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Комплексний підхід до уточнюючої діагностики мітохондріальної дисфункції (МТХД)
Інтенсивне вивчення мітохондріального геному і мітохондріальних хвороб призвело до появи узагальненого поняття – мітохондріальна дисфункція (МТХД). На думку Беленичева І.Ф. і Чернія В.І. (2010), це типовий патологічний процес, що не має етіологічної і нозологічної специфічності [5]. Можна говорити про мітохондріальну дисфункцію як про новий патобіохимічний механізм нейродегенеративних розладів широкого спектру і вважати, що мітохондріальні дисфункції – різнорідна група патології, викликана генетичними, біохімічними і структурно-функціональними дефектами мітохондрій з порушенням клітинно-тканинного дихання [5]. 
Аналіз даних світового досвіду і наші дослідження дозволили з’ясувати, що МТХД –гетерогенна група спадкових захворювань, яка характеризується патологією в системі МТХ (порушення структури, функції МТХ та мутації в мтДНК), що призводить до органопатій і, як наслідок, до тяжких інвалідизуючих захворювань [6,7]. 
Мета роботи: вивчення характеру основних метаболічних порушень, які зумовлюють клінічний поліморфізм мітохондріальної дисфункції.
Матеріали та методи. Обстежено 203 пацієнта із клінічно встановленим діагнозом МТХД, 142 особи без ознак МТХД. Проведено 2445 молекулярно-генетичних досліджень поліморфізмів та 49 «точкових» мутацій, 421 дослідження спектру органічних кислот сечі.
Результати дослідження. За допомогою молекулярно-генетичного дослідження складено характеристики основних гаплогруп мтДНК у обстежених пацієнтів. Розрахунок частот гаплотипів  в  популяційній вибірці показав наявність євроспецифічних гаплогруп: H (33,5%), V (5,4%), J (11,7%), T (6,7%), U (20,9%), Y (2,1%), W (2,1%), X (2,5%), N (1,2%), сумарна поширеність НUJТ визначена найбільшою – 72,8%. Євроспецифічний компонент склав 95,6%, монголоїдний – 2,0%.

Генетична епідеміологія гаплотипів в вибірці пацієнтів із клінічно встановленим діагнозом МТХД характеризувалась наявністю меншої питомої ваги євроспецифічних гаплотипів (84%) – Н pre-V, V, J, T, U, I, X, N, W, частота яких була відповідно 24 %, 2,0 %, 2,0 %, 12,0 %, 16,0 %, 18,0 %, 2,0 %, 2,0 % і 8,0 %. Знайдені азійські гаплогрупи С і А мали частоту 4,0 %. Більш висока частота гаплогруп T, U, Х, N ймовірно обумовлена нестабільністю позицій 16189 та 16294, яка має пряме відношення до формування генетичного фону.

Клініко-генетичні особливості носіїв поліморфізмів  мтДНК характери​зувались поліорганістю уражень, прогредієнтним плином, клінічним поліморфізмом, генетичною гетерогенністю і переважним залученням енерготропних органів і систем. У 75 пацієнтів (36,5 %) клінічні ознаки були притаманні класичним мітохондріальним синдромам MERRF, MELAS, NARP, Leigh, Кернса-Сейра, Лебера. У 91 пацієнта (45,31%) знайдено елемент синтропії, при якому кожна із «конгломерату хвороб» зберігала свою специфічність.

Відмічене найчастіше включення в патологічний процес органів і систем при поліморфізмах мтДНК: тРНК – лізін: 8697G/A; 8860G; 8701G/А; 8856G/А; 8860А (CRS); 8251G/А; 8472С/Т; 8448Т/С; 8994G/А; 8337Т/С; 8794С/Т; 8584G/А; 8701А/G та при амінокислотній заміні тРНК-лізін (syn, thr/ala, pro/leu, met/val, met/thr, his/tyr, ala/thr) при цьому енцефалопатії частіше були асоційовані із поліморфізмом тРНК-лізін та новими мутаціями (тРНК-лейцин) (3624 А/G; 3594С/Т; 3705G/А; 3505А/G; 3552Т/А). Ці данні доводять клінічну значущість поліморфізмів мтДНК, як негативних мутацій у формуванні клінічних ознак МТХД, що підтверджується клініко-генетичним, молекулярно-генетичним, математико-статистич​ним аналізом обстежених пацієнтів із МТХД. Встановлено у (82,67%) хворих важке ураження ЦНС, сечовидільної системи (у 76,0 %), травної (у 84,0%), нервової (у 88,0%), підш​кірної клітковини (у 53,33%), хребта (у 52,0 %), обличчя (гіпомімія) (у 64,0%), що свідчить про достовірність діагностики, з одного боку, а з другого, про ймо​вірність заволікання в патогенез МТХД не тільки специфічних для синдрому мутації, а і генетичного оточення.

Для встановлення патогенетичних механізмів впливу МТХД на клінічні ознаки захворювання вивченні біохімічні продукти генів - органічні кислоти. 
У 331 пацієнта з клінічними ознаками мітохондріальної дисфункції був досліджений 421 зразок сечі на органічні кислоти методом газової хроматографії / мас-спектрометрії. 
Підвищення концентрації в сечі 2-гідроксимасляної кислоти було виявлене в 35 (8,31%) досліджених зразків. Вона синтезується в тканинах людини (переважно в печінці) при катаболізмі треоніну або в процесі синтезу глутатіону, на який впливають окислювальний стрес або активізація детоксикаційних процесів. В наслідок цього виникє недолік цистеїну, який витрачається на синтез глутатіона, тому організм починає витрачати гомоцистеїн шляхом транссульфатування з утворенням цистатіоніна та його подальшим перетворенням в цистеїн і, далі, в глутатіон. 2-гідроксимасляна кислота виявлялась в підвищеній концентрації в сечі у наших пацієнтів з лактат-ацидозом,  кето ацидозом та гіпергомоцистеїнемією. 
У 35 (18,31%) зразків сечі пацієнтів було виявлено підвищення концентрації гліцерину - важливого компоненту тригліцеридів (жирів і олій), а також фосфоліпідів, який є трьохвуглецевим ланцюгом  і основою для розміщення жирних кислот в жирах. 
Рівні гліколевої і оксалової кислот були підвищені у 27 (6,4%) пацієнтів. Обмін гліколевої і оксалової кислоти розглядається як одна група метаболічних шляхів, оскільки ці два з'єднання дуже близькі один до одного (з точки зору їх метаболізму). Метаболізм гліколевої кислоти у людини вивчений недостатньо. Її підвищення часто розглядається як маркер отруєння етилгліколем. Підвищення оксалової і гліколевої кислоти спостерігалось при такому порушенні обміну, як первинна гіпероксалурія 1 типу, яка може бути викликана дефектом серин-пируват амінотрансферази і аланінтлиоксилат амінотрансферази. 
Похідні вітаміну В2 (рибофлавіну) - флавінмононуклеотид і флавинаденіндинуклеотид - виконують роль коферментів у багатьох окислювально-відновлювальних реакціях. Ковалентно пов'язаний флавинаденіндинуклеотид входить до складу таких ферментів, як сукцинатдегідрогеназа і моноаміноксидаза (МАО) - оксидоредуктаза, що дезамінує моноаміни. Вона виявлена у багатьох тканинах, але в найбільших концентраціях - в печінці, шлунку, нирках. МАО міститься в мітохондріях більшості клітин, і у тому числі - в нервових закінченнях. Нині є свідчення про можливу наявність таких механізмів в мітохондріях клітин еукаріот, тому діагностичне значення змін рівня гліколевої кислоти, безумовно, значне і є діагностично доказовим.

 У 23% зразків спостерігалося підвищення рівня метилмалонової кислоти. Метилмалонова кислота є дикарбоксиловою кислотою - С-метильованим похідним малонової кислоти. З'єднання метилмалонової кислоти з коензимом А - метилмалоніл-КоА, метаболізується в сукциніл КоА під впливом метилмалоніл-КоА-мутази. У цій реакції в якості кофактора виступає вітамін В12. По цьому шляху метилмалонова кислота залучається до циклу Кребса.

Метилмалонова кислота є критично важливою проміжною метаболитів жирів і білків. Аномалії в обміні цієї кислоти призводять до розвитку метилмалонової ацидурії, яка викликається блокуванням реакції перетворення метилмалоніл-КоА в сукциніл-КоА.

Окрім цього класичного порушення обміну речовин, описана певна кількість мітохондріальних дисфункцій, при яких підвищується рівень метилмалонової кислоти і які підкоряються законам успадкування. Зокрема - синдроми деплеції мітохондріальної ДНК. 

Янтарна кислота як компонент циклу Кребса була змінена в 19% зразків. Її концентрація може підвищувалась внаслідок дефіциту рибофлавіну, коензиму Q10, надмірного перетворення глутаміну у бурштинову кислоти мікроорганізмами ШКТ, а також природжених порушень обміну речовин. Одним з найважливіших ферментів, що забезпечують метаболізм янтарної кислоти, є сукцинат дегідрогеназа, яка відіграє важливу роль в обмінних шляхах в мітохондріях, беручи участь і в дихальному ланцюзі і в циклі Кребса. Мутації в чотирьох генах, що кодують субодиниці сукцинат дегідрогенази мітохондріального дихального ланцюга асоційовані з широким спектром клінічних ознак. Роль цього ферменту в ланцюзі перенесення електронів робить його незамінним для існування більшості багатоклітинних організмів. Відомо, що фермент складається з чотирьох субодиниць, зміни структури яких можуть призводити до наступних захворювань: Sdh субодиниця А - синдром Лея, мітохондріальна енцефалопатія, атрофія зору; Sdh субодиниця В - утворення пухлин в хромафіних клітинах, яке призводить до розвитку спадкової форми парагангліоми і спадкової феохромоцитоми; Sdh субодиниця С - зменшення тривалості життя, посилення вироблення супероксидних іонів, розвитку спадкової форми парагангліоми і спадкової феохромоцитоми. Sdh субодиниця D - розвиток спадкової форми парагангліоми і спадковою феохромоцитом.

У людини сукцинат дегідрогеназа не лише грає роль в генерації енергії в мітохондріях, а також в сприйнятті кисню і пригніченні розвитку пухлин. Дефіцит фумарази клінічно проявляється багатоводдям і аномаліями мозку у плода, неврологічними розладами новонародженого, відмовою від їжі, затримкою розвитку і гіпотонією. Причинами можуть бути зміни в активності як цитоплазматичної, так і мітохондріальної фумарази. Окреме підвищення фумарової кислоти при аналізі органічних кислот сечі є чинником, який може свідчити про дефіцит фумарази. 
У 19% випадках виявили підвищення малонової кислоти. Це з'єднання є компонентом циклу Кребса. Основним ферментом, що забезпечує його метаболізм, є малат-дегідрогеназа, яка каталізує перетворення малонової кислоти в оксалоацетат з використанням NAD, а також каталізує зворотню реакцію (ця реакція є оборотньою). 
З речовин, які аналізували напівкількісно, найчастіше підвищувалися 3-гідроксіізомасляна і 3,4-дигідроксимасляна кислота. Підвищення цих двох з'єднань було зафіксоване в 54 зразках сечі пацієнтів з ознаками мітохондріальної дисфункції. Той факт, що два ключові ферменти, що забезпечують метаболізм 3-гидроксіізомасляної кислоти, знаходяться в мітохондріях, свідчить про важливу роль цієї органели в метаболізмі валіну і може пояснити отриману високу частоту підвищення екскреції цього метаболита з сечею у пацієнтів з клінічними ознаками мітохондріальної дисфункції.
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