P2 3g 92 (-0,87) 14 (-0,08) 16,5 (0,63)
P3 11gi3m; 145 (-0,34) 34 (-0,63) 16,2 (-0,63)
P4 6gib6m 108 (-2,48) 15,5 (-2,82) 13,3 (-1,85)
P5 2gidm; 89,5 (-0,41) 11,9 (-0,74) 14,9 (-0,81)
P8 3gi6mj 101 (0,3) 15,9 (0,29) 15,6 (0,3)
P10 15¢g 151 (-2,10) 34 (-3,62) 14,9 (-2,71)
P11 4gi3mj 83 (-4,96) 8,8 (-5,81) 12,8 (-2,11)
P12 3gi6mj 77 (-5,41) 8,2 (-5,34) 13,8 (-1,27)
P13 6gi6m - 17,4 (-1,85) -
P14 749 109 (-2,87) 15 (-4,11) 12,6 (-2,54)
P15 89i6mj 132 (-0,22) 28 (-0,17) 16,1 (-0,06)
P16 4gi10mj 108 (-0,36) 17,5 (-0,37) 15 (-0,21)
P17 13g - 20 (-5,76) -
P18 10g 126 (-2,32) 32,2 (-0,28) 20,3 (1,20)

U trenutku pisanja rada u Zavodu se prati 11 ispitanika, a dvoje ispitanika se

nastavilo pratiti u mati¢nim ustanovama. Pet ispitanika (27,8 %) je preminulo od komplikacija

osnovne bolesti. Od njih pet, Cetvero je kliniCku sliku mitohondrijske bolesti razvilo u

dojenackoj dobi. Najmladi pacijent koji je preminuo imao je 14 mjeseci, a najstariji 16 godina.

Medijan dobi kada je nastupio smrtni ishod u preminulih ispitanika je 3,5 godine.
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5. Rasprava

U radu smo prikazali obiliezja 18 ispitanika s LS-om koji su lije€eni u Zavodu za
medicinsku genetiku i bolesti metabolizma tijekom 11 godina. Omjer muskih i Zenskih
ispitanika bio je 1:1,6. Ve€ina je encefalopatsku krizu dozivjela u dobi izmedu 6 mjeseci i 2
godine (12/18, 66,7 %), s rasponom dobi od 2 mjeseca do 7,5 godine. Navedeno je u skladu
s literaturnim podacima prema kojima se dijagnoza LS-a obi¢no postavi u dobi do 2 godine i
Cesto zavrSi smréu do 3. godine (3,4).

U manjeg je broja nasdih ispitanika dijagnoza mitohondrijske bolesti bila postavljena
prije razvoja subakutne nekrotiziraju¢e encefalopatije. Pacijenti koji imaju atipi¢an tijek
encefalopatije ili postavljenu dijagnozu odredenog mitohondrijskog sindroma prije razvoja
subakutne encefalopatske krize s tipi€nim neuroslikovnim obiljezjima se u literaturi nazivaju
Leigh-like (3). U ovom radu nismo posebno odvajali ispitanike koji su imali tipi¢nu klini¢ku
sliku LS-a i one sa Leigh-like encefalopatijom te su svi prikupljeni podaci o pacijentima
skupno analizirani. Primjer tipi¢ne klinicke slike LS-a je ispitanik P5 koji je bio u cijelosti
urednog razvoja do dobi od 15 mjeseci kada je u tijeku febrilne virusne infekcije postao
malaksao, atakti¢an i razvio hemiparezu te karakteristicne neuroslikovne promjene (Slika
13). Drugi primjer tipi€nog LS-a je ispitanica sa tezim klini¢kim tijekom (P4) koja je od
dojenacke dobi imala blaze odstupanje u psihomotorickom razvoju da bi u dobi od 14
mjeseci tijekom virusne respiratorne infekcije razvila akutnu encefalopatiju sa zatajenjem
disanja zbog ¢ega joj je postavljena traheostoma, a kao posljedicu encefalopatske krize ima

ireverzibilna neuromotori¢ka oste¢enja i samostalno je nepokretna.

Kao primjer Leigh-like encefalopatije moze se izdvaijiti tijek ispitanice P2 koja je imala
znakove bolesti od rodenja i postavljena joj je dijagnoza mitohondrijske bolesti zbog mutacija
gena FBXL4, a koja je imala sporo progresivni neurodegenerativni tijek s povremenim
epizodama nemira i neutjeSnog placa te s postupnim razvojem lezija bazalnih ganglija bez
kliniki jasne akutne/subakutne encefalopatske krize (Slika 14). Drugi primjer Leigh-like
encefalopatije je pacijent kojemu je postavljena dijagnoza sindroma Kearns-Sayre u dobi od
45 godine na temelju tipiénih klini¢kih obiljezja i genskom analizom (nadena je delecija

mtDNA), a koji je u dobi od 7,5 godina razvio subakutnu nekrotiziraju¢u encefalopatiju.

Sto se tite genetske podloge LS-a u ispitanika, patogenu mutaciju mtDNA imalo je
7116 (43,8 %) ispitanika, $to je viSe nego $to se opisuje u literaturi prema kojoj patogene
varijante mtDNA uzrokuju oko 20 % sluc¢ajeva LS-a (29). Odstupanje u odnosu na literaturne
podatke moguce je posljedica relativno manjeg broja ispitanika, s obzirom da se radi o vrlo
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rijetkom sindromu, a podaci su prikupljeni u jednom centru. Drugi moguéi razlog je taj to je
LS zbog patogenih varijanti nDNA, kao i sve autosomno recesivne bolesti, puno ¢esc¢i u
zatvorenim i konsangvinim populacijama, dok je u nasoj populaciji sklapanje brakova izmedu

srodnika vrlo rijetko.

Prvi simptomi i znakovi LS-a u ispitanika bili su poremeéaj svijesti, epilepticki
napadaj, malaksalost, hipotonija, neutjeSan vriSteéi pla¢, ataksija i zatajenje disanja, a
najceséi provocirajuc¢i Cimbenik bila je febrilna virusna infekcija (u 44,4 % ispitanika).
Naj¢esca neuroloska ostecenja, koja su samo dijelom bila reverzibilna, su: distonija ili drugi
poremecaj pokreta, bulbarna pareza, hemiplegija, spastitna tetraplegija i potpuna
nepokretnost. Obradom je nakon postavljene dijagnoze LS-a u znaéajnog broja ispitanika
nadeno osteéenje vida i sluha te hipertrofiéna kardiomiopatija (Slika 8), $to se podudara s
rezultatima drugih studija (29). Nasi rezultati potvrduju da se u svih pacijenata s LS-om, iako
dominiraju neuroloski simptomi i zahvacenost mozga, treba uciniti ciljana obrada drugih
organa (oftalmoloski, audioloski i kardiolodki pregled te procjena funkcije bubrega), a po
potrebi i dodatne pretrage. Pri postavljanju sumnje na LS, zahvaéenost organa koji za svoj
usmjeriti prema dijagnozi mitohondrijske bolesti, ali i omoguéiti da se pacijentu

pravovremeno osiguraju potrebni terapijski postupci te smanje komplikacije.

U slu€aju dominantnih neuroloskih simptoma, neuroslikovna obrada mozga &esto je
jedna od prvih pretraga koja se ucini, a upravo je neuroslikovni nalaz klju¢an za postavljanje
dijagnoze, Sto je bio slu€aj i u nasih ispitanika. U skladu s literaturnim podacima prema
kojima je zahvacenost strijatuma karakteristristicna za LS, naj¢eSc¢a distribucija lezija na
neuroslikovhom prikazu u ispitanika bile su bilateralne promjene u podruéju putamena i
globusa palidusa (37). Kada se analizira zahvaéenost ostalih struktura, 38,9 % ispitanika je
imalo promjene u podruc¢ju mezencefalona, 22,2 % u podrucju talamusa, 72,2 % u podrucju
supratentorijske bijele tvari, 33,3 % u podruéju ponsa i produzene mozdine te 55,6 % u
podru¢ju malog mozga. Prema studiji Lee i sur. u kojoj su opisane neuroslikovne promjene
14 pacijenata, distribucija lezija bila je u podruju mezencefalona u 38 % ispitanika,
talamusa u 21 %, bijele tvari u 13 % te ponsa, produzene mozdine i malog mozga u po 8 %
ispitanika (74). Pri usporedbi nasih rezultata s podatcima iz navedene studije, uoava se
znacajna razlika u zahvaéenosti bijele tvari velikog mozga, koja je opisana u preko polovine
nasih ispitanika. Jedan od mogucih razloga je razli€ita definicija lezija bijele tvari. U ovom su
radu pri analizi podataka pod pojmom ,supratentorijske promjene bijele tvari“ uvrstene sve
promjene opisane od strane neuroradiologa, ukljuéujuéi promjene intenziteta bijele tvari,
atrofiju i redukciju volumena. Prema talijanskoj studiji iz 2021. godine u koju je ukljuéeno &ak

122 ispitanika s LS-om, lezije bijele tvari su opisane u 27,9 % ispitanika (75). Navedena
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studija je kao i nasa bila retrospektivna, a ukljudila je podatke iz sli€nog vremenskog perioda
(2010. - 2019.) kao i ovo istrazivanje pa je mogucée da se uz bolju rezoluciju modernih MR

uredaja lak$e detektiraju promjene u bijeloj tvari.

Koncentracija laktata bila je poviSena kod 81,3 % ispitanika u krvi i 84,6 % ispitanika
u cerebrospinalnoj tekucini, sto je u skladu s literaturom (29,75). lako je analiza laktata
Siroko dostupna pretraga i osnovni biokemijski nalaz koji treba uciniti u pacijenata sa
sumnjom na mitohondrijsku bolest, kao Sto se vidi iz rezultata ove studije, koncentracija
laktata u krvi pacijenata s LS-om moze biti uredna (Slika 9). S druge strane, laktat u krvi
moze biti lazno poviSen kao posljedica miSi¢nog rada, koriStenja poveske pri vadenju krvi i
posljediénih anaerobnih uvjeta ili na¢ina uzorkovanja krvi (za pouzdane rezultate krv treba
izvaditi na ledenu perklornu kiselinu kako bi se deproteinizirala i zaustavila anaerobna
glikoliza u epruveti). Takoder, laktat je sekundarno poviSen u nekim klini€kim stanjima kao
Sto su sepsa, loSija perfuzija tkiva uslijed sréane dekompenzacije ili zatajenje jetre. U tim je
okolnostima pouzdanija analiza laktata iz cerebrospinalne tekuéine. Dvoje ispitanika
ukljuenih u ovu studiju koji su imali uredne koncentracije laktata u krvi imali su povisen
laktat u cerebrospinalnoj tekucini (Slika 10). Dodatne pretrage koje se &esto izvode u obradi
mitohondriopatija, a mogu biti od velike koristi u dijagnostici, su analiza alanina u plazmi i
cerebrospinalnoj tekucéini (dobiju se u okviru analize aminokiselina) i nalaz organskih kiselina
u urinu. U skupini ispitanika za koje su bili dostupni podaci o rezultatima spomenutih analiza,
46,7 % imalo je poviSen alanin u plazmi, 38,5 % poviSen alanin u cerebrospinalnoj tekuéini,
a patolo$ki nalaz organskih kiselina u urinu 62,5 % ispitanika. Rezultati spomenutih pretraga,
iako vrlo korisni u dijagnostici LS-a, mogu biti u cijelosti uredni, kao $to je slucaj s
ispitanicom P17 u koje su koncentracije laktata u krvi i alanina u plazmi te nalaz organskih
kiselina u urinu bili uredni (lumbalna punkcija nije ucinjena). Zakljuéujemo da su ovi
biokemijski nalazi nepotpuno pouzdani zbog ¢ega LS, ali i drugi mitohondrijski poremecaiji,
predstavljaju dijagnosti€ki izazov. Pri sumnji na LS na temelju Kklini¢ko-radioloskih
karakteristika treba uciniti gensku analizu bez obzira na neupadljive rezultate metaboli¢ke
obrade. Preporuka je da se pri dijagnosticiranju mitohondrijskih bolesti, ali i drugih nasljednih
poremecaja metabolizma, uvijek kriticki pristupi uzevsi u obzir sve elemente osobne i

obiteljske anamneze, klinickog statusa, tijeka bolesti i rezultata svih u€injenih pretraga (76).

Svi ispitanici ukljuéeni u ovu studiju imali su trajne neuroloSke posljedice nakon
subakutne encefalopatije. Najizrazenija su bila motori€ka osteéenja koja su varirala od blage
hemipareze bez znacajnijeg ometanja pokretljivosti (P5) do potpune nepokretnosti (P17), pri
gemu je &ak 83,3 % ispitanika bilo slabije pokretno ili potpuno nepokretno. Cak 94,4 %

ispitanika je imalo odredene intelektualne poteskoce ili poteSkoce govora, a potonjima su uz
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kasSnjenje u razvoju govora zasigurno pridonijela i ostecenja ekspresivhog govora zbog

oSteéenja orofaringealne motorike.

72,2 % ispitanika imalo je kasnjenje u psihomotorickom razvoju i usvajanju
posturalnih reakcija, 27,8 % epilepsiju, a 22,2 % slabost i malaksalost. Od 7 (38,9 %)
ispitanika koji su imali zatajenje disanja i bili strojno ventilirani, Cetvero je odvojeno od
ventilatora no i dalje je imalo trahealnu kanilu zbog oslabljene diSne funkcije. Sli¢na iskustva
o kroniénim komplikacijama LS-a objavljena su u studiji Changa i sur. prema kojoj je 57 %
bolesnika pokazivalo jasno psihomotori¢ko zaostajanje, 42 % imalo je poremecaje pokreta,
33 % epilepsiju, 27 % opcu slabost, a 34 % respiratornu disfunkciju (77). Od ostalih ¢es¢ih
komplikacija drugih organskih sustava, 50 % ispitanika uklju¢enih u ovu studiju imalo je
osteéenje vida, a po 27,8 % kardioloske probleme i ostecenje sluha. U skladu s ovim
rezultatima su i iskustva publicirana u literaturi, prema kojima su oko i srce, uz sredi$nji
zivéani i neuro-miSi¢ni sustav, najéeSée zahvaceni organi u LS-u (74). Dodatno obiljezje
LS-a je zaostajanje u somatskom razvoju koje je u nasoj skupini imalo 7/15 (46,7 %)
ispitanika. Slabom somatskom razvoju su, uz manjak energije uslijed oshovne bolesti
(intrinzi¢ki), moguée pridonijele i poteSkoée s hranjenjem koje je imalo 77,8 % ispitanika.
Zbog toga je 61,1 % ispitanika u nekoj fazi svoje bolesti trajno hranjeno putem nazogastri¢ne
sonde ili gastrostome. Dvoje od sedam ispitanika sa somatskim zaostajanjem je imalo

dokazan poremecaj motiliteta probavne cijevi.

LS je progresivha neurodegenerativha bolest bez etioloSke terapije i s visokom
smrtnosti. U literaturi se opisuje da polovina bolesnika umire do tre¢e godine Zivota, a loSije
prezivlienje imaju pacijenti s razvojem encefalopatije u ranoj dojenackoj dobi (3). Od
ispitanika ukljuéenih u ovo istrazivanje, petero (27,8 %) je preminulo, svi u kroni¢noj fazi i od
komplikacija osnovne bolesti. Cetiri od pet ispitanika sa smrtnim ishodom je znakove bolesti
razvilo u dojenackoj dobi. Medijan dobi kada je nastupio smrtni ishod je 3,5 godine. U studiji
Adrissone i sur. u kojoj je od 108 pacijenata s poznatim ishodom 44 preminulo, 42 od tih 44
je Klini¢ku sliku razvilo u prvoj godini Zivota (75). Navedeno upucuje da u pacijenata s ranom

prezentacijom bolesti mozemo oéekivati tezi kliniéki tijek i losiji ishod.

lako etioloSka terapija jo$ nije dostupna, rana dijagnostika LS-a i prepoznavanje svih
komplikacija te ciljano simptomatsko i suportivno lije¢enje izuzetno su vazni za prezivljenje
pacijenata u akutnoj fazi bolesti, dok u kroni¢noj fazi mogu znacajno utjecati na kvalitetu
zivota pacijenata i smanjenje komplikacija. Postavljanje toéne dijagnoze genskom analizom
je vrlo vazno s obzirom da je LS “multigenska” bolest. Poznavanjem molekularne osnove
moze se predvidjeti razvoj komplikacija karakteristinih za pojedini tip bolesti, npr. razvoj
kardiomiopatije u pacijenata s mutacijama gena SCO2 (primjer ispitanika P1 koji je razvio
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opstruktivnu kardiomiopatiju s rekurentnim perikardijalnim izljevima). Takoder je vazno uciniti
gensko testiranje ¢lanova obitelji koji su pod rizikom da imaju istu bolest s ciliem da se
sprijeci razvoj encefalopatske krize izbjegavanjem provocirajuc¢ih ¢imbenika ili da se rano
prepozna razvoj encefalopatije pa se uz rano i adekvatno zbrinjavanje smanje neuroloska
osteéenja (primjer brata ispitanika P5 s mutacijom mtDNA u kojeg je ista mutacija otkrivena
u homoplazmiji i tako je genetski potvrdena bolest prije razvoja simptoma). Dodatno,
poznavanje genske osnove klju¢no je za genetsko savjetovanje obitelji i prenatalnu
dijagnostiku, kako bi se izbjegla ponovna pojava ove teske neurodegenerativne bolesti u
obitelji.
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6. Zakljuc¢ak

Rezultati prikazani u ovom radu potvrduju da je LS teSka neurodegenerativna bolest
rane djedje dobi s teskim neurolo$kim posljedicama i visokom smrtnosti. Cesto razvoju
encefalopatske krize prethode akutne virusne infekcije i druga stanja s pove¢anom potrebom
za energijom koju pacijenti s poremec¢ajem u radu mitohondrija ne mogu stvoriti u svojim
stanicama. U tim situacijama najéeSce stradaju bazalni gangliji i druge strukture duboke sive
tvari mozga zbog €ega bolesnici uz akutne neuroloske simptome praéene krizom svijesti ili
poremecajem disanja ¢esto imaju poremecaje pokreta, od kojih je naj¢esc¢a distonija. Uz
opisani klini¢ki tijek, najée$ce na dijagnozu LS-a upuéuju simetri¢ne lezije duboke sive tvari
mozga od kojih je najéeSce zahvacéen strijatum. lako nisu patognomoni¢ne, opisane
neuroslikovne promjene su karakteristicno obiljezje LS-a. Karakteristicna biokemijska
obiljezja su poviSene koncentracije laktata u krvi i cerebrospinalnoj tekucini, ali nisu prisutne
u svih pacijenata niti u svim okolnostima. Stoga su ove i druge specificne biokemijske
pretrage samo jedan od alata za pomo¢ u dijagnostici, a uredni nalazi ne isklju¢uju dijagnozu
LS-a. Za definiranje etiologije LS-a nuzno je uciniti gensku analizu, iako se dijagnoza moze
postaviti i bez da se dokaze uzroéni gen. Poznavanje genotipa je nuzno radi genetskog
savjetovanja obitelji o rizicima za pojavu bolesti u potomstvu i moguénostima prenatalne
dijagnostike, ali i radi otkrivanja ¢lanova obitelji koji su u presimptomatskoj fazi (potonje je
Cesce slu€aj u obiteljima s mutacijama mtDNA, ovisno o heteroplazmiji). Terapija je
suportivha i simptomatska, a unato€ brojnim istrazivanjima s ciliem pronalaska specifi¢ne

farmakoloske terapije, palijativna terapija je i dalje okosnica skrbi o pacijentima s LS-om.
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