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KOPSAVILKUMS

L1 sindroms ir reta iedzimta progresgjosa neirodegenerativa mitohondriala slimiba, kas
parasti sak izpausties jau zidaina vecuma vai agra bérniba. L1 sindromu var izraisit izmainas
gan kodola, gan mitohondriju genoma. Patogéni varianti mitohondriju genoma var ietekméet
kodola génu ekspresiju caur mitohondriju atgriezenisko regulaciju.

Magistra darba mérkis bija noskaidrot divu, ar L1 sindromu saistitu, mitohondrialas
DNS (mtDNS) variantu ietekmi uz genu ekspresiju. Tika veikta transkriptoma analize
transmitohondrialo citoplazmatisko hibridu (cibridu) Stnu Iinijam, kas saturéja divus ar L1
sindromu saistitus mtDNS variantus, parbaudita abu patogéno variantu heteroplazmijas
stabilitate, veikta digital droplet PCR apstaklu optimizacija un veikta RNS sekvencé$anas
rezultatu validacija ar Selfie-digital PCR metodi.

Tr1s géniem tika noteikta nozimigi izmainita ekspresija pacienta A cibridu Stinu linija,
homoplazmiska varianta m.9185T>C klatbiitné. Pacienta B cibridu Stnu linijas, varianta
m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas klatbiitn€, nozZimigi izmainita ekspresija bija 84
géniem, no kuriem 31 géna regulacija bija izmainita vairak neka Cetras reizes. Heteroplazmijas
Iimenis saglabajas stabils laika gaita visam pétamajam Stinu [inijjam. Géniem (TCEAS, SEL1L3,
ABCG1, GRID1, GRM2, DYDC2, HKDC1 un DHRS2) transkriptoma analizes rezultatiem
atbilstoSa tendence tika novérota viena no Selfie-dPCR atkartojumiem. Tikai viens géns FABP3

apstiprindja transkriptoma analizes rezultatiem atbilstoSu tendenci abos atkartojumos.

Atslégas vardi: Mitohondriala DNS, L1 sindroms, mitohondriju atgriezeniska regulacija, génu

ekspresija



SUMMARY

Leigh syndrome is a rare inherited progressive neurodegenerative mitochondrial disease
that usually manifests in infancy or early childhood. Leigh syndrome can be caused by changes
in either the nuclear or mitochondrial genomes. Pathogenic variants in the mitochondrial
genome may affect the expression of nuclear genes through mitochondrial retrograde
regulation.

The aim of the master's thesis was to investigate the effects of two mitochondrial DNA
(mtDNA) variants, associated with Leigh syndrome, on gene expression. Transcriptome
analysis of transmitochondrial cytoplasmic hybrid (cybrid) cell lines harbouring either of the
two variants was performed, heteroplasmic status of both pathogenic variants was evaluated,
conditions of digital droplet PCR were optimized, and results obtained during RNA sequencing
were validated by Selfie-digital PCR.

Three genes had significantly altered expression in the cybrid cell line of patient A, in
the presence of the homoplasmic variant m.9185T>C. In cybrid cell lines of patient B, in the
presence of 50% and 70% heteroplasmy of variant m.13513G>A, 84 genes had significantly
altered expression, of which the regulation of 31 genes was altered more than fourfold.
Heteroplasmy levels remained stable in all cell lines during culturing. A trend consistent with
results obtained in transcriptome analysis was observed in one of the Selfie-dPCR experiments
for eight genes (TCEA3, SEL1L3, ABCG1, GRID1, GRM2, DYDC2, HKDC1, and DHRS2). For
only one gene, FABP3, a trend consistent with transcriptome analysis results was confirmed in

both replicates.

Keywords: Mitochondrial DNA, Leigh syndrome, mitochondria retrograde signalling, gene

expression
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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

ATF - adenozintrifosfats

ROS - reaktivak skabekla formas

MtDNS - mitohondriala dezoksiribonukleinskabe
NADH - nikotinamida adenindinukleotids

FADH., - flavina adenindinukleotids

OXPHOS - oksidativa fosforiléSana

ETC - elektronu transporta kede

C - komplekss

ADP - adenozindifosfats

kb - kilobazes

tRNS - transporta ribonukletnskabe

rRNS - ribosomala ribonukleinskabe

bp - bazu pari

NDNS - kodola dezoksiribonukleinskabe

mMtSSB - mitohondriju vienpavediena saistosais proteins
MtTFA - mitohondrialais transkripcijas faktors A
MtTFB - mitohondrialais transkripcijas faktors B

POLG - DNS polimeraze y

POLRMT - mitohondriala RNS polimeraze

TWINKLE - mitohondriala DNS helikaze

O. - H-pavediena replikacijas sakuma vieta

O. - L-pavediena replikacijas sakuma vieta

HSP1 un HSP2 - H-pavediena transkripcijas promoteri 1 un 2
LSP - L-pavediena transkripcijas promoters

MRNS - matricas ribonukleinskabe

BER - bazu izgrieSanas labosanas (base excision repair) mehanisms
CNS - centrala nervu sistéma

MR - magnétiska rezonanse

MERRF - miokloniska epilepsija ar mikroskopiski izmainitam muskulSkiedram
Cibridi - citoplazmatiskie hibridi

LHON - Lebera hereditara optiska neiropatija

PCR - polimerazes k&des reakcija

cDNS - komplementara DNS

RT - reversa transkriptaze

Selfie-dPCR - Selfie-digital PCR

dPCR - digitala PCR (digital PCR)



IEVADS

L1 sindroms (Leigh syndrome) ir reta iedzimta progresgjoSa neirodegenerativa
slimiba. Ta ir visizplatitaka b&rniem sastopama mitohondriala slimiba, kas parasti sak
izpausties jau zidaina vecuma vai agra bérniba. L1 sindroma gadijuma galvenokart tiek skarta
centrala nervu sistéma (CNS). Neirologiskie simptomi kliniski var izpausties, ka hipotonija,
psihomotoras attistibas aizture vai regresija, distonija, spasticitate, krampju 1€kmes, kustibu
trauc€jumi un ataksija. L1 sindromam ir raksturigi simetriski, bilaterali bojajumi CNS, kas var
atrasties dazadas smadzenu dalas.

Gengétiski L1 sindroms ir 1pasi heterogéna mitohondriala slimiba. Lidz §im patogéni
varianti L1 sindroma pacientiem ir identificéti vairak neka 75 génos — gan kodola, gan
mitohondriju genoma. Vairums $o génu kodé oksidativas fosforilesanas (OXPHOS) sisteémas
kompleksu subvienibas vai agregacijas faktorus.

Stina nepartraukti norisinas mitohondriju un kodola komunikacija. Komunikaciju
virziena no mitohondrijiem uz kodolu sauc par atgriezenisko regulaciju. Mitohondrialo slimibu
gadijuma atgriezenisko regulaciju var aktivét dazadi faktori, piem&ram, OXPHOS sist€émas
disfunkcija un no tas izrieto$as izmainas mitohondriju fiziologija, kuru c€lonis ir izmainas
mitohondrialaja DNS. Patogéni varianti mitohondriju genoma var ietekmé&t kodola génu
ekspresiju caur mitohondriju atgriezenisko regulaciju.

Magistra darba mérkis bija noskaidrot divu ar L1 sindromu saistitu mitohondrialas DNS
variantu ietekmi uz génu ekspresiju. Mérka sasniegSanai tika izvirziti $adi uzdevumi:

1. Veikt transkriptoma profila analizi divu pacientu transmitohondrialo citoplazmatisko hibridu
Stnu linijam, kas satur L1 sindromam raksturigus mitohondrialas DNS variantus.

2. Parbaudit abu patogeno variantu heteroplazmijas stabilitati.

3. Veikt digital droplet PCR apstaklu optimizaciju.

4. Veikt RNS sekvencésanas rezultatu validaciju ar Selfie-digital PCR metodi.

Magistra darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra laika no
2020. gada septembra lidz 2022. gada aprilim. Darbs tika izstradats FLPP projekta nr. 2018/1-
0180 ,,Mitohondrialas DNS mutaciju un variantu ar nezinamu efektu raksturo$ana un analize,

izmantojot transmitohondrialos citoplazmatiskos hibridu §tinu modelus” ietvaros.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Mitohondriju struktiara un funkcijas

Mitohondriji ir augsti specializétas organellas, kas atrodas vairuma eikariotisko Stinu
(van der Giezen & Tovar, 2005). Apméram pirms 1,5 miljardiem gadu mitohondriji attistijas
no brivi dzivojosam a-proteobakterijam. Visticamak tas endocitozes cela uzné€ma arheju
izcelsmes saimnieksiinas, izveidojot endosimbiozi starp abiem organismiem (Roger et al.,
2017).

Mitohondriji ir neliclas organellas, to izmérs var variét no 0,5 Iidz 3 um (Shami et al.,
2021). Mitohondrijiem ir raksturiga daudzveidiga forma atkariba no $tinu tipa, $tinu cikla fazes
un metaboliskajiem vai $tinas signaliem. Atskiras gan to vispargja (platums, garums, apalums),
gan to ultrastrukttiras (mitohondrialo membranu organizacijas) morfologija (Giacomello et al.,
2020). Atkariba no S$iinas energétiskajam vajadzibam mitohondriji var but atrodami, ka
individualas organellas vai savienojusies veidojot tiklu, ka arf citoplazma tie var bat izvietoti
nevienmérigi (Collins et al., 2002).

Mitohondrijiem raksturiga mainiba un sp&ja pielagoties, kas ietver to morfologiju un
ieksStinas novietojumu, tiek dévéta par mitohondriju dinamiku. Divi galvenie mitohondriju
dinamikas mehanismi ir mitohondriju dalisanas (fission) un sapltsana (fusion) (Chiu et al.,
2021). Tiek domats, ka saplidusos mitohondrijos ir aktivaka matriksa komponentu apmaina
un adenozintrifosfata (ATF) produkcija ir efektivaka. Turpreti, reaktivas skabekla formas
(ROS) vairak veidojas fragment€tos mitohondrijos. Tomér fragmentacija ir svariga, lai
nodroS$inatu, ka Stinu daliSanas procesa mitohondriji tiktu vienmerigi sadaliti starp meitSinam
(Giacomello et al., 2020).

Cilvekos viena somatiskaja §tina mitohondriju skaits var variét no 200 Iidz 2000.
Savukart viena olstina var bt Iidz pat 100 000 mitohondriju, bet spermatozoidi satur aptuveni
no 50 lidz 75 mitohondrijiem (Hirata et al., 2002; Pieczenik & Neustadt, 2007). Skeleta un sirds
muskulos, smadzen€s un aknas ir visvairak mitohondriju, jo to Sinam ir janodroSina augsta
metaboliska aktivitate. Nobriedusi eritrociti ir vienigas cilvéka Sunas, kuras nesatur
mitohondrijus (Cohen & Gold, 2001).

No citoplazmas mitohondriji ir atdaliti ar divam membranam — aréjo membranu (~7 nm
biezuma) un iek3$&jo membranu (~5 nm biezuma) (Shami et al., 2021). Aréja membrana ir
galvenokart caurlaidiga, limitgjot diftiziju molekulam, kas lielakas par ~5000 Da. Ta ir ka
platforma, kas nodroSina $iinu signalcelu krustoSanos un to parnesi uz mitohondrijiem.
Mitohondriju aréja membrana izveido membranu kontakta vietas ar citiem $tinas nodalijumiem,

pieméram, ar endoplazmatisko tiklu, plazmatisko membranu, peroksisomam, endosomam un
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lizosomam (Giacomello et al., 2020). Starp ar&jo un icks$&jo membranu atrodas starpmembranu
telpa (Protasoni & Zeviani, 2021). leksgja mitohondriju membrana atdala starpmembranu telpu
no mitohondriju matriksa un veido Kristas — dzilas, pleomorfas membranas ieloces, kas ievijas
matriksa (Giacomello et al., 2020). Kristas palielina iek$¢jas membranas virsmas laukumu
(Shami et al., 2021). Atskiriba no aréjas membranas, caur iek$€jo brivi var parvietoties tikai
skabekla, oglskabas gazes un tidens molekulas. Mitohondrialo membranu selektivitate veicina
elektroktmiska gradienta veidoSanos starp tam, kas nepiecieSsams ATF razosanai, ka arT ciesi
regulé dazadu jonu koncentracijas, pieméram, kalcija, kas izmantots Stinu signalu parvadiSana
(Protasoni & Zeviani, 2021). Matriksa ir lokalizéta mitohondriala DNS (mtDNS), ka arT taja
notiek dazadi procesi, pieméram, mtDNS replikacija un transkripcija, mitohondrialo protetnu
biosintéze, Krebsa cikla reakcijas, taukskabju B-oksidacija u.c. (Collins et al., 2002).

ai gan viszinamaka mitohondriju funkcija ir energijas razosana, pedéjas desmitgad@s tie
ir kluvusi pazistami, arT ka signaliz€joSas organellas. Svariga loma mitohondrijiem ir arT citu
fiziologisku funkciju nodro§inasana, pieméram, apoptoze, kalcija homeostazé un dzels-séra
klasteru sinteéze (Kuhlbrandt, 2015).

Galvena S$inai nepiecieSamas energijas produkcija norisinas mitohondrijos. Lai
optimize€tu ATF razoSanu, glikolize ir apvienota ar Krebsa jeb trikarbonskabju ciklu, kas ir
aerobs process un norisinas mitohondriju matriksa (Protasoni & Zeviani, 2021). Glikolizes laika
no glikozes tiek veidots piruvats, kas tiek transportéts uz mitohondriju matriksu un tur
parveidots par acetil-koenzimu A. Acetil-koenzims A péc tam piedalas Krebsa cikla, un katra
pilna cikla laika tiek iegiitas tr1s nikotinamida adenindinukleotida (NADH) un viena flavina
adenindinukleotida (FADH,) molekulas (Kiihlbrandt, 2015). Sis molekulas var tikt izveidotas
arT taukskabju B-oksidacijas procesa, kas norisinas matriksa (Kastaniotis et al., 2017). Turpmak
NADH un FADH. molekulas var tikt izmantotas oksidativaja fosforilésana (OXPHOS), kuras
laika tiek iegits vislielakais daudzums ATF molekulu. OXPHOS sistemu (1.1.attéls) veido
Cetri elektronu transporta kédes (ETC) kompleksi un ATF sintaze jeb komplekss V (CV)
(Protasoni & Zeviani, 2021). Kompleksa I (CI) tiek oksidéts NADH, kompleksa II (CII) tiek
oksidéts FADH2, ka arT sukcinats tiek oksidéts par fumaratu. Oksidacijas procesa laika
ubihinons uznem atbrivotos elektronus un transporté tos uz kompleksu III (CIII). Citohroms ¢
elektronus no CIII parnes un kompleksu IV (CIV), kura tos izmanto O, reducéSanai par H.O
(Pieczenik & Neustadt, 2007). Elektronu atbrivota energija kompleksos I, III un IV tiek
izmantota protonu transportam no matriksa uz starpmembranu telpu. Ta rezultata rodas protonu
gradients, veidojot atSkirigas pH vertibas matriksam (pH 7,9-8) un starpmembranu telpai (pH
7,2-7,4) (Kihlbrandt, 2015). Ar protonu gradienta palidzibu tiek darbinata ATF sintaze, kas
fosforilé adenozina difosfatu (ADP) par ATF (Pieczenik & Neustadt, 2007).
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1.1 attéls. Oksidativas fosforilé$anas sistéma mitohondrijos (Kanabus et al., 2014).

Figure 1.1 .Oxidative phosphorylation system in the mitochondria (Kanabus et al., 2014).

Mitohondriji pater€ lielako dalu skabekla, kas $tina tiek izmantots ATF produkcijai, un
normalas OXPHOS sistémas darbibas laika aptuveni 0,2-2% izmantota skabekla tiek parversti
reaktivajas skabekla formas (ROS), pieméram, superoksida radikali, idenraza peroksida u.c.
Tiek uzskatits, ka vairums ROS veidojas ETC kompleksos I un III, elektroniem atbrivojoties
no NADH un FADH (Harper et al., 2004). Ja superoksida dismutazes nav sp&jigas gana atri
ROS parveidot par @ideni, rodas oksidativie trauc&jumi un ROS uzkrajas mitohondrijos. ROS
var radit bojajumus mtDNS, ETC enzimiem, proteiniem, lipidiem (Pieczenik & Neustadt,
2007).

Svariga loma mitohondrijiem ir arT apoptozes regulacija. Apoptozes celS §tina var biit
argjs jeb naves receptoru vai ieks€js jeb mitohondriju apoptozes celS. Ieksgji stresa signali vai
bojajumi var iniciet mitohondrialo apoptozi, ka rezultata tiek aktivéts BH3, kas inhibé anti-
apoptotiskos BCL-2 proteinus (Tait & Green, 2013). Sekojosi tiek aktivéti BAX un BAK
proteini, kas noved pie mitohondriju argjas membranas permeabilizacijas un no starpmembranu
telpas izkliist proteini, kas var aktivét kaspazes. To proteinu skaita ir citohroms c, kas saistoties
ar APAF1 faktoru un kaspazi 9 izveido apoptosomu. Talak tiek aktiveta kaspaze 3 un uzsakts
Stnas naves izpildes cel§, ka rezultata degrad€jas kodola un citoskeleta proteini, fragmentgjas

DNS un izveidojas apoptotiskie kermenisi (Bock & Tait, 2020).



1.2. Mitohondrialais genoms

Zidttaju Stinas mitohondriji ir vienigas organellas, kuram ir pasam savs genoms mtDNS
forma, kas tiek mantots tikai pa mates liniju. Cilvéka $tinas mtDNS ir 16,5 kilobazes (kb) gara,
cirkulara, divpavedienu DNS molekula. Bazu izvietojums katra pavediena ir atskirigs — Smagais
jeb H-pavediens ir bagats ar guaninu, vieglaja jeb L-pavediena ir vairak citozina bazu (Chinnery
& Hudson, 2013). Kopuma cilveka mtDNS (1.2.attéls) satur 37 génus — 22 géni kodé
mitohondrialas transporta RNS (tRNS), divi kod€ ribosomalas RNS (rRNS) un 13 kodé
polipeptidus, kas ir OXPHOS sisteémas kompleksu sastava, no kuriem septini pieder CI (g€ni
MT-ND1-ND6, MT-ND4L), viens pieder CIIl (MT-CYB), tris CIV (MT-COI-CQIII) un divi
ATF sintazei (MT-ATP6, MT-ATP8) (Wallace, 2010).

MTERF

OO

RNR2

1.2.attels. Cilveka mtDNS strukttra (Tuppen et al., 2010).
Figure 1.2. Structure of the human mtDNA (Tuppen et al., 2010).

Mitohondriala genoma uzturéSanai ir nepiecieSami art kodola genoma kod@ti proteini,

kas vajadzigi gan replikacijai, transkripcijai un translacija, gan mtDNS laboSanai. Lai gan

mtDNS kodé tikai 13 polipeptidus, kop&o mitohondriju proteomu sastada apméram 1158
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proteini, kurus kodé kodola géni un kuri tiek péc tam importéti mitohondrijos (Calvo et al.,
2016).

Starp mitohondrialajiem géniem nav intronu, nekodgjosas sekvences starp géniem ir
tikai paris bazu paru (bp) garuma vai to vispar nav. DazZi géni dal&ji parklajas viens ar otru,
pieméram, MT-ND4L/4 un MT-ATP8/6. Lai gan starp géniem nav nekod€oso regionu,
izn€mums mtDNS ir 1,1 kb garais kontroles regions jeb D-cilpa (Chinnery & Hudson, 2013).
D-cilpa satur L- un H-pavedienu transkripcijas promoterus, H-pavediena replikacijas sakuma
vietu un divus hipervariablus rajonus (HV1 un HV2) (Tuppen et al., 2010).

Atkariba no audu energijas patérina vajadzibam, katra organisma $iina atrodas aptuveni
no 100 lidz 10 000 mtDNS kopijam (Patenanan et al., 2016). Mitohondrijos DNS kopiju skaits
tiek stingri reguléts un dazados audos tas var laika gaita mainities (Wallace, 2010). Atskiriba
no kodola DNS (nDNS), mtDNS nepasarga histoni, ta¢u ta ir sakartota nukleoproteinu
strukttiras, kuras sauc par nukleoidiem (Sharma et al., 2019). Nukleoidos mtDNS molekulas ir
saistitas kopa ar mitohondriju vienpavediena DNS saistoSo proteinu (mtSSB),
mitohondrialajiem transkripcijas faktoriem A un B (mtTFA un mtTFB), DNS polimerazi y
(POLG) un mitohondrialo RNS polimerazi (POLRMT). Katra nukleoida var biit 6 — 10 mtDNS
kopijas un tie parasti ir saistiti pie ick§€jas membranas (Kukat et al., 2015). Viena $iina var
saturét aptuveni 1000 nukleoidu (Kuhlbrandt, 2015).

Mitohondrialas replisomas sastava ir mitohondriala DNS helikaze TWINKLE, POLG,
mtSSB un POLRMT. Ziditaju Stinas mtDNS kéZu replikacija norisinas asinhroni, izmantojot
pavedienu parvietoSanas (strand-displacement) mehanismu. Abu pavedienu sintéze turpinas
nepartraukti un netiek izveidoti Okazaki fragmentiem lidzigi replikacijas produkti (Peter &
Falkenberg, 2020). mtDNS replikacija sakas no H-pavediena replikacijas sakumu vietas (On),
kas atrodas D-cilpa. Pa H-pavedienu parvietojas POLG un TWINKLE, kas at$ketina abus DNS
pavedienus, tikmér mtSSB saistas pie briva H-pavediena to pasargdjot, lai POLRMT
neizveidotu nespecifiskus fragmentus. Péc apméram 11 kb replisoma ir sasniegusi L-pavedienu
replikacijas sakumu vietu (Or). Saja mirkli sakotngjais H-pavediens izveido stumbra-cilpas
(stem-loop) struktiiru. Cilpas regions satur vairakus dT-atlikumus, no kuriem POLRMT saks
praimera sintézi. Praimera sint€ze péc iniciacijas turpinas aptuveni 25 nukleotidus (nt), kad
POLRMT tiek aizstata ar POLG, un sakas L-pavediena sint€ze. Katra pavediena sintéze
beidzas, kad atkal ir sasniegti attiecigie replikacijas sakuma punkti (Falkenberg & Gustafsson,
2020; Peter & Falkenberg, 2020). V&l nesen tika domats, ka par mtDNS replikaciju un labosanu
ir atbildiga tikai POLG. Tomeér ir vismaz Cetras citas DNS polimerazes, kuras piedalas mtDNS

uzturéSana: DNS polimeraze beta, polimeraze teta, polimeraze zeta un PrimPol (Krasich &
Copeleand, 2017).
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Transkripcijas kompleksu mitohondrijos veido POLRMT, mtTFA un mtTFB, aktivators
(TFB2M), elongacijas faktors (TEFM) un mitohondrialais transkripcijas terminacijas faktors
(MTERF1) (Bouda et al., 2019). Ir tris mitohondrialie transkripcijas promoteri, no kuriem tiek
sakta katra pavediena transkripcija — divi H-pavediena transkripcijas promoteri (HSP1 un
HSP2) un L-pavediena transkripcijas promoters (LSP). No HSP2 un LSP tiek raditi
policistroniski transkripti teju visa mitohondriala genoma garuma, kas tiek apstradati, lai iegiitu
individualas tRNS un mRNS molekulas. Savukart transkripti no HSP1 producg tikai divas
tRNS, mt-tRNSP™® un mt-tRNSV?, un divas rRNS - 12S un 16S (Falkenberg et al., 2007).
mtTFA un mtTFB ir nepiecieSams piesaistities pie specifiskam sekvencém pirms HSP1, HSP2
un LSP, lai POLRMT varétu uzsakt transkripcijas procesu (Bouda et al., 2019).

Visu 13 mitohondriju kod&to protetnu translacija norisinas mitohondriju ribosomas jeb
mitoribosomas. To proteinus dal&ji kode mtDNS (MT-RNR1, MT-RNR2), tac¢u mitoribosomam
ir nepiecieSams Vel 81 kodola kod@éts proteins. Mitoribosomu veido maza 28S (mtSSU) un liela
39S (mtLSU) subvieniba (D’souza & Minczuk, 2018). Proteinu sintézes procesu veido tris
dalas: iniciacija, elongacija un terminacija. Lai translacija tiktu uzsakta ir nepiecieSami divi
mitohondrialie iniciacijas faktori, mtIF1 un mtIF3. Iniciacija sakas ar mtIF3 atdaliSanos no
mitoribosomas, lai varétu izveidoties iniciacijas komplekss. Sekojosi mRNS tiek saistits ar
mtSSU, starta kodonam atrodoties mitoribosomas peptidil pozicija (Smits et al., 2010). Vairaki
elongacijas faktori kontrolé peptidu pagarinaSanos, pieméram, mitohondrialie elongacijas
faktori Tu, Ts un G1 (MtEFTu, mtEFTs, mtEFG1). Tie saista tRNS ar mitoribosomu, lai
pievienotu aminoskabes un lautu iepriek§ pievienotajam parvietoties pa vienu poziciju uz
priekSu. Translacijas terminaciju veic mitohondrialais atbrivosanas faktors 1a (mtRF1a), kura
uzdevums ir atpazit terminacijas kodonus un toposais peptids tiktu atbrivots no gala tRNS
(D’souza & Minczuk, 2018).

Starp universalo un mitohondriju genétisko kodu pastav vairakas atskiribas.
Mitohondrijos ir Cetri terminacijas kodoni, UAG, UAA, AGG un AGA, tacu péc universala
koda AGA un AGG kodg argininu. UGA universali ir terminacijas kodons, bet mitohondrijos
tas kodg triptofanu, un AUA kodg nevis izoleicinu, bet gan metioninu (Rooijers et al., 2013).

mtDNS ir vairak paklauta oksidativajiem bojajumiem, nemot véra tas tuvumu iek$&jai
membranai, kur atrodas OXPHOS sistéma. Mitohondrijos pastav DNS laboSanas mehanismi,
tomér tie nav tik robusti un nesatur visas sastavdalas, kas atrodamas nDNS laboSanas
mehanismos (Sharma et al., 2019)Parasti maza izmé&ra bojajumus, pieméram, oksidétas un
alkilétas DNS bazes, mitohondrijos izlabo bazu izgriesanas labosanas (BER, base excision

repair) mehanisms. Mitohondrijos ir sastopamas septinas no vienpadsmit glikozilazém, kas
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veic BER. Ar1 DNS polimeraze beta ir spéjiga veikt mtDNS laboSanu. Tomér proteini, kas

kodola veic neatbilstosu bazu labosanu, nav atrasti mitohondrijos (Prakash & Doublié, 2015).

1.3. Mitohondrialas DNS varianti

mtDNS laboSanas mehanismi ir pielagoti ROS raditajiem oksidativajiem bojajumiem
un tam, ka ta ir organiz€ta nukleoidos. Par spiti tam, mutacijas mitohondriju genoma ir
sastopamas 10-17 reizes biezak neka kodola genoma (Chinnery & Hudson, 2013; Tuppen et
al., 2010).

Izmainas mitohondriju genoma var iedalit punktveida variantos vai liela izméra
delécijas. Punktveida variantus talak var sadalit viena nukleotida polimorfismos (tranzicijas un
transversijas), insercijas un delécijas (Wallace, 2010). Oksidativie bojajumi var izraisit bazu
modifikacijas, cukura atlikumu bojajumus un DNS pavedienu parravumus. Vieni no
sastopamakajiem bazu bojajumiem ir 7,8-dihidroksi-8-0kso-20-dezoksiguanozins (8-0kso-dG)
un timina glikoli. Piem&ram, 8-0kso-dG dél POLG nepareizi ievieto adenina bazi preti
oksid@tajam guaninam, ka rezultata p&c nakamas replikacijas rodas G>T un C>A transversijas
(Prakash & Doublié, 2015). Savukart, tranzicijas G>A un C>T parasti ir sekas klidainai POLG
darbibai replikacijas laika vai ari, kad citozins spontani deamingjas par uracilu un nepareizi
saparojas ar adeninu, izveidojot G>A tranziciju (Zheng et al., 2006). Parasti punktveida varianti
ir novérojami tRNS un rRNS génos, un tiek parmantoti, tacu tie var bat arT radusies de novo
(Wallace, 2010). Punktveida delécijas nereti sporadiski paradas agra attistibas stadija, un bas
sastopamas visas skarto audu $tnas (Schon et al., 2012). Liela izméra delécijas var aptvert
vairakus génus, vari€jot izmera no 1 lidz 8 kb. Tas visbiezak ir spontani radusas un netiek
nodotas nakamajam paaudzém. Ja skartajos audos ir vairakas dazada garuma del€cijas, to
c€lonis var bit parmantotas mutacijas nDNS génos, kas atbild par mtDNS uzturéSanu un
replikaciju (Falkenberg & Gustafsson, 2020). Vairums del&ciju atrodas starp On un O, un var
rasties gan mtDNS replikacijas, gan laboSanas procesa (Tuppen et al., 2010).

mtDNS varianti var biit neitrali, patogéni vai adaptivi. Neitrali varianti mitohondriju
genoma tiek uzkrati spontani un neizmaina ta funkciju. Patogéni varianti noved pie
mitohondriju funkciju traucgjumiem un var izraisit mitohondrialas saslim$anas. Adaptivi
varianti var potenciali mainit mtDNS kod&tos produktus, tomér §is izmainas konkrétajos
apstaklos ir labvéligas (Lawless et al., 2020). Varianti var potenciali biit patogéni, ja bazu
nomaina atrodas funkcionali svariga mtDNS rajona. Pieméram, izmainas proteinus kodgjoSajos
génos var nelabveligi ietekmét kada OXPHOS sistemas kompleksa darbibu. Patogéni varianti

mitohondrialas tRNS génos var ietekmét translacijas procesu, samazinot normali funkciongjosu
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tRNS pieejamibu mitohondrijos (Tuppen et al., 2010). Vissmagak patogéni mtDNS varianti
ietekmé tieSi organus un audus, kuriem ir Tpasi nepiecieSama efektiva ATF produkcija,
pieméram, muskulus un nervus (Ylikallio & Soumalainen, 2012).

Ja visas $una eso$as mtDNS molekulas ir genétiski identiskas, ta ir homoplazmija.
Turpreti, ja $Gna ir gan normalas (wild type), gan mutantas mtDNS molekulas, ta ir
heteroplazmija. Parasti mitohondrialas saslimSanas gadijuma mtDNS molekulas ir
heteroplazmiska stavokli (Gomes et al., 2021). Heteroplazmijas ITmenis var biit atSkirigs vienu
audu dazadas $unas, starp dazadiem audiem, ka arT starp vienas gimenes dazadiem individiem.
Klinisko simptomu paradiSanos heteroplazmijas gadijuma nosaka normalo un mutanto mtDNS
molekulu attieciba (Sharmaet al., 2019). Lai biitu novérojams biokimiskais defekts un patogéna
varianta efekts izpaustos fenotipiski, $iinas mutantajam mtDNS molekulam ir jasasniedz
noteikts Iimenis, ko sauc par sliek$na limeni, kas tipiski varié no 60% lidz 90% (Tuppen et al.,
2010). Ja heteroplazmijas gadijuma ir sasniegts slick$na limenis, tas nozimé, ka mutantas
molekulas ir klonali izplatijusas un normalas mtDNS molekulas vairs nav sp&jigas kompensét
mutanto molekulu nodaritos bojajumus (Alston et al., 2017). Homoplazmiski patogéni
punktveida varianti mtDNS, kas skar tikai vienu organu vai vienu audu tipu, parasti izraisa
salidzinosi vieglu biokimisku defektu. Tie var skart arT vairakus vai visus audus, tacu tada
gadijuma iznakums biezi ir letals (Stewart & Chinnery, 2015). Heteroplazmiski punktveida
varianti visbieZak skar vairakas organu sist€émas, pieméram, periféro nervu sistému, muskulus,
sirdi un endokrinos organus. Tas, kada méra organi tiek ietekméti, ir saistits ar heteroplazmijas
limeni (DiMauro et al., 2013).

Mitohondrijiem ir raksturiga mitotiska segregacija. Stunu dali$anas procesa mtDNS
molekulas tiek nejausi sadalitas pa meitSinam, ka rezultata meit$iinas mainas normalo un
mutanto mtDNS molekulu attieciba un [idz ar to mainas ar1 fenotips. L1dz ar to pacientiem, kuru
slimibas pamata ir trauc€tas mitohondriju funkcijas, slimibas fenotipiskas izpausmes var laika
gaita pastiprinaties (Tuppen et al., 2010).

Vairakums izmainu mitohondriju genoma ir neitralas. Plasi izplatiti, iedzimti mtDNS
varianti ir izveidojusi noturigas populaciju apakSgrupas, kuras dévé par haplogrupam. Katrai
haplogrupai ir raksturigi kopigi polimorfismi, kas laika gaita uzkrajuSies un izplatijusies,
senajiem cilvékiem migr&jot uz ziemeliem (Torroni et al., 2006). Pirmas haplogrupas LO, L1,
L2 un L3 izveidojas Afrika apméram 150000 — 200000 gadus p.m.&. No L3 izveidojas M un N
haplogrupas, kuras vienigas izplatijas uz citam pasaules dalam. No N izveidojas haplogrupas I,
W un X, kas raksturigas Eiropas centralajai un dienvidu dalai, bet no N atzarojoties R
haplogrupai, izveidojas Ziemeleiropai raksturigas H, U, K, J un T haplogrupas. Savukart, no N

haplogrupas Azija izveidojas C, D un G, bet no M atzarojas A, B un F haplogrupas. A, C un D
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haplogrupas bija sastopamas Sibirijas ziemelaustrumos, un vélak kopa ar B haplogrupu

izplatijas pa Ziemelameriku, Centralameriku un Dienvidameriku (Wallace, 2005).

1.4. Mitohondrialas slimibas

Mitohondrialas slimibas ir kliniski heterogénu primaro mitohondrialo trauc€jumu
grupa, kas vissmagak skar audus un organus ar augstu energijas patérinu. Kliniskie simptomi
var skart tikai vienu organu, gan ar1 but multisistémiski, tie var paradities gan agra bérniba, gan
velak dzive (Alston et al., 2017). Dati par mitohondrialo slimibu izplatibu atskiras. Izplatiba
starp pieaugusSiem cilvékiem ir aptuveni no 12 lidz 23 gadijumiem uz 100000 cilvéku (Gorman
etal., 2015). Tiek domats, ka vid&ja izplatiba starp bérniem ir aptuveni no 5 lidz 14 gadijumiem
uz 100000 bernu (Schaefer et al., 2019; Skladal et al., 2003).

Lidz Sim ir identificéti vairak neka 300 g€ni, kas ir saistiti ar mitohondrialajam
slimibam: 36 mtDNS géni un 295 nDNS géni (Thompson et al., 2020). Lielaka dala no Siem
geéniem ir tiesi iesaistiti specifiski OXPHOS sistémas biogenézg, pargjie to ietekmé netiesi vai
ir iesaistiti citas Stnas funkcijas (Frazier et al., 2019). Mitohondriju genoma identificéti vairak
neka 300 patogénu variantu (McCormick et al., 2018).

Ar mitohondrialajam slimibam saistiti nDNS varianti var tikt parmantoti péc jebkura
Mendela likuma - autosomali recesivi, autosomali dominanti vai ar X hromosomu saistitie.
Patogeéni, slimibu izraisoSi varianti mtDNS tiek mantoti tikai pa mates Iiniju, jo tikai olStinas
mitohondriji nonak embrija. Gan mantoti, gan de novo varianti var rezultéties saslimsana

(McCormick et al., 2018).

1.5. Lisindroms

L1 sindroms (Leigh syndrome) ir reta iedzimta progres€josa neirodegenerativa slimiba.
Pirmo reizi to ka subakiitu nekrotiz€joSu encefalomielopatiju aprakstija britu neiropatologs
Deniss Arcibalds L1 (Denis Archibald Leigh), veicot pecnaves izmeklgjumus septinus ménesus
vecam z€nam, kuram bija tadi progresgjosi neirologiski simptomi, ka attistibas regresija,
bulbara paralize, ekstremitasu spasticitate un miegainiba (Leigh, 1951; Schubert & Vilarinho,
2020).

L1 sindroms ir visizplatitaka bérniem sastopama mitohondriala slimiba. Tiek l&sts, ka

tas skar aptuveni 1 no 40000 dzivi dzimusiem zidainiem (Baertling et al., 2014). Augstaka
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sastopamiba, Iidz pat 1 no 2000, ir novérojama Fareru salas un izoléta populacija Kvebekas
apkartng ciltstéva variantu dél (Carrozzo et al., 2007).

Pirmie simptomi tipiski sak paradities vecuma no 3 1idz 12 ménesiem. Nereti simptomi
sak izpausties péc akiitas virusa infekcijas, bet sindroms var bt iestajies jau prenatali (Sofou et
al., 2014). Par vélinu L1 sindroma sakumu uzskata pirmo simptomu paradiSanos ne tikai
piecaugusa vecuma, bet ar1 velak bérniba (p&c 1-2 gadu vecuma) un pusaudzu gados, jo apmeram
80% pacientu L1 sindroms tiek konstatéts Iidz 2 gadu vecumam. Ta ka §is sindroms vairuma
gadijumu fenotipiski ir novérojams zidainiem un maziem bé&rniem, tas var radit gritibas
diagnozes uzstadiSana vecakiem bérniem, pusaudziem un pieaugusajiem, kurus slimiba nav
skarusi pirmajos dzives ménesos vai gados. Tacu tikai maza dala L1 sindroma pacientu sasniedz
vecumu virs desmit gadiem (Finsterer, 2008).

Kliiski L1 sindroms var izpausties atskirigi atkariba no vecuma, kura sak paradities
simptomi. Visbiezak sastopama prenatala anomalija ir intrauterina augSanas aizkavéSanas,
bérnam piedzimstot mazakam neka sagaidams attiecigaja griitniecibas nedéla. Neirologiskie
simptomi var biit mikrocefalija, intrakranialas cistas, baltas vielas anomalijas, kontraktiiras un
palielinati sirds kambari (Sofou et al., 2014). Vairums prenatalo pazimju nav specifiskas un tas
var izraisit ari citas monoggnas, neirologiskas slimibas, aneiploidijas un augla infekcijas
(Baertling et al., 2014).

L1 sindroma gadijuma galvenokart tiek skarta centrala nervu sisttma (CNS).
Neirologiskie simptomi kliniski var izpausties, ka hipotonija, psihomotoras attistibas aizture
vai regresija, distonija, spasticitate, lekmes, kustibu traucgjumi, ataksija, galvaskausa nervu
paralize, dzirdes zudums. Ja tiek skarts smadzenu stumbrs, var rasties elpoSanas problémas
(hipo- vai hiperventilacija, neregulara elpoSana, apnoja), apgriitinata riSana un termoregulacijas
traucgjumi (hipo- vai hipertermija) (Baertling et al., 2014; Sofou et al., 2014). L1 sindroma
pacientiem var biit novérojamas ar ne neirologiskas manifestacijas, pieméram, sirdsdarbibas
traucgjumi (hipertrofiska kardiomiopatija, aritmija), kunga-zarnu trakta (vemsana, disfagija,
gastrits), hepatologiski (aknu mazspgja, strukturalas anomalijas) un nieru darbibas traucgjumi
(tubolopatija), anémija (Gerards et al., 2016).

Tipiski L1 sindroms sak izpausties zidaina vecuma, tacu var tikt noverotas nespecifiskas
pazimes, piem&ram, nespéja attistities un attistibas aizkavéSanas, hipotonija, pastaviga vemsana
(Ruhoy & Saneto, 2014). L1 sindromam ir raksturigi akuti neirologiski un nereti sistémiski
trauc€jumi, zinami ka “dekompensacija”, kas ir saistiti ar psihomotoras attistibas trauc€jumiem,
atpalicibu vai regresu. Dekompensacija médz biit novérojama péc infekcijas slimibas. P&c tas
var sekot dal€ja atlabSana, tau pilniga atgrieSanas iepriekS€ja attistibas stavokli ir reti

sastopama. Vairumam pacientu stavoklis pakapeniski pasliktinas, ka laika var biit dazi stabili
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periodi (Gerards et al., 2016). Lidzigas pazimes, ka agrinam L1 sindromam, ir novérojamas arf,
kad tas sak izpausties divu vai tris gadu vecuma. Maziem b&rniem rodas griitibas staigat,
noverojama ar1 distonija un disartrija (Finsterer, 2008).

Vecakiem L1 sindroma pacientiem ir noveérojamas tadas kliniskas pazimes ka disartrija,
ataksija, spasticitate un patologiski redzes trauc&jumi. Lai gan simptomi piecaugusajiem médz
bt netipiski, reizém pat bez neirologiskiem trauc&jumiem, liclakaja dala gadijumu galvenas
izpausmes ietilpst L1 sindroma spektra (McKelvie et al., 2012).

Diagnostikai tiek izmantotas att€lveidoSanas metodes, lai noveértétu bojajumus CNS
(Saneto et al., 2008). Veicot magnétiskas rezonanses (MR) tomografiju, ir iesp&jams noteikt L1
sindromam raksturigos simetriskos, bilateralos bojajumus (1.3. att€ls), kas var atrasties dazadas
smadzenu dalas, pieméram, bazalajos ganglijos, talama, smadzenu stumbra, corpus nigra,
sarkanajos kodolos, smadzenisu baltaja viela un garoza, muguras smadzenés (Bonfante et al.,
2016). Bazalie gangliji tipiski tiek ietekm@ti pirms smadzenu stumbra (Alves et al., 2020). Ar
MR spektroskopijas palidzibu ir iesp&jams izmérit laktata koncentracijas izmainas. L1 sindroma
gadijuma bojatajas smadzenu dalas ir iespgjams noverot paaugstinatu laktata koncentraciju.
Tomér daziem pacientiem laktata koncentracijas paaugstinajums ir ticis konstatéts ari normala

izskata pelekaja un baltaja viela (Sijens et al., 2008).

1.3.attels. Smadzenu MR attéli (axial T2-weighted acquisition (a, b)), kas parada L1

sindromam raksturigus bilateralus bojajumus (baltas bultas) bazalajos ganglijos (Schubert &
Vilarinho, 2020).

Figure 1.3. MRI images (axial T2-weighted acquisition (a, b)) of the brain showing bilateral
lesions (white arrows) in the basal ganglia characteristic of Leigh syndrome (Schubert &
Vilarinho, 2020).
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Smadzenu bojajumu veidoSanos var ietekmét dazadi faktori, kuru c€lonis ir OXPHOS
sistémas darbibas traucéjumi un kam seko ATF sintézes samazina$anas. SGinam ar augstu
energijas pieprasijumu, piem&ram, pelékas vielas neironos, tas izraisa stresa stavokli (Baertling
et al.,, 2016). Neironu disfunkcija veicina gliozes procesu un laika gaita notiek neiropila
vakuolizacija, ko veicina ar1 lokalas pH izmainas parmeérigas laktata produkcijas rezultata.
Papildus tam neironu bojajumu veidoSanos arvien vairak izraisa asinsvadu hipertrofija un ROS
produkcija (Lake et al., 2015). Smadzenu bojajumi var laika gaita mainities un attistities
(Baertling et al., 2016).

Gengétiski L1 sindroms ir 1pasi heterogéna mitohondriala slimiba. Lidz §im patogéni

varianti L1 sindroma pacientiem ir identificéti vairak neka 75 g€nos - gan kodola, gan
mitohondriju genoma (1.4. att€ls). Vairums $o génu kodé kadu no OXPHOS sistémas
kompleksu subvienibam vai proteinus, kas nepieciesami, lai nodroSinatu subvienibu agregaciju,
aktivitati un stabilitati (Lake et al., 2016). Izmainas $ajos génos rezultéjas viena vai vairaku
OXPHOS sistemas enzimu deficita vai samazina to aktivitati. Izjaukts piruvata metabolisms un
koenzima Q deficits arT ir saistiti ar L1 sindromu (Schubert & Vilarinho, 2020).
L1 sindroma iedzimSana ir atkariga no genoma, kurd notikusi mutacija. Tas tiek iedzimts
autosomali recesivi, ja izmaina bijusi nDNS, bet mantots pa mates liniju, ja—mtDNS. Lielakajai
dalai pacientu L1 sindroms ir patogé€nu izmainu nDNS d&l, tacu aptuveni 25% pacientu ta
c€lonis ir mutacija mtDNS (Ruhoy & Saneto, 2014).

Visbiezak L1 sindromu izraisa CIV jeb citohroma c oksidazes (COX) darbibas
trauc&jumi (Gerards et al., 2016). Lidz pat 75% pacientu ar CIV deficitu ir patogenie varianti
kodola géna SURF1, kur$ kode COX agregacijas faktoru (assembly factor). Rezultata veidojas
parak iss, nefunkcionals SURF1 proteins un tiek samazinata CIV izveidosana (Wedatilake et
al., 2013).

Otrs biezakais L1 sindroma cg€lonis ir CI deficits, sastopams aptuveni no 35% Iidz 50%
pacientu. Patogéni varianti ir atrasti CI subvienibu kod€josos mtDNS génos MT-ND1, MT-
ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND5 un MT-NDG6, un 13 nDNS génos, tai skaita seSos no
septiniem centralo subvienibu kodgjoSiem geéniem, un agregacijas faktoru kod&joSos génos
NDUFAF2, NDUFAF5, NDUFAF6 un FOXRED1 (Koene et al., 2012). Lielakoties patogéni
varianti $ajos génos izraisa CI aktivitates samazinaSanos, jo izveidotie CI ir nepietiekami
funkcionali vai nefunkcionali, neietekmégjot citu kompleksu aktivitati (Bakare et al., 2021).

CII deficits ir salidzinosi rets L1 sindroma c€lonis (Schubert & Vilarinho, 2020). Ar L1
sindromu tiek saistiti patogéni varianti divos kodola génos - SDHA, kas kodé CII subvienibu,

un SDHAFL1, kas kode CII agregacijas faktoru (Ohlenbusch et al., 2012).
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Biochemical Deficiency
Pyruvate dehydrogenase

Complex 1

Complex 11
Coenzyme Qg
Complex III
Complex IV

Genes

PDHAI,* PDHB, PDHX, DLAT, DLD, LIPTI, LIAS, TPK1, SLC19A3,
SLC25A19

MTNDIY MTND2® MTND3> MTND4> MTND5,® MTNDG,
NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4,
NDUFS7, NDUFS8, NDUFA1,> NDUFA2, NDUFA9, NDUFAI0,
NDUFAI12, NDUFAF2, NDUFAFS, NDUFAF6, FOXRED1

SDHA, SDHAFI

PDSS2

UQCRQ, BCSIL, TTCI9

MTCO3> NDUFA4, SURFI, COX10, COXIS, SCO2, PETI100,

LRPPRC, TACOI, ETHEI
Complex V MTATP6®

Combined OXPHOS
defects—pathway affected

FBXL4, POLG, SUCLA2, SUCLGI

AmtDNA,C MTTL? MTTK® MTTLLP MTTV® MTTW® MTEMT;
GTPBP3, TRMU, EARS2, FARS2, IARS2, NARS2, GFMI, GFM2,
TSFM, CI2o0rf55, PNPT1

Mitochondrial DNA maintenance

Mitochondrial translation

Disease genes that cause
secondary impairment of
mitochondrial energy generation

OXPHOS = PDHc HIBCH, ECHS1, SERACI, AIFMT*
Biotinidase BTD

Excepr as indicated, all genes are associated with autosomal recessive inheritance. Supplementary Table contains additional informa-
tion on the role of each gene product.

*X-linked inheritance.

®Maternal inheritance.

“Sporadic inheritance.

OXPHOS = oxidative phosphorylation; PDHc = pyruvate dehydrogenase complex; AmtDNA = mtDNA deletion.

1.4. attels. Geni, kuros varianti izraisa L1 sindromu vai L1 lidzigo sindromu (Lake et al., 2016).
Figure 1.4. Genes in which variants cause Leigh syndrome or Leigh-like syndrome (Lake et al.,
2016).

Lai gan reti sastopams, ari CIII deficits ir aprakstits, ka L1 sindroma c€lonis. CIII
deficitu var izraisit patogeéni varianti divos nDNS génos, kuri kodé §1 kompleksa agregacijas
faktorus: BCS1L un TTC19. Rezultata neveidojas funkcionals CIII, jo nav funkcionali
atbilstosie agregacijas faktori (Ghezzi et al., 2011; Moran et al., 2010).

Patogéni varianti, kas izraisa L1 sindromu un rada CV jeb ATF sintazes darbibas
traucgjumus, atrodas mtDNS géna MT-ATP6, kas kodé ATF sintazes FO subvienibu (Ganetzky
et al., 2019). Izmainas Saja géna ir biezakais c€lonis pa mates ITniju mantotajam L1 sindromam
un sastopamas aptuveni 5-10% pacientu (Ruhoy & Saneto, 2014).

L1 sindroma pacientiem ir konstatéti arT patogéni varianti génos, kas atbild par mtDNS
replikaciju vai translaciju. Sadi varianti var izraisit mtDNS depléciju vai traucét translacijas
procesu, kas rezultata var radit kombinétu OXPHOS sistémas deficitu (Lake et al., 2016).

Galvenokart ar mtDNS depléciju saistita L1 sindroma c€loni ir patogéni varianti génos SUCLA2
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vai SUCLGL, kuri kodé subvienibas sukcinil-koenzima A (sukcinil-CoA) sintazei, kas Krebsa
cikla sukcinil-CoA parveido par sukcinatu. Samazinata sukcinil-CoA sintazes aktivitate trauce
tai mijiedarboties ar nukleozidu difosfatu kinazi, kas regulé nukleotidu pieejamibu

mitohondrijos, tadéjadi veicinot mtDNS depléciju (Elpeleg et al., 2005).

1.6. Mitohondriju atgriezeniska regulacija

Lielaka dala mitohondrijiem nepiecieSamo proteinu ir kodéti kodola genoma un
importéti mitohondrijos, tapec mitohondriju funkcija ir tieSi atkariga no kodola génu
transkripcijas. Tadel Stna nepartraukti norisinds mitohondriju un kodola komunikacija.
Komunikaciju virziena no kodola un mitohondrijiem déve par tieSo jeb anterogrado regulaciju.
Savukart, komunikaciju virziena no mitohondrijiem uz kodolu sauc par atgriezenisko jeb
retrogrado regulaciju (English et al., 2020).

TieSo signalu parvadiSana ir nepiecieSama, lai atbilsto§i regulétu mitohondriju
bioenergetiku un uzturétu funkcionalu mitohondriju populaciju (Quir6s et al., 2016). Sie
molekularie signalceli spgj pielagot mitohondriju skaitu, aktivitati un morfologiju un ir iesaistiti
tados procesos ka mitohondriju biogenéze, sapliiSana un daliSanas, kustigums un mitofagija
(Soledad et al., 2019). Atgriezenisko signalu apmaina ir nozimiga homeostazes uzturéSanai,
atspogulojot mitohondriju aktivitati un Siinas metabolisko statusu. Stress §ina var izmainit
atgriezeniskos signalos, ka rezultata var biit novérojama $tinas adaptacija vai nave (Jazwinski,
2013). Pirmo reizi mitohondriju atgriezeniska regulacija tika aprakstita raugos 1987.gada
(Parikh et al., 1987).

Vieni no signalceliem, ar kuriem ziditaju S$tinas tiek saistita atgriezeniska regulacija ir
mTOR (mammalian target of rapamycin) un AMPK (AMP-activated protein kinase) (English
et al., 2020). Energétiska stresa apstaklos atgriezeniska regulacija tiek veikts inhib&ot mTOR
aktivitati (Lerner et al., 2013). AMPK signalcelu var aktivét palielinata adenozinmonofosfata
(AMF)/ATF attieciba, kas veicina transkripcijas ko-aktivatora PGC-1a (proliferator-activated
receptor gamma co-activator 1 «) aktivaciju. Ir zinams, ka PGC-la stimulé mitohondriju
biogenézi un $tinas metabolismu (Cagin & Enriquez, 2015). Citi stresa c€loni $ina ari var
izraisit AMPK signalcela aktivaciju, pieméram, hipoksija, oksidativais stress, glikozes trikums,
Krebsa cikla, ETC vai ATF sintazes inhibitori (Kahn et al., 2005).

Izmainita NAD*/NADH attieciba mitohondrijos var ietekmét sirtuinu (SIRT) aktivitati
un regulét atgriezenisko atbildi. SIRT ir NAD-atkarigas histonu/proteinu deacetilazes.
Pieméram, SIRT3 var saistities pie kodola proteina Ku70, kas piesaista pro-apoptotisko

proteinu BAX, pasargajot $§tinu no stresa izraisitas apoptozes (Soledad et al., 2019).
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Dazadi stresori, kas skar mtDNS vai tieSi ieteckme ETC vai OXPHOS sistemu, var
inducét kalcija jonu (Ca?*) atkarigo atgriezenisko regulaciju. Sadu stresoru ietekmé tiek
samazinats mitohondriju membranas potencials, kas var traucét Ca?* uznemsanu mitohondrijos
un potenciali atbrivot Ca®* citoplazma, ja to koncentracija matriksa ir augsta (Soledad et al.,
2019). Palielinata Ca> koncentracija citoplazma var aktivét gan Ca» reguléto kinazi CaMKIV
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1V), kas savukart var aktivét CREB (CAMP-
response element binding protein), gan MAP (mitogen-activated protein) kinazes ERK1 un
ERK?2 (extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2) (Cagin & Enriquez, 2015).

Vairaki transkripcijas faktori arl ir iesaistiti atgriezeniskas atbildes veidoSana.
Transkripcijas faktors FOXO (Forehead box O) nodroSina mitohondrialo antioksidantu
enzimu transkripciju un palidz inducét mitofagiju, lai atbrivotos no bojatiem mitohondrijiem
(Kim & Koh, 2017). STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) regulé kodola
geénu ekspresiju, ka arT darbojas, ka mitohondriju disfunkcijas sensors, jo tas tiek paklauts ROS
oksidativajai iedarbibai (Meier & Larner, 2014). Paaugstinats ROS daudzums spg&j aktivét
transkripcijas faktorus NF-xB (nuclear factor kappa B) un NFE2L2 (nuclear factor erythroid
2-like 2). NF-«B aktivacija veicina $tinu proliferaciju un izdzivosanu, NFE2L2aktivacija sekmé
antioksidantu génu ekspresiju citosola un mitohondrijos (English et al., 2020; Nguyen et al.,
2009). Faktori NRF1 (nuclear respiratory factor 1), ERRa (estrogen-related receptor), CREB
un YY1 (Yin Yang 1) sp&j regulét nDNS génu ekspresiju un netiesi ari mtDNS kod&tos génus,
ta rezultata regul&jot mitohondriju darbibu un oksidativo kapacitati (Cagin & Enriquez, 2015).

Mitohondrijos uzkrajoties nepareizas konformacijas proteiniem var tikt aktivéta mtUPR
(mitochondrial unfolded protein response), kas ir atgriezeniskas mitohondriju-kodola
komunikacijas veids. mtUPR atbild par mitohondriala proteoma kvalitates kontroli, ka art spgj
veicinat peptidu izdaliSanos no mitohondrijiem, kas var ietekmét kodola génu transkripciju
(Qureshi et al., 2017).

Mitohondrialo slimibu gadijuma atgriezenisko regulaciju var aktivét dazadi faktori,
OXPHOS sistémas disfunkcija un no tas izrietosas izmainas mitohondriju fiziologija, netipiska
mitohondriju dinamika, samazinats mitohondriju membranas potencials, mitofagija u.c.
(Granat et al., 2020). Variants m.8344A>G géna MT-TK, kas kodg tRNSYS, izraisa mioklonisko
encefalomiopatiju ar laktacidozi un insultam lidzigam epizodem (MERRF). ST varianta dél
neveidojas funkcionals proteins un ir traucéta mitohondriju elposana. MERRF
transmitohondrialo citoplazmatisko hibridu (cibridu) Stinu modelos, kas saturéja m.8344A>G,
mitohondriju elposanas deficits inducgja CaMKIV aktivésanu, kas sekojot proteinu
fosforilacijai aktive CREB (Arnould et al., 2002).
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Variants m.11778G>A géna MT-ND4 ir biezakais Lebera hereditaras optiskas
neiropatijas célonis (LHON). Giordano et al ir aprakstijis, ka slimibas neskartiem varianta
m.11778G>A nesgjiem ir augstaks mtDNS kopiju skaits un palielinata transkripcijas faktoru
TFAM, NRF1 un PPRC1 (PPARG Related Coactivator 1) ekspresija salidzinajuma pret
pacientiem ar LHON (Giordano et al., 2014). PPRC1 ir faktoru NRF1 un TFAM upstream
transkripcijas ko-aktivators, kuri ir nozimigi mitohondriju biogenézes regulatori. Efektivaka
mitohondriju biogenéze varétu biit izskaidrojums nepilnigai LHON penetrancei (Chen et al.,
2015).

Picard et al. aprakstija, ka punktveida mutacijas mtDNS $tnas var izraisit atSkirigu
biokimisko un transkripcionalo efektu. Vinu rezultati paradija, ka dazadi varianta m.3243A>G
heteroplazmijas Iimeni veido krasi atskirigus NDNS un mtDNS génu ekspresijas profilus, ka
célonis ir izmainas signalu parvades mehanismos un epigenétiskaja regulacija. Individi, kuriem
m.3243A>G heteroplazmijas Itmenis ir 10-30%, kliniskais fenotips var izpausties ka diabéts
vai reizé€m ka autisma spektra pazimes, 50-90% heteroplazmijas limenis parasti izpauzas ka
encefalomiopatijas, bet heteroplazmijas Iimenis virs 90% var izraisit L1 sindromu vai prenatalo
navi (Picard et al., 2014).

Tomér lidz Sim rezultati publicétajos pétijumos atSkiras. Daudzi mitohondriju
atgriezeniskas regulacijas celi ziditaju $iinas nav pilnigi izprasti un aprakstiti. Noveroto génu
ekspresijas profilu ievérojami ietekmé vairaki faktori, pieméram, kada ir mitohondriju
disfunkcija, mtDNS heteroplazmijas limenis, slimibas skarto audu tips (Horan & Cooper,
2014).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Kimiskie reagenti

Darba izmantotie kimiskie reagenti un reagentu komplekti apkopoti 2.1. tabula.

2.1. tabula
Kimiskie reagenti.
Table 2.1.
Chemical reagents.

Reagents

Razotajs, valsts

GlutaMAX DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) barotne

Thermo Fisher Scientific, ASV

Anti-Anti antibiotikas (Antibiotic-Antimycotic 100x)

Invitrogen, ASV

FBS (Foetal bovine serum)

Sigma Aldrich, Sveice

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Sigma Aldrich, Sveice

Tripsins

Sigma Aldrich, Sveice

Etidija bromids

Sigma Aldrich, Sveice

96% etanols

SIA “Jaunpagasts Plus”

MagMax Multi-Sample DNA kit DNS izdalisanas
reagentu komplekts

Thermo Fisher Scientific, ASV

10x Pfu buferis ar MgSO4

Thermo Fisher Scientific, ASV

Pfu DNA polymerase polimeraze

Promega, ASV

10 mM dNTP maisijums

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Oligonukleotidi

Metabion, Vacija

Trihidroksiaminometans (TRIS)

Amresco, ASV

Etilendiamintetraetikskabe (EDTA)

Thermo Fisher Scientific, ASV

Agaroze

Sigma, ASV

1kb DNA Ladder garuma markieris

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

6x Blue DNA Loading Dye krasviela

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Buffer Exo | 10x eksonukleazes I buferis

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

FastAP termojutiga sarmaina fosfataze

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Exo | eksonukleaze 1

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

5x sekvenésanas buferis

Applied Biosystems, ASV

Big Dye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix

Applied Biosystems, ASV

Natrija acetats

Sigma Aldrich, Sveice

HI - DI™ formamids

Applied Biosystems, ASV

RNeasy Mini Kit RNS izdaliSanas reagentu komplekts

QIAGEN Science, ASV

RNase-Free DNase Set reagentu komplekts

QIAGEN Science, ASV

Low Input RiboMinus Eukaryote System v2 reagentu
komplekts

Thermo Fisher Scientific, ASV

lon Total RNA-Seq Kit v2 reagentu komplekts

Thermo Fisher Scientific, ASV
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2.1. tabulas turpinajums
Kimiskie reagenti.
Continuation of the table 2.1.
Chemical reagents.

Agilent RNA 6000 reagentu komplekts

Agilent Technologies, ASV

Qubit™ RNA assay kit RNS kvantifikacijas komplekts

Thermo Fisher Scientific, ASV

Qubit™ DNA assay kit DNS kvantifikacijas komplekts

Thermo Fisher Scientific, ASV

DireCtQuant 100ST DNS/RNS/proteinu $kidinasanas
reagents

DireCtQuant, Spanija

5x RT buferis

Thermo Fisher Scientific, ASV

Maxima H Minus reversa transkriptaze

Thermo Fisher Scientific, ASV

Ribolock RNazes inhibitors

Thermo Fisher Scientific, ASV

QX200 ddPCR EvaGreen Supermix Biorad, ASV

Hindlll restrikcijas enzims Thermo Fisher Scientific, ASV
ddPCRTM Buffer Control for EvaGreen buferis Bio-Rad, ASV

ddPCR Droplet Generation Oil for EvaGreen Bio-Rad, ASV

2.1.2. Oligonukleotidi

mtDNS fragmentu amplificéSanai ar polimerazes kédes reakciju (PCR) tika izmantoti

oligonukleotidi jeb praimeri (tieSie (for), reversie (rev)), kas ir specifiski tiesi mtDNS un

nesaistas pie nDNS. Darba izmantotie mtDNS specifiskie praimeri apkopoti 2.2.tabula.

2.2. tabula
mtDNS amplifikacijai izmantotie PCR praimeri.
Table 2.2.
PCR primers used for mtDNA amplification.
Fragmenta
Variants frrgéazlr?ts Praimeris Nukleotidu seciba 5'-3' garums,
bp
PCR 8910 for ? CTTACCACAAGGCACACCTACA 1738
m.9185 10648 rev® | GGCACAATATTGGCTAAGAGGG
>C 8942 for | CCATACTAGTTATTATCGAAACC
Sekv.PCR | g411rev | CTTGGTATGTGCTTTCTCGTG 200-500
PCR 11977 for® | CTCCCTCTACATATTTACCACAAC 1853
m.13513 13830 rev? | AAGTCCTAGGAAAGTGACAGCGA
G>A 13261 for | CAACTAGGACTCATAATAGTTAC
Sekv.PCR | 138051ev | GCTGTGAGTTTTAGGTAGAGG | 200-500

& _ praimeri no Torroni et al., 2001

b _ praimeri no Ramos et al., 2009
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Praimeri, kas tika speciali izveidoti priek$ Selfie-digital PCR, ir apkopoti 2.3.tabula.

Praimeri tika izveidoti izmantojot Primer-BLAST, lai optimala praimeru piesaistiSanas

temperatira biitu 60°C un maksimalais amplikona garums biitu 110 bazes. Tika izvéleti

praimeri, ka amplificé eksona sekvences viena eksona ictvaros (Podlesniy & Trullas, 2017).

2.3. tabula
Selfie-digital PCR izmantotie praimeri.
Table 2.3.
Primers used for Selfie-digital PCR.
Amplikona .
Praimera
Gens garums o Nukleotidu seciba 5'-3'
virziens
(bp)
DYDC2 61 for GCTTTGGAAATTGCCTGGCCC
rev GGGTCACTGGGCCGAACCTT
TCEA3 9 for AGGAAGAAGAAAGAGGAAGCGCTGA
rev ACCATCCCACTCAGACAGAGTTCA
GRID1 01 for CTCTCGGCCCTGGAGATGGG
rev AGGTGCTGACCGAGAGCTGG
for TGGGGGAGATTGTGCGGCAG
HKDC1 100 rev TCGAAGATGCCCCTGGTCCG
SEL1L3 87 for GCTGTTCTGGGGGCAGCAAG
rev GGATCCTCCGTCTCCAGGGC
DHRS?2 85 for GGGCTGGTTTCATCCCTGTGC
rev TACCCGGTTAGCCAGGACGC
FABP3 74 for CCTTGCACGCCTGCTCTCTT
rev GTGCCCAGGAAAGCGTCCAC
RYR3 65 for CGACCAGGTGGACCCCTTCC
rev AAGAAGAGGCCCAGCCCACC
GRM?2 82 for GGCCATGGGATCGCTGCTTG
rev CAGCACCTTCTTGGCTGGGC
for TGGTCCTTCCTGGTGGCGTT
DPYSL4 74 rev GTCGTCAGCCGGTGTCATGC
ABCGL 80 for ATGACGGAGCCCAAGTCGGT
rev AGCAGGTCCGTCTCAGTGGC
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2.1.3. Materiali

Darba izmantotie materiali apkopoti 2.4.tabula.

2.4. tabula
Materiali.
Table 2.4,
Materials.
Materials Raksturojums Razotajs, valsts
Automatiskas pipetes 0,2-2ul Gilson, Francija
1-10pl
20 pl
100 pl
200 pl
1000 pl
Automatiska 8 kanalu pipete 1-20ul Thermo Fisher Scientific,
Somija
E4 Multi Pipette E8-200XLS+ 20 — 200 pl Mettler, ASV
automatiska 8 kanalu pipete
Pipesu uzgali ar filtru TR LTS 200 pl Mettler, ASV
Pipesu uzgali ar filtru 10 pl SARSTEDT, Vacija
20 pl
100 pl
200 pl
1000 pl
Cimdi Nitrila Med Comfort, Vacija
Stobrini (safe lock) 1,5ml,2ml SARSTEDT, Vacija
PCR stobrini 0,2ml DELTALAB, Spanija
8 PCR stobrinu virknes Thermo - Strip | 0,2 mi Thermo Fisher Scientific,
Lielbritanija
Serologiskas pipetes 2ml, 5ml, 10 ml SARSTEDT, Vacija

TC Flask T25 kultivéSanas flaski

Cell+, vented cap

SARSTEDT, Vacija

TC Flask T75 kultivéSanas flaski

Cell+, vented cap

SARSTEDT, Vacija

TC Plate 24 well kultivésanas plate

Cell+

SARSTEDT, Vacija

TC Plate 6 well kultivésanas plate Cell+ SARSTEDT, Vacija

Apala stinu kultivésana plate Cell+, 100x20 mm | SARSTEDT, Vacija
Stobrini 15 ml, 50 ml SARSTEDT, Vacija

DGS kartridzu turétajs QX200™ Bio-Rad, ASV

DG8™ kartridzi QX200/QX100 Bio-Rad, ASV

DG8 ™ gumijas blives QX200/QX100 Bio-Rad, ASV

ddPCR plates 96 bedrisu Bio-Rad, ASV

Heat Seal caurdurama folija platém QX200/QX100 Bio-Rad, ASV

lon PI™ Chip Ion Proton™ Thermo Fisher Scientific,

System ASV

Agilent RNA 6000 Chip

High Sensitivity

Agilent Technologies, ASV
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2.1.4. Aparatira

Darba izmantota aparatiira apkopota 2.5.tabula.

2.5. tabula
Aparatiira.
Table 2.5.
Equipment.

Aparatira

Razotajs, valsts

Laminars Biowizard

KOIJAIR, Vacija

Gaismas mikroskops Leica DM IL

Leica, Vacija

Saldétava (-80°C)

SANYO Electric Co., Japana

Centrifuga Centrifuge 5804

Eppendorf, Vacija

Centrifuga Centrifuge 5415 D

Eppendorf, Vacija

Maisitajs Vortex — Genie 2

Scientific Industries, ASV

Mikrovilnu krasns NT-261M

NOVA, ASV

Horizontala elektroforézes iekarta GelHaus GH-
200

General Biosystem, Koreja

Baro$anas bloks Electroforesis Power Supply EPS
500/400

Pharmacia, Zviedrija

UV transluminators UVT-20 M/W

HeroLab, Vacija

Fotografésanas aparatiira

GE HealthCare Lifesciences, Japana

Sausais termostats Thermo-Block TDB-120

Biosan, Latvija

Elektriskie svari KERN 440 — 35N

Kern & Sohn GmbH, Vacija

Programmé&jams termostats PCR

System9700

GeneAmp®

Applied Biosystems, ASV

Spektrofotometrs Nanodrop® ND-1000

NanoDrop Technologies, ASV

Kapilara elektroforézes iekarta ABI PRISM 3130 xI
Genetic Analyzer

Applied Biosystems, ASV

2100 Bioanalyzer Instrument

Agilent Technologies, ASV

Qubit 2.0 fluorimetrs

Invitrogen, ASV

lon Proton™ System sekvenéSanas iekarta

Thermo Fisher Scientific, ASV

OX200™ Droplet Generator iekarta

Biorad, ASV

Termoplasu laminétajs ALPS 25

Thermo Fisher Scientific, Lielbritanija

Programmgjams termostats T100™ Thermal
Cycler

Bio-Rad, ASV

QX200™ Droplet Reader ickarta

Bio-Rad, ASV

2.1.5. Siinu linijas

Darba izstradé tika izmantotas jau

ieprieks

izveidotas transmitohondrialo

citoplazmatisko hibridu (cibridu) §tinu linijas. Cibridu izveidei tika izmantotas no cilvéka kaulu

osteosarkomas 143B iegiitas p0 $linas un trombociti no diviem pacientiem ar L1 sindromu un

veselam kontrolém, ka aprakstits iepriek§ (Chomyn, 1996; Lin et al., 2012). Pacientu cibridu

Stnu Imnijas ir apkopotas 2.6.tabula.
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2.6. tabula
Pacientu cibridu $tinu linijas.

Table 2.6.
Patient cybrid cell lines.
Pacients Variants Géns Heteroplazmijas limenis
A m.9185 T>C MT-ND5 100% mut.
wild type (m.13513A)
B m.13513 A>G MT-ATP6 50% m.13513A>G
70% m.13513A>G

Pacienta A cibridu $tnu linijai (m.9185 T>C) ieprieks nebija izdevies izveidot wild type
Sinu populaciju, ar kuru salidzinat mutantas cibridu $tnu linijas transkriptomu. Tapéc
turpmakiem eksperimentiem tika izmantotas kontroles cibridu S$iinu linijas ar Eiropai
raksturigajam haplogrupam: USb, T2b, V1a un U. Pacienta A haplogupa ir U4, bet pacienta B
—H3.

2.2. Metodes

2.2.1. Siinu kultiveé$ana

Cibridu $tnas tika kultivétas GlutaMAX DMEM barotng, kurai pievienots 10% FBS un
Antibiotic — antimycotic 100x antibiotiku maisTjums. Vidé tika uzturéta 37 °C temperatiira un
5% CO2 koncentracija. Stinam sasniedzot ~70 — 80% konfluenci, dala tika parnesta jauna
kultivésanas flaska. PasaZzu mainai tika izmantots 1x tripsins (Skaidits ar PBS attieciba 1:9).

Barotne tika atjaunota reizi divas dienas.

2.2.2. DNS izdaliSana no Stinu kultiram

No pacientu Stinu linijam, aptuveni 1 ml Stinu suspensijas tika ievakts priek§ DNS
izdali$anas. Stinas tika ievaktas divas reizes - pirmo reizi paris dienas péc atkausg$anas, otro
reizi péc ilgaka kultivéSanas perioda. Genomiska DNS no cibridu S$iinam tika izdalita,
izmantojot komercialu DNS izdaliSanas komplektu MagMax Multi-Sample DNA kit, vadoties
péc razotaja noradijumiem (adsorbcijas metode ar magnétiskajam loditém). DNS koncentracija

tika noteikta izmantojot spektrofotometru Nanodrop® ND-1000.
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2.2.3. Sangera sekvenéSana

Pirma PCR ar ar§jiem praimeriem tika veikta, lai amplificétu konkrétus mtDNS
fragmentus, kas satur attiecigos L1 sindroma variantus — m.9185T>C un m.13513G>A (skatit
2.2.tabulu). Kopgjais reakcijas tilpums ir 50 pl, kura sastava ir:

5 ul 10x Pfu buferis ar MgSQO.;

1 ul 10 mM dNTP maistjums;

DNS (50 ng/ul);

0,4 ul Pfu polimeraze (2,5 U/ul);

2 ul praimeru maisijums (for + rev) (10 pM);

l1dz 50 pl H20.

Reakcijas apstakli ir noraditi 2.7.tabula:

2.7. tabula.
PCR apstakli.
Table 2.7.
PCR conditions.
Sakuma 35 cikli Beigu
denaturacija | Denaturacija | Hibridizacija Sintéze sintéze
Temperatiira 95 °C 95 °C 62 °C 72 °C 72 °C
Laiks (sek.) 60 30 30 180 420

PCR produkti tika vizualizéti, veicot 1% agarozes gela elektroforézi. Péc tam PCR
produkti tika attiriti no neizmantotajiem mononukleotidiem un praimeriem, tos apstradajot ar
fermentiem FastAP un Exo |. Kopgjais reakcijas tilpums ir 20 pl, kura sastava ir:

10 pul PCR produkta;

2 ul 10x Buffer Exo I;

0,5 ul Exo I (20 U/pl);

1 pl FastAP (1 U/ul);

6,5 ul H20.

Reakcijas maisijumu tika ievietotS programméjama termostatd, kura tas tika inkub@ts 15
minites 37°C temperatiira un péc tam 15 miniites 80°C temperatiira, lai inaktivétu enzimus.

Sekvenésanas PCR ar ieks€jiem praimeriem (skatit 2.3.tabulu) kopgjais reakcijas
tilpums ir 10 pl, kura sastava ir:

1 pl 5x sekvenéSanas buferis;

0,5 ul Big Dye;

2 pl attirits PCR produkta;

2 ul praimeris (5uM);
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4,5 pl H20.

Sekvenésanas PCR apstakli ir noraditi 2.8. tabula.

2.8. tabula.
Sekvengésanas PCR apstakli.
Table 2.8.
Sequencing PCR conditions.
25 cikli
Denaturacija Hibridizacija Sinteze
Temperatiira 96 °C 56 °C 60 °C
Laiks (sek.) 10 5 240

Sekvencesanas PCR produktu attiriSanai tika izmantota izgulsnéSanas metode ar etanolu
un natrija acetatu. P&c attirisanas PCR produktiem tika pievienoti 10 pl formamida un tie tika
karseti 95°C temperatiira 5 miniites. SekvencéSana tika veikta izmantojot kapilara gela

elektroforézi genétiskaja analizatora ABI PRISM 3130 xI Genetic Analyzer.

2.2.4. RNS izdaliSana no Stinu kultiiram

Stinas tika savaktas, kad $tnu konfluence sasniedza ~80-90%. Stinas tika skalotas ar 8-10 ml
PBS. Tika pievienoti 2 ml 1x tripsina un tas tika inkubgtas 2-3 min 37 °C. Siinas tika savaktas
un saskaititas. RNS izdalianai tika ievaktas 1x10° §tnas. RNS no $anam tika izdalita

izmantojot reagentu komplektu RNeasy Mini Kit:

1. Stinam tika pievienoti 350 pl RLT bufera, lai tas liz&tu.

2. Stinu lizatam tika pievienoti 350 ul 70% etanola, suspensiju sajaucot kartigi pipetgjot.

3. 700 ul lizata tika parnesti uz RNeasy Mini spin kolonnu, kas ievietota 2 ml stobrina. Kolonna
tika centrifugéta 1 min 8000 x g.

4. Lai skalotu kolonnu, tai tika pievienoti 350 ul RW1 bufera. Kolonna tika centrifugéta 1 min
8000 x g.

5. Katram paraugam tika sagatavots 10 ul DNazes un 70 ul RDD bufera §kidums, ko uzmanigi
sajauc pipetgjot un iepilda kolonna. Kolonnu inkubg istabas temperatira 15 min. Sis solis
tika atkartots velreiz.

6. Katrai kolonnai tika pievienoti 500 pul RPE bufera. Kolonna tika centrifugéta 1 min 8000 x
0. Sis solis tika atkartots vélreiz, centrifuggjot kolonnu 2 min.

7. Kolonna tika ievietota 2 ml stobrina un centifugéta 4 min pie maksimaliem apgriezieniem,

lai zavetu kolonnas membranu.
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8. Kolonna tika ievietota 1,5 ml stobrina (non-stick). Uz kolonnas membranas centra tika
pievienoti 30 pl RNazes briva fidens. Kolonna tika centrifugéta 1 min pie maksimaliem
apgriezieniem, lai eluétu RNS.

9. CaurpluduSais Skidums tika velreiz pievienots kolonnas membranai un kolonna tika
centrifugéta 1 min pie maksimaliem apgriezieniem, lai eluétu RNS.

10. Eluéta RNS tika parnesta jauna stobrina (non-stick) un uzglabata -70 °C.

RNS koncentracija tika mérita izmantojot Qubit™ RNA High Sensitivity (HS) assay kit.
Izdalitas RNS integritate tika parbaudita, nosakot RNS integritates skaitli (RIN, RNA integrity
number) izmantojot Agilent 2100 Bioanalyzer sistému. RIN jabut p&c iesp&jas tuvak skaitlim
10.

2.2.5. Transkriptoma bibliotéku sagatavo$ana un nakamas paaudzes sekvenéSana

Ribosomalas RNS deplécija tika veikta izmantojot reagentu komplektu Low Input
RiboMinus Eukaryote System v2, vadoties péc razotaja noradijumiem un apstradajot 500
nanogramus (ng) totalas RNS no katra parauga. Transkriptoma bibliotéku sagatavoSana tika

veikta izmantojot reagentu komplektu lon Total RNA-Seq Kit v2.

2.2.5.1.RNS fragmente$ana

RNS fragmentéSana ar RNazi I1I:
1. 0,2 ml PCR stobrinos tika sagatavots reakcijas maisijums, kura sastava ir :
8-10 pl RNS parauga (500 ng) un H.O;
1 pl 10x RNase Il Reaction Buffer;
1 pl RNase IlI;
2. Reakcijas maistjums tika inkub&ts 10 min 37 °C.

3. Uzreiz péc inkubacijas tika pievienoti 20 ul H.O, paraugam esot uz ledus.

Fragmentetas RNS attiriSana:

1. Stobrinos tika pievienoti un sajaukti 5 pl nukleinskabes saistosas lodites Nucleic Acid
Binding Beads un 90 ul $kiduma Binding Solution Concentrate.
2. 30 pl fragmentetas RNS tika pievienoti magnétiskajam loditém. P&c tam tika pievienoti 100

ul 100% etanola un inkubg@ti 5 min istabas temperatiira.
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. Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa. Atbrivojas no supernatanta.

. Loditém tika pievienoti 150 ul mazgasanas skiduma Wash Solution Concentrate un tas tika
inkubé&tas 30 s. Atbrivojas no supernatanta un atlauj loditém nozat 1-2 min.

. Lai eluétu RNS no loditém, tam tika pievienoti 12 ul 37 °C silts H.O un tas tika inkubétas 1
min istabas temperatiira.

. Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa uz 1 min un eluétd RNS tika parnesta jauna

stobrina.

Fragmentetas RNS novertésana:

. RNS koncentracija tika noteikta, izmantojot Qubit™ RNA assay kit reagentu komplektu un
Qubit 2.0 fluorometru.

. RNS fragmentu (paraugu atskaidot ar H.O 1:10) garums tika noteikts, izmantojot Agilent
RNA 6000 reagentu komplektu un Agilent 2100 Bioanalyzer sistému.

2.2.5.2. Transkriptoma bibliotéku sagatavoSana

RNS hibridizé$ana un ligéSana:

. 0,2 ml PCR stobrinos uz ledus tika sagatavots hibridizacijas maisijums, kura sastava ir:

2 ul lon Adaptor Mix v2;

3 ul Hybridization Solution;

3 pl fragmentétas RNS.

. Hibridizacijas reakcija tika veikta programmé&jama termostata, iestatot reakcijas apstaklus:
65 °C 10 min, 30 °C 5 min.

. 0,2 ml PCR stobrinos uz ledus tika sagatavots RNS ligéSanass maistjums, kura sastava ir:

8 ul hibridizacijas reakcijas produkta;

10 ul 2X Ligation Buffer;

2 ul Ligation Enzyme Mix.

. LigeS8anas reakcija tika veikta programmgjama termostata, iestatot reakcijas apstaklus: 30 °C

30 min.

Komplementaras DNS (cDNS) sintéze ar reversas transkripcijas reakciju:

. 0,2 ml PCR stobrinos uz ledus tika sagatavots RT reakcijas maisijums, kura sastava ir:

4 ul 10X RT Buffer;
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10 pl 2,5 mM dNTP maisijums;
2 ul lon RT Primer v2;
8 ul H20.
2. 16 ul RT reakcijas maisijumam tika pievienoti 20 ul ligacijas reakcijas produkta un inkubéti
70 °C 10 min.
3. Ieprieks sagatavotajam maisijumam tika pievienoti 4 pul 10X SuperScript 111 Enzyme Mix, un

RT reakcija tika veikta, inkubgjot paraugus 42 °C 30 min.

¢DNS attiriSana:

Stobrinos tika pievienoti un sajaukti 5 pl nukleinskabes saistoSas lodites Nucleic Acid
Binding Beads un 120 pl skiduma Binding Solution Concentrate.

40 ul RT reakcijas produkta tika pievienoti 60 pl H2O un sajaukti ar magnétiskajam loditém.
P&c tam pievieno 100 pl 100% etanola un inkub€ 5 min istabas temperatiira.

Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa. Atbrivojas no supernatanta.

Loditem tika pievienoti 150 pl Wash Solution Concentrate un tas tika inkubg&tas 30
S. Atbrivojas no supernatanta un atlauj loditém nozat 1-2 min.

Lai eluétu RNS no loditém, tam tika pievienoti 12 pl 37 °C silts H20 un tas tika inkubgtas 1
min istabas temperatiira.

Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa uz 1 min un eluéta RNS tika parnesta jauna

stobrina.

cDNS amplifikacija:

1. 0,2 ml PCR stobrinos tika sagatavots PCR maisijums, kura sastava ir:
45 pl reakcijas maisijums Platinum PCR SuperMix High Fidelity;

1 ul 3°-indeksa praimera lon Xpress™ RNA 3' Barcode Primer (izvéloties no indeksiem

BC01-BC16);
6 ul cDNS.
2. Stobrinus ievieto programmé&jama termostata. PCR apstakli ir noraditi 2.9. Tabula.
2.9. tabula.
PCR apstakli.
Table 2.9.
PCR conditions.
2 cikli 14 cikli
Temperatira | 94°C | 94°C | 50°C | 68°C | 94°C 62°C 68 °C | 68 °C
Laiks (min) 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 5
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Amplificétas cDNS attiriSana:

1. Stobrinos tika pievienoti un sajaukti 5 pl nukleinskabes saistosas lodites Nucleic Acid
Binding Beads un 180 pl skiduma Binding Solution Concentrate.

2. 53 pl cDNS amplifikacijas produkta tika pievienoti pie magnétiskajam loditem. P&c tam
pievieno 100 pl 100% etanola un inkub€ 5 min istabas temperatiira.

3. Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa. Atbrivojas no supernatanta.

4. Loditém tika pievienoti 130 ul mazgasanas Skiduma Wash Solution Concentrate un tas tika
inkub&tas 30 s. Atbrivojas no supernatanta un atlauj loditém nozat 1-2 min.

5. Lai eluétu RNS no loditém, tam tika pievienoti 12 pl 37 °C silts H20 un tas tika inkubétas 1
min istabas temperatiira.

6. Stobrini tika ievietoti magnétiskaja stativa uz 1 min un eluéta cDNS tika parnesta jauna

stobrina.

Amplificeétas cDNS novértésana:

1. ¢cDNS koncentracija tika mérita, izmantojot Qubit™ dsDNA HS Assay Kit reagentu
komplektu un Qubit 2.0 fluorometru.
2. ¢cDNS (paraugu atskaidot ar H2O 1:10) garums tika noteikts, izmantojot Agilent DNA 1000

kit reagentu komplektu un Agilent 2100 Bioanalyzer sistému.

SekvencéSana tika veikta 1izmantojot lon Proton™ System sekvenc€Sanas iekartu un lon

PI™ Chip. Visi eksperimenti tika veikti divos biologiskajos atkartojumos.

2.2.6. Sinu lizata sagatavo$ana izmantojot DireCtQuant 100ST $kidinaSanas

reagentu

Cibridu $iinas tika iesétas 24 bedrisu plate, 1x10* $iinas bedritg, katra $tinu Iinija tris
atkartojumos. Stinas tika kultivétas 1idz sasniedza ~90% konfluenci bedrite. No katras Itnijas

Sunas tika ievaktas tris reizes.

1. Barotne tika pilniba aizvakta ar pipeti.

2. Katra bedrité tika pievienoti 372 pl DireCtQuant 100ST DNS/RNS/proteinu $kidinasanas
reagenta. Stinas tika suspendgtas, intensivi pipetgjot.

3. Siinu lizats tika pilniba savakts un parnests 1,5 ml stobrina.

4. Stinu lizats tika inkubgts 90°C 3 min un péc tam atdzeséts lidz istabas temperatiirai.
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2.2.7. c¢DNS sintéze

1. RNS/ DNS/ proteinu saturosais Stinu lizats kontroles tika atSkaidits divdesmit reizes, bet
intereses génu parbaudei tas tika atSkaidits divas reizes. Vienadi tilpumi atSkaidita Stnu
lizata un génam specifiska reversa praimera (2,5 pM) tika sajauti 0,2 ml PCR stobrina un
inkubéti 70 °C 5 min un atdzeséeti l1dz istabas temperatiirai.

2. Reversas transkripcijas reakcija tika veikta dublikatos — viens dublikats saturgja reverso
transkriptazi (RT+), otrs dublikats to nesaturéja (RT-). Reakcijas kopgjais tilpums ir 5 pl,
kura sastava ir:

1 pl 5x RT bufera;

0,5 ul dNTP;

0,125 ul Ribolock;

0,25 pl Maxima H Minus reversas transkriptazes (+) vai 5x RT bufera (-);

2 ul parauga-praimera maisijuma;

1,125 pl H.O.
Reversas transkripcijas apstakli ir noraditi 2.10. tabula.

2.10. tabula.
Reversas transkripcijas apstakli.
Table 2.10.
Reverse transcription conditions.

Temperatiira 55 °C 55 °C 60 °C 85 °C

Laiks (min) 10 10 10 5

2.2.8. Sefie-digital PCR

Selfie-digital PCR (Selfie-dPCR) metode balstas uz digitalas PCR (dPCR, digital PCR)
metodes principu. dPCR atlauj kvantificét absoliito RNS molekulu skaitu, kas tika transkrib&tas
no vinu pasu kodgjosa géna, izmérot ar dPCR amplificéto DNS daudzumu parauga, kas satur
neattiritas RN'S un DNS molekulas, pirms un p&c reversas transkripcijas. Vispirms interes€josa
gena absoliitais kopiju skaits parauga tiek noteikts pirms reversas transkripcijas, izmantojot
génam specifisku praimeru pari. P&c tam, izmantojot to pasu praimeru pari, taja pasa parauga
péc reversas transkripcijas tiek noteikts géna un ta transkriptu absoliitais kopiju skaits. P&c tam
matematiski tiek aprékinats transkribeto molekulu daudzums uz vienu hromosomala géna
kopiju. Par cik §1metode kvantific€ precizu kodg€josa géna transkripcijas produktivitates profilu,

to déve par Selfie-digital PCR (Podlesniy & Trullas, 2017).
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1. Reakcijas maisijumu sagatavo 0,2 ml astonu PCR stobrinu rinda. Reakcijas kopgjais tilpums
ir 25 pl, kura sastava ir:
12,5 pl 2x EvaGreen Supermix;
1 pl Hind 11 restriktazes;
1 ul tiesa praimera (2,5 uM);
5 ul reversas transkripcijas produkta;
5,5 ul H.O.

2. Maisijumu samaisa, centrifugé un parnes DGS8 kartridza vidéja rinda.

3. Kartridza rinda, kas paredzéta ellai, ienes 70 pl ddPCR Droplet Generation Oil for
EvaGreen. Kartridzam uzliek DG8 gumijas blivi un to ievieto QX200™ Droplet Generator
iekarta.

4. 40 pl izveidotas lodiSu emulsijas parnes 96 bedrisu plate. Plati aizver, piekausgjot tai foliju
un ievieto programmejama termostata.

Reakcijas apstakli noraditi 2.11.tabula.

2.11. tabula.
dPCR apstakli.
Table 2.11.
dPCR conditions.
40 cikli (2 /sek.)
Inicializacija Denaturdcija Hlbr'1d1_zac1ja/ Signalu stabilizacija
sintéze
Temperatira 95 95 60 4 90
Laiks (min) 5 0,5 1 5 5

Géna amplikoni katrai Stnu Iinijai tiek veikti divos tehniskajos atkartojumos.

Reprezentativs paraugu izkartojums 96 bedrisu plateé dPCR reakcijai ir redzams pielikuma (2.

pielikums).

Nukleinskabju kvantific€Sana:

P&c amplifikacijas ar dPCR plate tika ievietota QX200™ Droplet Reader iekarta. Taja

lodites tiek saskaititas, tas laizot cauri kapilaram gar fluorescences detektoru, lidzigi ka

plismas citometrija. Tiek noteikta signala amplitiida un lodiSu izmérs.
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2.2.9. Datu analize

Ar kapilaro elektroforézi iegiitie sekvencésanas dati tika analizeti, izmantojot genétisko
analizatoru ABI PRISM 3130 xI Genetic Analyzer, apstradati programma Lasergene SeqMan
Prov.7.1.0 (44.1) (DNASTAR, Inc.), salidzinati ar mtDNS references sekvenci rCRS (Revised
Cambridge Refernce Sequence) (http://mitomap.org/MITOMAP) un redigéti programma
Lasergene EditSeq Pro v.7.1.0 (44) (DNASTAR, Inc.).

RNS sekvencesanas datu bioinformatiska analize tika veikta Latvijas Biomedicinas
petijumu uz studiju centra Bioinformatikas nodala. SekvenceS$anas nolasijumu adapteri tika
nogriezti ar Cutadapt (Martin, 2011). Lai nolasijumus ieklautu turpmakaja analizg, to
minimalajam garumam bija jabiit 42 bp, un nolasijumi, kas sakrita ar rRNS, tika nonemti ar
Sortmerna programmatiiras palidzibu (Kopylova et al., 2012). Izmantojot programmatiru
STAR 2.7.1a (Dobin et al., 2012), sekvencésanas nolasijumi tika salidzinati ar cilvéka genoma
references sekvenci GRCh38.p12 un nolasijumu skaits tika aprékinats ar HTSEQ-count
(Anders et al., 2015). Nolasijumu skaits tika normaliz&ts un atSkirigi ekspresétic géni tika
noteikti izmantojot programmattru R ar paketi Bioconductor package DESeq2 (Love et al.,
2014). Korekcija tika veikta ar Benjamini-Hochberg procediiru un nozimigi ekspresétie géni
tika noteikti ar absoltto logFC>2 un FDR (false discovery rate) <0,05.

Selfie-dPCR paraugi tika analizgti, izmantojot QX200™ Droplet Reader un atbilstoSu
programmatiru QuantaSoft (Version 1.7.4, Bio-Rad). legutie dati tika apstradati, izmantojot
Microsoft Excel. RNS transkriptu skaits uz vienu géna kopiju tika aprékinats, izmerito
amplikonu skaitu reakcija bez reversas transkriptazes (RT-) atnemot no amplikonu skaita

reakcija ar reverso transkriptazi (RT+) un dalot ar (RT-).
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3. REZULTATI

3.1. Transkriptoma analize cibridu Siinu kulturas

Lai noskaidrotu divu L1 sindromam raksturigo mtDNS variantu, m.9185T>C un
m.13513G>A, ietekmi uz kodola génu ekspresiju, tika veikta transkriptoma profila analize
divu pacientu, A un B, transmitohondrialo cibridu §tinu linijam. Pacientu cibridu siinas RNS
izdaliSanai tika savaktas attiecigas pasazas (p): m.9185T>C 100% mut (p4, p5), m.13513G wt
(p6, p12), m.13513G>A 50% mut (p7, p12), m.13513G>A 70% mut (p7, p10). Kontroles
cibridu Siinas tika ievaktas p5, p3, p9 un p6.

Pacienta A cibridu §tinas variantu m.9185T>C saturgja homoplazmiska stavokli, un
ieprieks nebija izdevies izveidot wild type Iiniju. Tap&c to transkripcijas profils tika salidzinats
ar apvienotiem (pooled) datiem no cetram kontroles cibridu Stnu linijam ar Eiropai
raksturigdm mtDNS haplogrupam, U5b, T2b, V1a un U.

Transkriptoma analize atklaja, ka statistiski nozimigi izmainits (adj.p<0,05) ekspresijas
Iimenis bija tikai tris géniem (3.1. att€ls). Géns HHIP bija lejupreguléts, geni AHNAK2 un
ZNF185 bija augsupreguléti.
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3.1. attels. Géni, kuriem tika noverota izmainita ekspresija pacienta A cibridu S§tinu Iinija
varianta m.9185T>C klatbuitng (sarkana krasa - lejupreguléts, zala krasa - augSupreguléts).
Figure 3.1. Genes in which altered expression was observed in the presence of variant
m.9185T> C in the patient A cybrid cell line (red - downregulated, green - upregulated).

Pacienta B dazadas cibridu $tnu Iinijas variantu m.13513G>A saturgja gan 50%, gan

70% heteroplazmiska stavokli. Divu Iiniju transkripcijas profili tika salidzinati kopa pret wild
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type Iiniju. Transkriptoma analize atklaja, ka 84 géniem mutantajas cibridu $iinu Iinijas bija
statistiski nozimigi (adj.p<0,05) izmainits ekspresijas limenis salidzinot pret wild type cibridu
Stnu liniju. 31 génam regulacija bija izmainita Cetras reizes - 25 géni bija lejupreguléti (log2

Fold Change>2) (3.2. attéls) un sesi géni bija augSupreguléti (log2 Fold Change<-2) (3.3.

attels).
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3.2. attels. Lejupregulétie géni pacienta B cibridu Stinu linijas varianta m.13513G>A 50%
un 70% heteroplazmijas klatbtitné.

Figure 3.2. Downregulated genes in patient B cybrid cell lines in the presence of 50% and
70% heteroplasmic variant m.13513G> A.
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3.3. attéls. AugSupregulétie géni pacienta B cibridu $tinu I1nijas varianta m.13513G>A 50%
un 70% heteroplazmijas klatbutné.
Figure 3.3. Upregulated genes in patient B cybrid cell lines in the presence of 50% and 70%

heteroplasmic variant m.13513G> A.
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Tika salidzinata ekspresija géniem, kuri kodeé kadu no glikolizes enzimatiskajiem
soliem, pacienta B cibridu $iinu Itnijas. Glikolizes génu ekspresija (3.4. att€ls) nebija izmainita
statistiski nozimigi (adj.p>0,05), ka arT nevienam no tiem regulacija nebija izmainita vismaz
divas reizes (log2Fold Change<#1). Géni PKM, PFKP un HK2 bija lejupreguléti. Géni ENO1,
PGAM4, PGK1, GAPDH, ALDOA, GPI un SLC2AL1 bija augSupreguléti.
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3.4. attels. Izmainas glikolizes génu ekspresija pacienta B cibridu Stnu linijas varianta
m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas klatbiitné.

Figure 3.4. Changes in expression level of glycolysis genes in patient B cybrid cell lines in
the presence of 50% and 70% heteroplasmic variant m.13513G> A.

Lai gan izmainas glikolizes génu ekspresija, salidzinot kopa abas heteroplazmiskas Stinu
linjjas ar wild type liniju, nebija bitiskas, tika parbaudits, vai ir novérojama kada atSkiriba starp
abam mutantajam cibridu Iinijam tas analizgjot atseviski. Wild type Stnu Iinijas RNS
sekvencéSanas abu atkartojumu normaliz€tie nolasijumi tika pielidzinati skaitlim viens.
Mutanto cibridu $tinu liniju glikolizes génu ekspresijas Itmenis tika izteikts relativi pret wild

type Iiniju (3.5. attels).
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3.5. attels. Glikolizes génu ekspresijas [Tmenis pacienta B cibridu $tinu linijas.

Figure 3.5. Expression level of glycolysis genes in patient B cybrid cell lines.

Daziem glikolizes géniem bija novérojamas atSkiribas ekspresija starp Iinijam, kuras
bija konsistentas abos atkartojumos. Pieméram, géns ENO1 heteroplazmiskajas pacienta B
cibridu $iinu I1nijas bija ekspreséts par 60-70% vairak neka wild type linija. Gens PGAM4 50%
heteroplazmiskaja linija bija ekspreséts par 40% mazak neka wild type linija, bet 70%
heteroplazmiakaja Inija tas bija ekspreséts par 40-60% vairak. Gens PFKP heteroplazmiskajas
pacienta B cibridu $tinu Inijas bija ekspresé€ts par 20-40% mazak neka wild type linija. Tacu
viesiem glikolizes géniem bija redzamas atSkiribas normaliz€to nolasijumu skaita starp
atkartojumiem.

Tika apskatita arT varianta m.13513G>A ietekme uz mitohondriju transkriptomu.
Nevienam no mitohondrialajiem géniem ekspresija nebija izmainita statistiski nozimigi (adj.p
> (,05). Salidzinot kopa pacienta B cibridus ar m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas
Iimeni pret wild type $tinu liniju, tikai diviem géniem regulacija izmainita divas reizes Tie bija
mitohondrialie tRNS géni MT-TN (log2Fold Change 1,04) un MT-TD (log2Fold Change 1,74)
un tie bija lejupreguléti. Mitohondrialo mRNS génu ekspresija ir redzama 3.6. attéla. Géns MT-
ATPG6, kura atrodas variants m.13513G>A ir augSupreguléts heteroplazmiskajas cibridu Stinu

Inijas salidzinajuma ar wild type Stinu liniju.
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3.6. attels. Mitohondrialo mRNS génu ekspresija pacienta B cibridu $tinu Iinijas varianta
m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas klatbutné.
Figure 3.6. Expression of mitochondrial mRNA genes in patient B cybrid cell lines in the

presence of 50% and 70% heteroplasmic variant m.13513G>A.

3.3. Heteroplazmijas stabilitates parbaude

Visam darba izmantotajam mutantajam cibridu §tinu kultiram tika veikta Sangera
sekvenc@sana, lai parliecinatos, ka kultivéSanas laika nav mainijies heteroplazmijas Iimentis.
Pacientu cibridu Stinas DNS izdaliSanai tika savaktas attiecigas pasazas (p): m.9185T>C 100%
mut (p4, p15), m.13513G>A 50% mut (p5, p17), m.13513G>A 70% mut (p5, p17).

Iegttie dati apstiprinaja, ka varianta m.9185T>C homoplazmiskais stavoklis laika gaita
nebija mainijies pacienta A cibridu Siinu linijja. Ka ar varianta m.13513G>A, heteroplazmijas

Iimenis laika gaita nebija mainijies pacienta B cibridu Stinu linijas.

3.4. ddPCR apstaklu optimizacija

No 31 géna, kuriem bija biitiski izmainita ekspresija pacienta B heteroplazmiskajas
cibridu $tinu 1inijas, tika atlastti 11 géni, kas ir iesaistiti dazados fiziologiskos procesos $tina.

Ar véza fiziologiju saistitie géni tika izslegti, jo izmainas to ekspresija varétu bt saistitas ar
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143B osteosarkomas $tinam, kas tika izmantotas p0 $tinu izveidosana. Prieks Selfie-dPCR

izveletie géni ir apkopoti 3.7. attela.
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3.7. attels. Validacijai atlasitie intereses géni pacienta B cibridu S$tnu Iinijas.

Figure 3.7. Genes of interest selected for validation in patient B cybrid cell lines.

Péc génu atlases tika veikts praimeru dizains un optimalaka amplikona (ddPCR
produkta) piemeklésana intereses g€niem. Praimeri tika dizaingti ta, lai to optimala
piesaistiSanas temperatiira biitu 60°C, amplikona garums no 70 Iidz 120 bp un tie amplificétu
PCR produktu viena eksona ietvaros.

Kopa prieks intereses géniem tika izveidoti 23 praimeru pari (1. pielikums ). Katram
génam bija vismaz divi praimeru paru varianti, diviem géniem bija tris praimeru paru varianti.

Izmantojot pacienta B wild type cibridu $tinu lizatu, katrs praimeru paris tika izm&ginats,
vai tas ar Selfie-dPCR spgj veiksmigi producét géna fragmenta amplikonus. Kontroles géniem
Stnu lizats tika atSkaidits desmit reizes, bet intereses géniem lizats tika atSkaidits divas reizes.
Stinu lizata atskaidisana bija nepieciesana, lai reakcija nebiitu piesatinata un iegistot rezultatus
programmatiira QuantaSoft biutu skaidri noskiramas amplikonu saturos$as pozitivas lodites
(zilas) un negativas lodites (pelekas).

[zmantojot lielako dalu praimeru paru, tika veiksmigi iegiiti génu amplikoni. No viena
géna vairakiem amplikoniem tika izvel@ts tas, kas paradija lielako izskirtsp&u. Pieméram, 3.8.
attéla ir redzami divi géna HKDC1 amplikoni ar dazadiem praimeriem. Turpmakiem
eksperimentiem katra kontroles un intereses géna parbaudei tika izvel€ts viens praimeru paris,

un Sie praimeri ir apkopti 2.3. tabula.
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3.8. attéls. Géna HKDC1 amplikoni: pa kreisi - neoptimals amplikons ar praimeru pari
HKDC1_73, pa labi - optimals amplikons ar praimeru pari HKDC1_100.

Figure 3.8. HKDC1 gene amplicons: left - non-optimal amplicon with primer pair
HKDC1_73, right - optimal amplicon with primer HKDC1_100.

3.5.  RNS sekvencésanas rezultatu parbaude ar Selfie-dPCR

Lai pacienta B cibridu Stnu linjjas parbauditu dazadu génu transkripcijas limena
izmainas, kas bija noteiktas veicot RNS sekvencésanas analizi, tika izmantota Selfie-dPCR
metode. Géni, kuru ekspresija tika parbaudita ar Selfie-dPCR metodi ir redzami 3.7.attéla.

No katras pacienta B cibridu $iinu linijas tika sagatavoti tris $tinu lizati ar DireCtQuant
100ST DNS/RNS/proteinu $kidinasanas reagentu. Selfie-dPCR tika veikta tris atkartojumos,
katra izmantojot lizatu no vienas $tinu ievaksanas reizes. Tomér turpmak salidzinati tika pirmie
divi Selfie-dPCR atkartojumi. Selfie-dPCR rezultati ir apkopoti 3.9. attela.

Sesi géni pirmaja atkartojuma vismaz viena no heteroplazmiskajam Iinijam demonstréja
transkriptoma analizes tendenci - géni TCEA3 (50% heteroplazmiskaja linija), SEL1L3 (50%
heteroplazmiskaja linija) un ABCGL1 (50%, 70% heteroplazmiskajas linijas) bija augSupreguléti,
bet géni GRID1 (70% heteroplazmiskaja Iinija), FABP3 un GRM2 (70% heteroplazmiskaja
Iinija) bija lejupreguléti. Cetri géni otraja atkartojuma vismaz viena no heteroplazmiskajam
Iinijam demonstr&ja transkriptoma analizes tendenci - géni DYDC2, HKDC1, DHRS2, FABP3
bija lejupreguléti.
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Tikai viens géns abos Selfie-dPCR atkartojumos gan 50%, gan 70% heteroplazmiskaja

pacienta B cibridu $iinu [inija atspoguloja vispargjo tendenci, ko paradija transkriptoma analize

- géns FABP3 bija lejupreguléts salidzinot ar wild type liniju. Rezultati no diviem Selfie-dPCR

atkartojumiem bija krasi atskirigi.

Regulacija péc Selfie-dPCR
transkriptoma ‘ Transkripti uz génu
analizes Atkartojums Geéns
WT Mut50 Mut70
1 0.43 0.49 0.45
DYDC2
1 0 0.51 0
TCEA3
2 0 0 0
1 0.37 1.23
SRIDL 0 |
2 0 0 1.08
1 0 0 0
HKDC1
1 0.02 0.59 0
SELI1L3
2 0 0
1 0 0.41
DHRS2
2 2.87
1 0.27
FABP3
2 0.12
1 0
RYR3
2 0
1 0.08
GRM2
2 0 0.55
1 0.02 0.18
DPYSL4
2 0 0
1 0 0.75 0.19
augsup ABCG1

3.1. tabula. Selfie-dPCR rezultati (sarkans - lejupreguléts, zal§ - augSupreguléts, oranzs -

ekspresija nemainas salidzinot ar wild type (WT)).

Table 3.1.

expression remains unchanged compared to wild type (WT)).

45

Selfie-dPCR results (red - downregulated, green - upregulated, orange -



4. DISKUSIJA

Abi pacienti Latvijas Biomedicinas petijumu un studiju centra I.Inaskinas
laboratorijas redzesloka nonaca projekta “ledzimtu neiromuskularo slimibu jaunu
diagnostisko testu izstrade” (Nr. 2010/0223/2DP/2.1.1.1.0/10/APIA/VIAA/025) ietvaros.
Siem pacientiem ar aizdomam par mitohondrialo saslim$anu ieprieks laboratorija tika veikta
pilna mtDNS sekvencésana.

Pacients A bija septinus ménesus veca meitene no Latvijas. 2012.gada vina tika nosiitita
uz genétisko konsultaciju ar refraktaram lékmém. Meitenes vecaki nebija radniecigi, un
gimenes anamnézé nebija iedzimtas saslim$anas. Piecu méneSu vecuma pacientei pirmo reizi
tika noverotas visparigi krampji, kuras kluva biezakas un intensivakas, ka ar1 neuzlabojas pec
pret-epilepsijas terapijas. Laboratorijas izmeklgjumi konstat€ja paaugstinatu laktata Itmeni
asinis un paaugstinatu Krebsa cikla metabolitu un metilmalonskabes saturu urina. Plazmas
aminoskabju analizé konstatéja paaugstinatu alanina saturu. Piecu méne$u vecuma smadzenu
MR rezultati bija normali, tacu ar -elektroencefalografiju tika noteikta multifokala
epilepsija. Septinu ménesu vecuma nebija noverojami psihomotoras attistibas traucgjumi.

Fiziskaja parbaude tris gadu vecuma pacientei A tika konstateéta mikrocefalija (galvas
apkartmers 46 cm (zem 5.procentiles)). Vina bija spgjiga s€det bez atbalsta, tacu nebija spejiga
patstavigi staigat. Vinai tika noverota vispar€ja hipotonija, kaju spasticitate, bilaterala roku
distonija un stereotipiskas kustibas. Smadzenu MR atklaja smadzenu stumbra, bazalo gangliju
un baltas vielas iesaisti, ka ar1 tika noteikts samazinats smadzenu stumbra un smadzeniSu
tilpums (Pelnena et al., 2018).

Pacientei A tika lidzi sekots divus gadus, kuru laika vinas stavoklis smagi pasliktinajas.
Tris gadu vecuma bija noveérojami smagi psihomotoras attistibas trauc€jumi un meitene nebija
sp€jiga runat, kaut gan tika ieverota ketogé€na di€ta un regulari tika lietoti mitohondrialo
vitaminu kokteili.

Pacients B bija Cetrus gadus vecs zéns no Latvijas. 2009.gada 6 méneSu vecuma vins tika
nosiitits uz genétisko konsultaciju. Jau no tris ménesu vecuma zénam bija novérojama attistibas
aizture, muskulu hipotonija un psthomotoras attistibas trauc€jumi. SeSu ménesu vecuma ze€nam
sakas visparigi krampji. Zéna vecaki nebija radniecigi, un gimenes anamnézg nebija iedzimtas
saslim8anas. Tika noteikta kliniska diagnoze, Vesta sindroms (West syndrome), un tika uzsakta
Depakine (natrija valproata) terapija. Le€kmes norimas ap viena gada vecumu, kad Depakine
terapija tika nomainita uz Vigabatrin (vigabatrins) terapiju. Viena gada vecuma tika konstatéta

SkieleéSana un redzes asuma traucgjumi.
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Pacients B saka rapot un sédét 16 méneSu vecuma, un divu gadu vecuma saka staigat,
tomér nestabili. Z&€nam bija noveérota runas attistibas kavéSanas un pirmos vardus vin$ spgja
pateikt tris gadu vecuma. Pirmie laboratorijas izmekl&jumi tika veikti seSu méneSu vecuma, un
tika konstatets paaugstinats laktata Itmenis venozajas asinis un cerebrospinalaja Skidruma.
Plazmas aminoskabju analiz€ konstatgja paaugstinatu alanina saturu. Smadzenu MR zénam tika
veikta divas reizes. Pirma reize bija 6 méneSu vecuma, kad tika atrasta corpus callosum
hipoplazija. Otra reize bija Cetru gadu vecuma, kad tika konstateti simetriski, hiperintensivi
bojajumi lateralajos kodolos. Sie atklajumi liecinaja par iesp&jamu mitohondrialo saslimanu,
piemé&ram, L1 sindromu.

Sesu gadu vecuma pacientam B joprojam bija novérojama ataksiska gaita, diftiza
muskulu hipotonija, skielésana un optiska nerva atrofija. Runas sp&ja méreni uzlabojas, zeéna
vardu krajums palielinajas un vins$ bija sp&jigs formulét Tsus teikumus. Bija novérojami viegli
lidz vidgji intelektualas attistibas traucgjumi (Pelnena et al., 2018).

Pacienta B kliniskais stavoklis uzlabojas pec terapijas sanemsanas, kas sastav&ja no
vigabatrina, koenzima-Q10 un B vitaminu kompleksa. Z&ns pabeidza pirmo klasi skola bérniem
ar Ipasam vajadzibam.

Veicot pilnu mtDNS sekvencéSanu pacientei A, tika atklats patogéns variants
m.9185T>C géna MT-ATP6. Sis variants izraisa aminoskabju nomainu no leicina uz prolinu.
Pacienta A asinis varianta m.9185T>C heteroplazmijas Iimenis bija 95%. Analiz&jot mtDNS
pacientes mates asinis un muskulu §Gnas, patogénais variants netika atrasts.

Veicot pilnu mtDNS sekvenc&Sanu pacientam B tika atklats patogéns variants
m.13513G>A géna MT-ND5. Sis variants izraisa aminoskabju nomainu no asparaginskabes
uz asparaginu. Pacienta B asinis varianta m.13513G>A heteroplazmijas limenis bija 60%.
Analiz&jot mtDNS pacienta mates un brala asinis, patogénais variants netika atrasts.

Gan variants m.9185T>C, gan variants m.13513G>A ir ieprieks aprakstiti saistiba ar
L1 sindromu, kas ir 1pasi heterogéna mitohondriala slimiba.

Variantu m.9185T>C pirmo reizi aprakstija Moslemi et al. septinus gadus vecam z&€nam
ar vieglu L1 sindroma fenotipu. Heteroplazmijas Itmenis asinis bija 85% un muskulos virs 97%
(Moslemi et al., 2005). Sis variants ir bijis zinots gan agrina, gan vélina L1 sindroma gadijumos
(Castagna et al., 2007; Takada et al., 2020). Individiem, kuriem L1 sindroma c€lonis ir
m.9185T>C, ir raksturigi tadi kliniskie simptomi ka méreni lidz smagi attistibas traucgjumi,
lekmes, hipotonija un vajums, ataksija un ptoze. Varianta heteroplazmijas Iimenis asinis tipiski
ir virs 90% (Takada et al., 2020). Saneto un Singh ir aprakstijusi gadijumu, kad L1 sindroms 3
gadus vecam bérnam saka izpausties pe€c virusa infekcijai [idzigas saslimSanas, un simptomi

saasinajas péc vel vienas saslimsanas epizodes vairakus gadus vélak (Saneto & Singh, 2010).
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Variants m.13513G>A pirmo reizi tika aprakstits pacientam ar mitohondrialo
encefalomiopatiju ar laktatacidozi un insultam Iidzigam epizodém (MELAS) (Santorelli et al.,
1997). ST varianta patogenitate un kliniskais fenotips ir daudzveidigs. Tas ir bijis aprakstits ari
saistiba ar Li-lidzigo sindromu, L1 sindromu, Volfa Parkinsona Vaita (Wolff-Parkinson-White)
sindromu un kardiomiopatiju, ka ar1 saistiba ar LHON/MELAS parklasanas sindromu (Chol et
al., 2003; Hsieh et al., 2011; Wang et al., 2008).

Ieprieks laboratorija abu pacientu cibridu §tinu kulttram tika veikti OXPHOS sisteémas
enzimu aktivitaSu mérijumi, ka ar respirometrijas analize. Pacienta A cibridu Siinas uzradija
normalas OXPHOS sist€émas kompleksu | — IV aktivitates, tomér veicot respirometrijas analizi
tajas tika konstateta samazinata oksidativas fosforileSanas efektivitate salidzinot ar kontroles
cibridu $tinu linijam. Variants m.9185T>C atrodas géna MT-ATP6, kas kod€ subvienibu ATF
sintazei, bet taja laika laboratorija vel nebija izstradata metode, lai veiktu ATF sintazes
aktivitates meérjjumus. Pacienta B cibridu Stinu linijas OXPHOS sisteémas kompleksiem I, IV
un I+III tika noteikta aktivitaSu samazinasanas palielinoties varianta m.13513G>A
heteroplazmijas limenim. Respirometrijas mé&rijumos $unu linija ar 70% heteroplazmiju
konstatgja ar kompleksu I saistito skabekla patérina samazinasanos.

Pacienta A cibridu $tinu Iinija ar homoplazmisko variantu m.9185T>C nozimigi
izmainita ekspresija bija tikai tris géniem. Géns HHIP kodé proteinu HHIP (hedgehog-
interacting protein), kas ir mugurkaulnieku specifisks Hedgehog signalu inhibitors. Tas saista
Hedgehog saimes proteinus, kuri ir iesaistiti embrionalas attistibas procesos. Géns AHNAK2
kode AHNAK nukleoproteinu 2, kas ir liela izm&ra nukleoproteins. Tam ir potenciala loma
kalcija signalu parvadiSana, jo tas saistas ar kalcija kanalu protetniem. Géns ZNF185 kode
LIM-domeéna cinka pirkstu proteinu, kas ir aktina-citoskeleta saistits proteins un tam ir loma
protetnu-proteinu mijiedarbibas un nukleinskabju saistiSana. Tas ir iesaistits tados procesos ka
Stnu proliferacija, diferenciacija un apoptoze. Ta ka pacienta A cibridu $iinas génu skaits,
kuriem bija butiski izmainita regulacija, bija mazs, §1 Iinija turpmak netika dzilak analizéta un
RNS sekvencésanas rezultati netika validéti ar Selfie-dPCR.

Pacienta B mutantajas cibridu $tinu linijas nozimigi izmainita regulacija bija 84 géniem,
no kuriem 31 regulacija bija izmainita vairak neka divas reizes (—2>log2Fold Change>2). Géns
DYDC2 kodé DY30 doménu saturo$o proteinu 2 (DPY30 domain containing 2). Sis proteins
ir iesaistits tados biologiskos procesos ka hromatina silencing teloméras un histonu HS-K4
metilacija. Géns MYCT1 kode MYC meérka proteinu 1 (MYC target 1). Ir iesaistits
hematopoétisko cilmes Stinu homeostaze. Géns AC02163.1 kodg jaunu garas nekod&josas RNS
(IncRNS) transkriptu. Géns FABP3 kodé taukskabju saisto$o proteinu 3 (fatty acid binding

protein 3). Tas ir iesaistits tados procesos ka garo k&zu taukskabju metabolisms un transports.
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Géns FAP kodg fibroblastu aktivacijas proteinu alfa (fibroblast activation protein alpha). Sis
proteins ir iesaistits fibroblastu augSanas kontrole, audu atjaunoSana un epitelija
kancerogenézé. Géns SLAMF7 kodé SLAM saimes proteinu 7 (SLAM family member 7).
Iesaistits tados procesos ka adaptivas imiinatbildes veidosana, dabigo gal&tajsiinu aktivesana,
Stnu adhézija. Géns ANGPTL2 kodé ANGPTL2 (angiopoietin like 2) proteinu. ANGPTL2 ir
angiopoetiniem Iidzigs glikoproteins, kuram ir loma angiogenézé. Géns RYR3 kodg rianodina
receptoru 3 (ryanodine receptor 3). Ta funkcija ir kalcija atbrivoSana no iekssiinas kalcija
kratuvém. Géns DPYSL4 kode DPYSL4 (dihydropyrimidinase like 4). Tas nodroSina filamina
saistiSanas aktivitati un tam ir loma nervu sist€mas attisttba un Siinu migracija. Geéns
PCDHGB5 kode PCDHGBS (protocadherin gamma subfamily B, 5) proteinu. Tas ir
potencials no kalcija atkarigas Stnu adhé&zijas proteins, kuram ir loma smadzenu neironu
savienojumu izveido$ana un uzturéSana. Géns SERPINB7 kodé serpin saimes B proteinu 7
(serpin family B member 7), kuram ir serpina tipa endopeptidazes inhibitors aktivitate. Géns
PCDHGB2 kodé PCDHGB?2 (protocadherin gamma subfamily B, 2) proteinu, kuram ir Iidziga
loma §tina, ka PCDHGBS. Géns CD163L1 kode CD163L1 (CD163 molecule like 1) proteinu.
CD163L1 ir no SRCR (scavenger receptor cysteine-rich) proteinu saimes, kuri galvenokart ir
atrodami ar imtinsisteému saistitas $tinas. Géns SLC24A4 kode SLC24A4 (solute carrier family
24 member 4) proteinu. SLC24A4 pieder pie no kalija atkarigas natrija/kalcija apmainas
proteinu saimes. Tam ir loma kalcija, natrija/kalija antiportera aktivitateé un simportera
aktivitate. Géns TM4SF18 kode TM4SF18 (transmembrane 4 L six family member 18)
proteinu. L6 saimes proteini ir zindmi, ka pozitivi audz&ju augSanas un metastazu regulatori
dazados véza tipos. Géns PAX5 kode PAXS (paired box 5) proteinu. PAXS ir transkripcijas
faktors, kas ir iesaistits histonu H3-K9 metilacijas negativa regulacija, ka ar1 negativi regulé
RNS polimerazes II veikto transkripciju. Géns GRID1 kodé GRID1 (glutamate ionotropic
receptor delta type subunit 1) proteinu, kas veido glutamata receptora subvienibu. GRID1 ir
loma glutamata receptoru aktivitat€, ligandu un transmiteru kontrol&taja jonu kanalu aktivitate.
Géns SYT16 kodeé sinaptogaminu 16 (Synaptotagmin 16), kuram ir loma vezikulu transporta
un sekrécija ne neironalos audos. Géns TDO2 kodg triptofana 2,3-dioksigenazi (tryptophan
2,3-dioxygenase), kas ir héma enzims ar svarigu lomu triptofana metabolisma. Géns HKDC1
kode heksokinazes doménu saturoso proteinul (hexokinase domain containing 1). Sim
proteTnam ir loma glikozes metabolisma hepatisko lipidu akumulacija. Géns RASL10B kode
RASL10B (RAS like family 10 member B) proteinu. Tas ir iesaistits peptidu hormonu
sekrécijas regulacija un arteriala spiediena regulacija. Géns NIPAL4 kodé NIPA doménu
saturo$o proteinu 4 (NIPA like domain containing 4). Tas ir membranas receptors, kura loma

ir magnija jonu transports.
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Géns PLEKHG1 kodé PLEKHGI1 (pleckstrin homology and RhoGEF domain
containing G1) proteinu. Tam ir loma guanilnukleotidu apmainas faktora aktivitate un tas ir
iesaistits guanoziltrifosfata mediétaja signalu parvadisana. Géns SEL1L3 kodé SEL1L saimes
proteinu 3 (SEL1L family member 3). SELIL3 pieder pie proteinu kompleksa,
kas nepiecieSami nepareizi salocito proteinu transportam no endoplazmatiska tikla uz
citoplazmu. Géns ABCG1 kodé ABCGI1 (ATP-binding cassette sub-family G member 1)
protetnu. Tas ir iesaistits dazadu molekulu transporta caur arpusSiinas un ieksStnas
membranam. Géns NHS kodé NHS (NHS actin remodeling regulator) proteinu. Tas ir iesaistits
dazadu organu, tai skaita smadzenu, attistibas regulacija, ka ari tas var regulét aktina
parveido$anu un $tnu morfologiju. Géns AC021127.1 kod€ jaunu IncRNS transkriptu. Géns
TCEAS kodg transkripcija elongacijas faktoru A3 (transcription elongation factor A3). Tas ir
nepiecieSams efektivai RNS polimerazes II transkripcijas pagarinaSanai.

P&tot génu ekspresijas izmainas ir janem vera, ka izmantotais §tinu modelis var ietekmét
transkripcijas profilu. Dala génu, kuriem tika konstatéta izmainita ekspresija pacienta B
mutantajas cibridu §tnu Iinija, ir saistiti ar véza fiziologiju. Pieméram, géni MYCT1, FAP un
TMA4SF18. Tas bija sagaidams, jo cibridu Stnu izveidoSanai tika izmantotas 143B
osteosarkomas $iinas.

Ja Sonas ir zema OXPHOS sistemas darbibas efektivitate vai ir samazinata
mitohondrialo génu transkripcija, ka kompensacijas mehanisms §tinas var tikt inducéta
glikolizes génu transkripcija. Picard et al. noveéroja, ka cibridu $tnu linijas ar dazadiem
MELAS varianta m.3243A>G heteroplazmijas [imeniem glikolizes génu ekspresijas [Tmenis
krasi atSkiras salidzinot ar wild type Iiniju. Cibridu $iinas, kas saturgja variantu m.3243A>G
50-90% heteroplazmijas Itment, glikolizes génu ekspresija bija izteikti augstaka neka wild type
Stnu linija, liecinot, ka cibridu Stinas ATF iegtSanai parslédzas no parsvara OXPHOS
metabolisma uz glikolizes metabolismu. Tomer pacienta B cibridu $tinu linijas, kas saturgja
variantu m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas limeni, glikolizes génu ekspresija
mutantajas cibridu linijas bija tikai minimali izmainita salidzinot ar wild type Stnu liniju.
Iesp&jams, ja analizei papildus eso$ajam $iinu Iinija biitu bijuSas pieejamas pacienta B cibridu
Stnu ltnijas ar zemaku un augstaku heteroplazmijas [imeni, varétu noverot izmainas glikolizes
génu ekspresija.

Variants m.13513G>A géna MT-NDS izraisa aminoskabju nomainu no asparaginskabes
uz asparaginu. Pacienta B mutantajas cibridu $tinu Iinijas divi mitohondrialas tRNS géni, MT-
TN, kas kodg asparaginu un MT-TD, kas kod€ asparaginskabi, bija lejupreguléti divas reizes,

kas visdrizak ir sagadiSanas.
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Kultivéjot Stnas, kas satur kadu mtDNS variantu heteroplazmiska stavokli, ir
nepiecieSams parbaudit, vai varianta heteroplazmijas Iimenis ir tads pats ka kultivésanas
sakuma. mtDNS replikacija nav atkariga no Siinas cikla un replikacijas laika mtDNS tiek
segreg€ta pa meitSinam, lidz ar to heteroplazmijas Itmenis ir dinamisks. Tas var laika gaita
mainities gan mitotiskas $tinas, gan péc-mitotiskas $tnas vai audos (Nissanka & Moraes,
2020). Tapec kultivejot heteroplazmiskas $tinu Iinijas, nedrikst izslégt iesp&ju, ka laika gaita
var€tu biit mainijies heteroplazmijas [imenis.

Péc rezultatu analizes bija redzams, ko, iesp&€ams, vajadz€ja mainit sakotn€ja
eksperimentu dizaina. Analizei pieejamajas cibridu $iinu Iinijas pétitie patogénie varianti bija
lidziga heteroplazmijas limeni, ka pacientiem. Ideala gadijuma, lai pilnigak novértetu ar L1
sindromu saistito variantu m.9185T>C un m.13513G>A ietekmi uz génu ekspresiju,
transkriptoma analizes veikSanai biitu pieejamas vél dazas cibridu Stnu linijas ar dazadu So
variantu heteroplazmijas Iimeni. Tacu cibridu liniju izveides process ir laikietilpigs un nav
garantijas, ka tiks iegiitas Stinu populacijas ar vélamo mutantas mtDNS daudzumu.

Lai iegttu statistiski ticamakus un precizakus rezultatu, ka ari, lai izvairitos no datu
variacijas starp atkartojumiem, biitu nepiecieSams palielinat atkartojumu skaitu katra
eksperimenta. RNS sekvencéSana katrai Stnu linijai tika veikta divos replikatos, un
sekvencésanas nolasijumu skaits krasi atskiras starp replikatiem. Katrai $tnu linijai RNS
sekvenc@sanu biitu bijis ieteicams veikt vismaz ¢etros tehniskajos atkartojumos. Abu mutanto
pacienta B cibridu $tnu liniju transkriptoma dati tika apvienoti, lai salidzinatu ar wild type
Iiniju, bet biitu bijis noderigi katru liniju analizet atseviski.

Lai uzlabotu Selfie-dPCR rezultatus un samazinatu to variaciju starp atkartojumiem,
vairakas eksperimenta dalas butu bijis ieteicams mainit. Iespgjams, vajadz€ja saskaitit Stinas
pirms lizé€Sanas ar DireCtQuant 100ST DNS/RNS/proteinu $kidinasanas reagentu, lai uz katru
eksperimentu biitu iegiits vienads Stinu daudzums, kaut gan tas netika rekomendéts. Vajadzgja
vairak atkartojumu katram génam viena eksperimenta ietvaros, pieméram, katra eksperimenta
katru génu likt dubulta, izmantojot katras Iinijas lizatu. Vai arT katras Iinijas visus tris iegiitos
Stnu lizatus vajadzgja izmantot viena eksperimenta. Veicot Selfie-dPCR rezultatu apstradi
vargja biezi novérot, ka RT+ bedrités bija mazak géna/géna amplikona kopiju neka RT-
bedrites. Iesp&jams reversa transkriptaze nedarbojas ar vienadu efektivitati.

TreSaja atkartojuma principa nevienam gé€nam nebija noverojama ekspresija. Tas vél
vairak lieck domat par tehniskam problémam tieSi ar reverso transkriptazi. Papildus tam,
nekonsekvences dPCR iegiitajos datos, iesp&jams, bija saistitas ar tehniskajam problémam,

kas bija radusas ar QX200™ Droplet Reader iekartu.
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5. SECINAJUMI

. Pacienta A cibridu $tinu Iinija, homoplazmiska varianta m.9185T>C klatbiitng,
nozimigi izmainita bija tris génu ekspresija.

Pacienta B cibridu $tinu linijas, varianta m.13513G>A 50% un 70% heteroplazmijas
klatbiitn€, nozimigi izmainita bija 84 génu ekspresija, no kuriem 31 géna regulacija bija
izmainita vairak neka Cetras reizes.

. Heteroplazmijas [imenis saglabajas stabils laika gaita visam p&tamajam $tnu lmnijam.

. No 11 géniem, kas tika izv€leti transkriptoma analizes datu validacijai, seSiem
(TCEA3, SEL1L3, ABCGL1, GRID1, FABP3 un GRM2) novéroja transkriptoma
analizes rezultatiem atbilstoSas tendences pirmaja Selfie-dPCR atkartojuma un Cetriem
géniem (DYDC2, HKDC1, DHRS2, FABP3) — otraja atkartojuma. Tikai viens géns
FABP3 apstiprinaja transkriptoma analizes rezultatiem atbilstoSu tendenci abos

atkartojumos.
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Magistra darbs ,, Ar L1 sindromu saistito mitohondrialas DNS variantu ietekme uz génu
ekspresiju” izstradats LU Biologijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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