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Dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego
Lebera — opis dwoch przypadkow
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Streszczenie:

Cel: prezentacja 2 przypadkéw klinicznych LHON u spokrewnionych mezczyzn (kuzynowie, ktérych matki byty siostrami).

Materiat i metody: obaj mezczyzni byli diagnozowani w Klinice Okulistyki i w Zaktadzie Medycyny Molekularnej AM we Wroctawiu.
Wyniki: pacjenci nie sg posiadaczami zadnej z trzech najczestszych mutacji odpowiedzialnych za dziedziczng neuropatie nerwu

wzrokowego Lebera.

Whioski: moze u nich wystepowac jedna z rzadszych mutacji pierwotnych badz tez sg posiadaczami jeszcze innej, nieopisanej

dotad mutacji dzikiej.
Stowa kluczowe:

dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera, mtDNA, LHON.

Abstract: Aim: The aim of the article is to present 2 cases of LHON revealed in cousins (patients’ mothers were sisters).
Material and methods: They were both diagnosed in the Molecular Medicine Faculty and Department of Ophthalmology, Medi-
cal University of Wroctaw.
Results: Three of the most popular mutations characteristic for Leber’s hereditary optic neuropathy were negative in both pa-
tients.
Conclusion: The patients might have some rare, wild or unidentified mutations.

Key words: Leber’s hereditary optic neuropathy, mtDNA, LHON.

Cel

Celem artykutu jest prezentacja 2 przypadkéw klinicznych
LHON u spokrewnionych mezczyzn (kuzynowie, ktérych matki
byty siostrami), diagnozowanych w Klinice Okulistyki i w Zakta-
dzie Medycyny Molekularnej AM we Wroctawiu.

Patofizjologia i obraz kliniczny

Sposréd choréb genetycznych dziedziczonych z DNA mi-
tochondrialnym matki neuropatia nerwu wzrokowego Lebera
(Leber’s hereditary optic neuropathy — LHON) wystepuje naj-
cze$ciej. Prowadzi ona do gwattownej, bezbolesnej utraty cen-
tralnego widzenia, gtéwnie u mtodych mezczyzn, bez innych
obcigzen chorobowych.

Postepujaca utrata widzenia jest wynikiem wybidrczej de-
generacji komérek zwojowych siatkéwki w obrebie tarczy ner-
wu wzrokowego oraz ich aksonéw. \We wczesnej fazie procesy
degeneracyjne obejmujg drobne wtékna peczka tarczowo-plam-
kowego, bowiem wtasnie one sg najbardziej wrazliwe i tatwo
ulegajg uszkodzeniu. W okresie przedobjawowym, poprzedzaja-
cym nagtq utrate widzenia, czesto wystepuja charakterystyczne
zmiany w badaniu oftalmoskopowym: mikroangiopatie w obsza-
rze okototarczowym, kreto$¢ drobnych naczyn, a takze obrzek
warstwy wiékien nerwowych siatkéwki (RNFL) (1). Nalezy jed-
nak pamieta¢, ze opisane powyzej zmiany nie zawsze poprze-
dzaja chorobe, z drugiej strony za$, mogg by¢ obserwowane
réwniez u osdb zdrowych (20-30%).

Zazwyczaj w poczatkowych fazach stanu ostrego pacjent
ma juz ubytki w kwadrantach skroniowych warstwy widkien
nerwowych, pierécien nerwowo-siatkéwkowy w sektorach
gérnych i dolnych jest jeszcze prawidiowo zachowany. Postep
choroby doprowadza do atrofii nerwu wzrokowego w wyniku
niszczenia wiékien nerwowych we wszystkich kwadrantach.
Warto pamigtaé, ze u 20-30% pacjentéw w ostrej fazie choroby
nie stwierdza sie zmian w badaniu oftalmoskopowym (2).

Biologia

LOHN to schorzenie spowodowane w giéwnej mierze zmia-
nami zachodzacymi w DNA mitochondrialnym (mtDNA), czyli
tak zwang chorobg mitochondrialng. Mitochondria to organel-
la komérek eukariotycznych, ktére wystepujg w nich w liczbie
od kilku do kilkuset tysiecy. S one odpowiedzialne za proces
wytwarzania energii. W procesie fosforylacji oksydacyjnej
uwalniana jest energia wykorzystana do syntezy wysokoener-
getycznych czasteczek ATP (adenozynotréjfosforanu). Mito-
chondria regulujg tez niektére etapy cyklu zyciowego komorki
oraz wspdluczestnicza w procesach syntezy hemu, sterydéw
i energii cieplnej (3).

Podstawy genetyczne

W kazdym mitochondrium znajduje sie od 2 do 10 czaste-
czek kolistego dwuniciowego DNA o dtugosci 16 569 par zasad,
w ktdrych zapisane sg informacje o 37 genach kodujgcych mie-
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dzy innymi biatka odpowiedzialne za reakcje redoks na poziomie
mitochondrialnym (4).

Mutacje w mtDNA sg znacznie czestsze niz w DNA jadro-
wym z powodu braku biatek histonowych oraz duzego nara-
zenia na wolne rodniki zwiagzane z ciggtymi niemal reakcjami
utleniania i redukcji (5). Sq to przewaznie mutacje punktowe,
najczesciej delecje. Moga one byé przekazywane z pokolenia
na pokolenie, chociaz zdarza sig, ze powstajg de novo. Niekiedy
sg obecne tylko w pewnym odsetku mitochondriéw (zjawisko
heteroplazmii) — odsetek mitochondriéw z dang mutacjg moze
wynosi¢ od 0% do 100%. Warto$¢ ta ma istotne znaczenie,
bowiem determinuje wystapienie objawéw klinicznych danego
schorzenia; dla LHON wynosi ona okoto 80% (6).

mtDNA jest dziedziczony w linii zenskiej, poniewaz przeka-
zywane potomstwu mitochondria znajduja sie w komérkach ja-
jowych. Plemniki natomiast tracg mitochondria na wczesnych
etapach embriogenezy (7). Oznacza to, ze genom mitochondrialny
wraz z ewentualnymi mutacjami przekazywany jest przez matke.

Pomimo dziedziczenia mutacji przez potomstwo obojga pici
LHON czes$ciej wystepuje u mezczyzn, u nich takze przebieg cho-
roby jest znacznie cigzszy niz u pici zefskiej. Przypuszcza sig, ze
poza czynnikami $rodowiskowymi, takimi jak palenie tytoniu, od-
powiada¢ za to mogg zmiany w genomie pozamitochondrialnym,
poniewaz przewazajgca cze$¢ biatek obecnych w mitochondriach
jest kodowana przez genom jadrowy. Zmiany w mtDNA mogg
by¢ wywotane przez defekty genéw jgdrowych odpowiedzialnych
za strukture tych biatek czy regulacje ich funkgji.

Obecnie znanych jest ponad 30 mutacji punktowych od-
powiedzialnych za LHON. Wszystkie mutacje dotyczg gendéw
kodujacych biatka, ktére biorg udziat w mitochondrialnym tan-
cuchu oddechowym, z tego 3 najczestsze mutacje (ponad 95%
wszystkich przypadkéw LHON) dotyczg biatek wchodzacych
w sktad dehydrogenazy NADH. Sg to (w kolejnosci wystepowa-
nia): MTND4*LHON1178A (69%), MTDN6*LHON14484C (14%)
i MTDN1*LHON3460A (13%) (8). Réznig je czesto$¢ wystepo-
wania, ciezko$¢ uszkodzenia funkcji mitochondriéw i — w konse-
kwencji — stopien uposledzenia widzenia.

Przypadek 1.

Mezczyzna 30-letni, niepalacy, bez obcigzen internistycz-
nych, u ktérego od 3 miesigcy postepuje pogorszenie wzroku
najpierw w oku prawym, a nastepnie w oku lewym, zostat przy-
jety do kliniki okulistycznej w celu przeprowadzenia diagnostyki.

Ostro$¢ wzroku w OP —Ip z 2,0 m, OL — 0,1 knp. Oftalmo-
skopowo stwierdzono obustronnie obrzek tarczy nerwu ll, po-
twierdzony w badaniu USG, wspdtistniejacy ze zblednigciem
tarczy w sektorach skroniowych. W badaniu pola widzenia:
OP — mroczki bezwzgledne, w kwadrantach skroniowych w za-
kresie 0—15°, oraz niecharakterystyczne mroczki wzgledne ob-
wodowo w kwadrantach: gérnym nosowym i dolnym skronio-
wym. W OL — pojedyncze mroczki wystepujace paracentralnie
od dotu i nosa. Badanie OCT RNFL wykazato prawidiowa gru-
bo§¢é warstwy wiékien nerwowych we wszystkich kwadran-
tach. W angiografii fluoresceinowej i badaniu TK glowy — bez
odchylen od normy. Ze wzgledu na charakter zmian wykonano
dodatkowo badania elektrofizjologiczne: wzrokowe potencjaty
wywolane (VEP) oraz elektroretinogram typu pattern (PERG).
We wzrokowych potencjatach wywotanych obserwowano

wydtuzenie latencji fali P100 oraz zaburzenie morfologii odpo-
wiedzi, natomiast PERG w OP byt na granicy normy, a w OL
prawidtowy. Poniewaz badania elektrofizjologiczne nie maja roz-
strzygajacego znaczenia w rozpoznaniu LHON, dodatkowo wy-
konano badania genetyczne (ryc. 1.).
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Pacjent 1.: obrzgk warstwy widkien nerwowych oraz telean-
giektazje w obszarze okoto tarczowym — a., zblednigcie tarczy
nerwu wzrokowego w sektorach skroniowych i teleangiek-
tazje naczyniowe na tarczy — b., w badaniu OCT prawidiowa
grubo$¢ warstwy widkien nerwowych we wszystkich kwa-
drantach —c.

Patient 1.: retinal nerve fibre layer edema with peripapillary
teleangiectasia — a., temporal disc pallor and teleangiectases
blood vessels on the disc — b., RNFL in all quadrants within
normal limits — c.

Fig. 1.

Przypadek 2.

Pacjent 24-letni (kuzyn wcze$niej przedstawionego mezczy-
zny), u ktérego pogorszenie ostro$ci wzroku obojga oczu byto
postepujace, diagnozowany okulistycznie w trybie ambulatoryj-
nym oraz neurologicznie w trybie hospitalizacji, zostat skierowa-
ny do kliniki okulistyki w celu poszerzenia diagnostyki.

W pierwszym badaniu okulistycznym, wykonanym w trybie
ostrego dyzuru (13.02.07) stwierdzono obustronny obrzek tar-
czy nerwu wzrokowego i poszerzone oraz krete naczynia zylne.
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Dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera — opis dwéch przypadkéw

W badaniu TK obraz mézgowia i przestrzeni ptynowych we-
wnatrzczaszkowych w granicach normy.

W trakcie przyjmowania na oddziat neurologiczny
(23.10.2007) pacjent liczyt palce z odlegtosci 10-15 cm. Nie
stwierdzono zaburzen gatkoruchowych i oczoplgsu. Nie stwier-
dzono ewidentnych niedowfadéw konczynowych ani zaburzen
zborno$ci; objawy piramidowe, oponowe i préba Romberga
byty ujemne. Badanie MR giowy nie wykazato podejrzanych
zmian demielinizacyjnych mézgowia. Zapis EEG byt w normie.
Kompletny obraz mégt odpowiada¢ przebytemu obustronnemu
zapaleniu nerwu wzrokowego.

Podczas badania w klinice okulistyki (21.12.2007) stwier-
dzono: ostro§¢ wzroku OPL na poziomie ruchéw reki przed
okiem. Oftalmoskopowo — obustronny obrzek tarczy nerwu
wzrokowego. Tarcze bledsze w kwadrantach skroniowych.
W USG - tarcze nerwu wzrokowego nieznacznie uniesione,
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Ryc. 2. Pacjent 2.: zblednigcie tarczy nerwu wzrokowego gtéwnie
w kwadrantach skroniowych — a., zblednigcie tarczy nerwu
wzrokowego gtéwnie w kwadrantach skroniowych —b., w ob-
razie OCT obnizenie grubos$ci warstwy widkien nerwowych
w obojgu oczach z wyjatkiem kwadrantu nosowego oka pra-
wego — C.

Fig. 2. Patient 2.: Disc pallor mainly in temporal quadrant — a., disc

pallor mainly in temporal quadrant — b., decreased RNFL va-
lues in both eyes in all quadrants except for nasal quadrant
in the right eye —c.

bez druz. W badaniu OCT RNFL w OP uszkodzenie wtdkien
w 3 kwadrantach, grubo$¢ warstwy widkien nerwowych
w czesci nosowej prawidiowa. W OL uszkodzenie widkien od
g6ry i dotu z jednoczesnym zagrozeniem w sektorach nosowym
i skroniowym. WPW trudne do oceny, odpowiedz na poziomie
szuméw. PERG obustronnie prawidtowe. Diagnostyke poszerzo-
no, przeprowadzajgc badania genetyczne (ryc. 2.).

Obu pacjentéw zbadano na okoliczno$¢ wystepowania
trzech wyzej wspomnianych mutacji mtDNA — badania przepro-
wadzono w Zaktadzie Technik Molekularnych Akademii Medycz-
nej im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Materiat i metody

Materiat do badania stanowity limfocyty uzyskane z krwi
obwodowej poprzez odwirowanie w gradiencie Gradisolu L. Cat-
kowite RNA izolowano z osadu limfocytéw za pomocg zestawu
E.ZN.A.® Total RNA Kit (Omega Bio-tek) zgodnie z zaleceniami
producenta. Synteze cDNA przeprowadzono, uzywajac losowych
starteréw (random primers) i zestawu TagMan Reverse Transcrip-
tion Reagents (Roche). Nastepnie cDNA uzyto jako matrycy do
reakcji PCR, w ktdrej z udziatem specyficznych starteréw amplifi-
kowano fragmenty genéw zawierajgcych miejsca polimorficzne.

Whykorzystanie cDNA jako matrycy zamiast mtDNA miato
na celu wyeliminowanie duzej liczby pseudogendéw, ktére mo-
glyby zafatszowa¢ ostateczny wynik badania (9).

Miejsca polimorficzne typu SNP (single nucleotide polimpr-
phism) w genach MT-ND1, MT-ND4 i MT-ND6 byty analizowa-
ne metodg SNaPshot (Applied Biosystems). Startery do reakcji
SNaPshot zaprojektowano tak, aby wigzaty si¢ z komplementar-
ng sekwencjg sasiadujacg z miejscem polimorficznym (tab. I).

Gen/ Gene Sekwencja starterowa/ Primer sequences

Forward 5°-GGCTACTACAACCCTTCGCTGA-3"
Reverse 5° - AGCGATGGTGAGAGCTAAGGTC-3"
SNaPshot 5 -CTTTGGTGAAGAGTTTTATGGC-3"

MT-ND1
3460 G->A

Forward 5° - ATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACG-3
Reverse 5°- AAGTCCTTGAGAGAGGATTATGATGC-3
SNaPshot 5 -ACTCAAACTACGAACGCACTCACAGT-3"

MT-ND4
11778 G>A

Forward 5" -GCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACC-3
Reverse 5" -AATAGTCCTGTGGTGATTTGGAGGATCAGG-3
SNaPshot 5 -TAGTTTTTTTAATTTATTTAGGGGGAATGA-3"

MT-ND6
14484 T->C

Tab.l. Sekwencje starteréw, za pomocg ktérych amplifikowano miej-
sca polimorficzne poszczegéinych genéw.
Specific primers used for amplification of three polymorphic

sites in mitochondrial genes.

Tab. 1.

Wyniki

Metoda SNaPshot umozliwia identyfikacje genotypéw dzi-
kich, heterozygotycznych i mutacyjnych w genach MT-ND1T,
MT-ND4 i MT-ND6. Wykryte allele pokazano w postaci pikéw
na elektroforogramie (ryc. 3.).

U omawianych pacjentéw stwierdzono brak mutaciji
w trzech badanych polimorfizmach, wykazano obecno$¢ poje-
dynczego piku o odpowiedniej wielko$ci:

MT-NDT — niebieski pik w pozycji 22 pz, MT-ND4 — pik czar-
ny w pozycji 29 pz,

MT-ND6 — pik czerwony w pozycji 30 pz.
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Paggent rr 1

— MT-HD

MT-ND4

= MT-NDG

Ryc. 3. Elektroforogram trzech mitochondrialnych polimorfizméw. Pa-
cientnr 1.
Example of electrophorogram for three mitochondrial polymor-

phisms. Patient no 1.

Fig. 3.

Elektroforogram trzech mitochondrialnych polimorfizméw
genotypowanych metodg SNaPshot (ryc. 4.). Okreslenie alleli
oparte jest na wielko$ci starteréw i kolorach pikéw uwarunko-
wanych znakowanym fluorescencyjnie dideoksynukleotydem
(ddNTP), tzw. terminatorem, wtaczanym podczas reakcji wydtu-
zania startera.

MT-ND1: pik niebieski odpowiada guaninie — G, homozygota
typu dzikiego (GG);

MT-ND4: pik czarny odpowiada cytozynie — C, homozygota
typu dzikiego (CC);

MT-ND6: pik czerwony odpowiada tyminie — T, homozygota
typu dzikiego (TT).

Facjent nr 2

 MT-NDY

“MT-HDA

= MT-HOG

Ryc. 4. Elektroforogram trzech mitochondrialnych polimorfizméw. Pa-
cjent nr 2.
Example of electrophorogram for three mitochondrial polymor-

phisms. Patient no 2.

Fig. 4.

Whioski

Obaj badani pacjenci nie sa posiadaczami zadnej z trzech naj-
czestszych mutacji odpowiedzialnych za dziedziczng neuropatie
nerwu wzrokowego Lebera. Moze u nich wystepowac jedna z rzad-
szych mutacji pierwotnych (lista najczestszych mutacji dostepna
na stronie: http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON)
badz tez sq posiadaczami nieopisanej, jak dotad, mutacji dzikiej.

Woyzej przedstawiony przypadek jest przyktadem na to,
ze podejmowane obecnie préby leczenia schorzen narzadu
wzroku za pomocg terapii genowej w przypadku LHON moga

nie nastgpi¢ szybko. Powodem jest niejednorodno$¢ zmian ge-
netycznych, ktére obejmujg bardzo duzg liczbe mutacji zaréwno
w genomie mitochondrialnym, jak i jagdrowym.

Dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera to cigz-
ka dystrofia siatkéwki, ktéra prowadzi do znacznego obnizenia
ostrosci wzroku. Najczesciej wystepuje u mtodych mezczyzn
($rednio w wieku od 16 do 40 lat) z dodatnim wywiadem cho-
robowym w linii zenskiej. Do stopniowego obnizenia ostrosci
wzroku moga dotgcza¢ sie ruchy gatek ocznych z przewaga jed-
nej fazy. Objawy choroby w wielu aspektach mogg imitowaé
zapalenie nerwu wzrokowego, z ktdrym nalezy je réznicowac.
Badaniem potwierdzajgcym LHON w tych przypadkach jest
obecno$¢ mutacji w mitochondrialnym DNA. Klinicznie za roz-
poznaniem neuropatii Lebera przemawiaja: poczatek choroby
w miodym wieku ($rednia wieku 16 lat w poréwnaniu ze $red-
nig 30 lat w przypadku zapalenia nerwu wzrokowego), czas
trwania okresu pogorszenia widzenia powyzej 2 tygodni, mro-
czek centralny w polu widzenia, a takze dodatni wywiad rodzin-
ny. Nalezy jednak pamigta¢ o mozliwos$ci negatywnego wyniku
badania u pacjentéw z typowa manifestacjg choroby (9).
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