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Kratak sadrzaj

Korelacija izmedu genotipa i fenotipa bolesnika sa hiperfenilalaninemijom na teritoriji
Srbije

Cilj rada: Ispitivana je korelacija genotipa i fenotipa bolesnika sa hiperfenilal ninemijom.

Utvrdena je incidencija hiperfenilalninemije u nasoj populaciji. Prikazana je ucestalost

-----

ispitivanju metabolic¢kog i klinickog fenotipa najées¢e mutacije u naSoj populaciji. Izneti su
zakljuccei pra¢enja metabolicke kontrole kod nasih bolesnika.

Materijal i metode: Za ispitivanje incidencije hiperfenilalaninemije korisé¢eni su rezultati
Republickog zavoda za statistiku. Koris¢ena je medicinska dokumentacija Instituta za
zdravstvenu zastitu majke i deteta i rezultati Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inZzenjerstvo. Biohemijske analize radene su Guthrievim testom, Enzimskom metodom i
Aminoanalizatorom. Za analizu dobijenih rezultata koris¢e su deskriptivne i analiticke
statisticke metode.

Rezultati: Incidencija hiperfenilalninemije na nasim prostorima iznosi 1: 15 130. Ngjveci broj
bolesnika (62%) imaklasi¢nu fenilketonuriju. Ngj¢es¢e mutacije PAH gena u nasoj populaciji
su: p.L48S, p.R4AOW, p.P281L, p.E3906 i p.1306V, i javljgu se u 2/3 svih bolesnika
Interesantno je da je nasa najées¢a mutacija L48S prisutna kod 31% obolelih, sto do sada nije
zabalezeno ni u jednoj populaciji. Homozigoti i funkcionalni hemizigoti za L48S mutaciju se
mogu javiti kod svih kategorija hiperfenillaninemije (blaga hiperfenilalaninemija, srednje
teska fenilketonurija i klasi¢na fenilketonurija). Pokazali smo i da tip mutacije nije znacajan
za konatan IQ bolesnika sa hiperfenilalaninemijom, veé¢ kontinuirano odrzavanje
koncentracije fenilalnina u krvi u dozvoljenim granicama.

Zakljucak: NaSa zemlja pripada grupi sa srednjom incidencijom hiperfenilalaninemija u
svetu. S obzirom da nasa najée$¢a mutacija pripada grupi mutacija sa rezidualnom
enzimskom aktivnosti, koja izgleda zavis od brojnih faktora, tolerancija fenilalanina je
najbolji natin za kategorizaciju ovih bolesnika. Odluka oko primene terapije i dalje treba da
se zasniva ha koncentraciji fenilalnina u krvi, a ne na osnovu mutacije u PAH genu. Na

osnovu analize genotipa, preko 50% nasih bolesnika su kandidati za BH4 terapiju.
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Abstract

Genotype-phenotype correlation in Serbian patients with hyper phenylalaninemia

Goal: Correlation between genotype and phenotype was tested in patients with
hyperphenylalaninemia. Incidence of hyperphenylalaninemia in our population was
calculated. Frequency of most common mutationsin PAH gene was presented, along with it’s
impact on phenotype. Special focus was put directed on exploration of metabolic and clinical
phenotype of the most prevalent mutation in our population. Conclusions derived from
metabolic follow-up of our patients were presented as well.

Matherials and methods: To determine incidence of hyperphenylalaninemia, data from
Statistical Office of the Republic of Serbia. Medical documentation of Mother and Child
Health Care Institute for used along with genetic findings of Institute for Molecular Genetics
and Genetical Engineering. Biochemical analysis were performed using Guthrie test, Enzyme
assay and Aminoacid analyser. Statistical analysis included both descriptive and analytical
methods. Results: Incidence of hyperphenylalaninemia in our population was estimated at 1.
15 130. Magjority of patients (62%) have classic phenylketonuria. Most common mutations in
PAH gene in Serbia are: p.L48S, p.R40OW, p.P281L, p.E3906 i p.1306V, found in 2/3 of all
patients. Interesting finding refers to L48S being the most prevalent mutation (found in 31%),
which is unparalleled finding worldwide. Homozygous and functionaly hemizigous L48S
carriers are found among all types of hyperphenylalaninemia (mild hyperphenylalaninemia,
moderate hyperphenylalaninemia and classic phenylketonuria). It was also shown in these
results that mutation type is not a valuable predictor for final 1Q status of patients with
hyperphenylalaninemia; on the other hand, metabolic control of disease was found as
significant factor of final outcome.

Concluson: Our country can be considered as having an average incidence of
hyperphenylaninemia. Considering the fact that most common mutation in Serbia relates to
residual enzyme activity (determined by multitude of factors), tolerance of phenylalanine is
the best way to classify severity of the disease. Thus, decision over treatment should be based
on phenylalanine blood concentrations, and not on PAH gene mutation. According to
genotype profiling, more than 50% of our patients could be candidates for
tetrahydrobiopterine (BH4) treatment.
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| UVOD U ISTRAZIVANJA

Povisene koncentracije fenilalnina u krvi preko 120 pmol/l nazivamo
hiperfenilalninemijom (HPA). Fenilketonurija (PKU) se odnosi na oboljenje, koje ako se ne
leci, dovodi do teSkog i ireverzibilnog poremeéaja nervnog sistema. Imaguci u vidu ovu
podelu razlikuju se ,,PKU” HPA i ,,ne-PKU” HPA, pri ¢emu se pod ,,ne-PKU” HPA
podrazumevaju poremecaji za koje najverovatnije nije potrebna terapija, §to do sada nije
dovoljno jasno definisano.

Fenilketonurija je ngj¢es¢a urodena bolest metabolizma (UBM) aminokiselina kod
stanovnistva bele rase. Prenosi se autozomno recesvinim putem, a posledica je poremecaja u
hidroksilaciji fenilalanina u tirozin, zbog ¢ega se fenilalanin nagomilava u organizmu. Zaovu
metabolicku reakciju neophodno je prisustvo enzima fenilalanin hidroksilaze (PAH) i
kofaktora tetrahidrobiopterina (BH4). Mutacije u genu za PAH su kod naveceg broja
bolesnika odgovorne za nastanak bolesti. U svega 1 - 2% bolesnika sa
hiperfenilalaninemijom povisena koncentracija fenilalanina je posledica poremecaja u
metabolizmu BH4. Tezina klinicke slike zavisi od koncentracije fenilalanina u krvi i likvoru i
duzine trajanja ovog poremecaja. Glavne klinicke manifestacije nelecene PKU su mentalna
retardacija i konvulzije, a mogu se javiti OSte¢enja na drugim organima i organskim
sistemima. Primena dijete siromasne fenilalaninom, sa kojom se mora poceti najkasnije do
kraja prvog meseca zivota, sprec¢ava lo§ ishod bolesti i omoguc¢ava normaan zivot obolelih
osoba (1).

Kao $to je ve¢ reCeno, svako povisenje koncentracije fenilalnina ne dovodi do
klinickih manfestacija bolesti. Kada su koncentracije fenilalnina u krvi preko 1200 pmol/I
verovatnoca ostecenja CNSa je velika, ai i pojave drugih klinickih manifestacija bolesti. Kod
ovih bolesnika terapija, odnosno dijeta je neophodna, a ovaj poremecaj je nazvan klasi¢na
fenilketonurija (cPKU). Medutim, kada su koncentracije fenilalnina u krvi nize razlikuju se
preporuke oko zapocinjanja dijete siromasne fenilalninom (1).

Postoje brojni pokusaji da se na osnovu tipa mutacije kod bolesnika sa HPA utvrdi tip
hiperfenilalninemije i donesu prakti¢ni zakljucei vezani za lecenje bolesnika. Neke mutacije
sa velikom verovatnocom mogu se povezati sa odredenim tipom bolesti, dok je kod drugih

donosenje zakljucka manje pouzdano i povezano sa sloZenim algoritmom (1).
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Kada dijeta pocne da se sprovodi, postavlja se pitanje koji faktori imaju znacaj za

konacni fenotip, dali je presudan tip mutacije, pridrzavanje dijeteili neki drugi faktori.

[.1. Istorijat

Otkrice UBM vezuje se za ime Sir Archibald Garroda koji je Ziveo krajem 19. i
pocetkom 20. veka u Engleskoj. Proucavajuéi bolesnike sa alkaptonurijom, otkrio je da je
crna boja mokrace posledica izluCivanja homogentizinske kiseline koja nastaje u
metabolickom putu tirozina. Verovao je da je bolest posledica nedostatka enzima koji je
neophodan za razgradnju homogentizinske kiseline. Uocio je da je bolest urodena i ¢es¢a kod
bliskih srodnika, na osnovu ¢ega je zakljucio da je nasledna. Zahvaljujuci ovim saznanjima
pretpostavio je da svaki enzim ima svoju informaciju za sintezu, odakle ¢e kasnije proisteci
teorija ,Jedan enzim - jedan gen”. Ispitivanja bolesnika sa cistinurijom, albinizmom,
pentozurijom i porfirijom dovela su ga do istog zakljucka. Sir Archibald Garrod je saradivao
sa Williamom Batesonom, botani¢arem, koji je bio jedan od najveéih pobornika
mendelovskog nacina nasledivanja. Oni su u svojim prepiskama diskutovali o bolesnicima sa
alkaptonurijom, o ¢es¢em javljanju bolesti kod bliskih srodnika i kod dece ¢iji su roditelji u
bliskom srodstvu, i na osnovu toga zakljucili da je u pitanju recesivni naéin nasledivanja. Sir
Archibald Garrod je svoja istrazivanja objavio u radu ,,Urodene bolesti metabolizma”
(,,Inborn errors of metabolism”) koji je objavljen 1909. godine, a izdat je od strane Engleskog
kraljevskog koledza. Garrod je takode smatrao da bolesti dece treba da budu izdvojene u
posebni deo medicine i objavio je knjigu o bolestima u decijem uzrastu (,,Textbook of
Pediatrics”), koja je dozivela vise izdanja tokom narednih 40 godina. Kao i mnogi nau¢nici,
koji su bili ispred svog vremena, nije bio shvacen ni prihva¢en. Dobio je brojne nagrade i
priznanja, ali nikada mu za zivota nije priznat znacaj na polju otkrivanjai ispitivanja UBM,
koji je svakako njegov najvec¢i doprinos medicini (2-7).

Fenilketonuriju je prvi put opisao norveski nau¢nik Asbjorn Foling 1934. godine. Na
insistiranje jedne majke na neprijatnom mirisu mokrace kod njena dva mentalno retardirana
deteta, biohemijskom analizom, ferihloridnim testom, utvrdio je neuobicajenu promenu boje
mokrace u tamno zelenu boju, umesto u crvenksto braon. Kasnije je ustanovio da je ova
promena boje posledica prisustva fenilpiruvi¢ne kiseline u urinu obolele dece. Nakon ovog

otkrica istu analizu u mokraci je uradio kod jo$ 430 osoba sa mentalnom retardacijom do tada

10
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nepoznatog uzroka i kod 8 osoba dobio isti rezultat. Primetio je da ovi bolesnici pored
mentalne retardacije imagju i druge Sli¢nosti kao Stu su prisustvo ekcema, nizi rast, Siroka
ramena i spasticki hod. Ispitivanjem porodi¢nog stabla dosao je do zakljucka da je u pitanju
autozomno recesivno nasledivanje. Doktor Foling je objavio svoja zapazanja, a bolest je
nazvao ,,fenilpiruvi¢na idijotija’(8). Nekoliko godina posle Penrose i Quastel menjgju ime
bolesti u fenilketonurija (9). Jervis dokazuje smanjenu aktivnost enzima fenilalanin
hidroksilaze u jetri bolesnika sa ovom bolesti (10,11).

Bickel 1954. godine dokazuje da ishrana siromasna fenilalaninom moze da smanji
koncentraciju fenilalanina i spre¢i razvoj mentalne retardacije kod bolesnika sa
fenilketonurijom. Najbolji rezultati se postizu kada se sa dijetom po¢ne U prvom mesecu
zivota (12). Guthrie i Susi su pocetkom Sezdesetih godina proslog veka ustanovili da se
jednostavnom metodom bakterijske inhibicije, iz uzorka krvi na filter papiru, moze odrediti
koncentraciju fenilalanina (13). Ovo otkrice je otvorilo put ranom, neonatalnom otkrivanju
bolesti. Skrining na fenilketonuriju u SAD pocinje 1962. godine (14,15). Pilot program na
teritoriji tadasnje Jugoslavije, Vulovi¢ i saradnici sprovode 1967. godine, dok organizovani
skrining na ovu bolest u nasoj zemlji pocinje 1983. godine (16). Test bakterijske inhibicije je
semikvantitativna metoda za odredivanje koncentracije fenilalanina koja se i danas koristi u
nekim zemljama Evrope u programu masovnog ranog otkrivanja bolesti. Kriterijume za
program ranog otkrivanja bolesti, koji sui danas su prihvaceni od strane Svetske Zdravstvene
Organizacije (SZO), predlozili su Wilson i Junger jos 1968. godine (tabelal 1.) (17).

Tabela |l 1. Kriterijumi za program ranog otkrivanja bolesti (Wilson i Junger)

Bolest predstavlja bitan zdravstveni problem

Postoji mogucnost le¢enja

Populaciji su dostupne dijagnosticke i terapijske metode

Postoji latentni ili ,,rani” simptomatski period pre ispoljavanjajasne klinicke slike
Tehnika koja se koristi za skrining je pouzdanai dovoljno senzitivna

Testovi su prihvatljivi za populaciju premakojoj je skrining usmeren

Dobro je poznata priroda bol esti

Postoje kriterijumi koje bolesnike treba a koje ne treba | eciti

Troskovi skrininga, ukljucujuéi troskove dijagnostike i lecenja su prihvatljivi

Ako se primeni terapija u latentnoj ili ranoj fazi bolesti, bolest ima dobru prognozu

11
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Mali broj bolesti, kao sto je PKU, idealno zadovoljavaju sve kriterijume za program
ranog otkrivanja.

Kaufman, 10 godina kasnije otkriva tetrahidrobiopterin (BH4), neophodini kataliticki
kofaktor za funkcionisanje enzima fenilalanin hidroksilaze (18). Kasnih sedamdesetih godina
proslog veka mnoge grupe naucnika rade na molekularnoj osnovi fenilkteonurije. Woo i
saradnici 1983. godine otkrivaju gen za PAH (19). Godine 1999. Erlandensen i Stevens
kristalisu enzim PAH i opisuju njegovu strukturu (20).

U kasnim devedesetim godinama proslog i u prvoj deceniji ovog veka u brojnim
populacijama opisuju se mutacije u genu za PAH pacijenata obolelih od HPA, andizira se
korelacija genotipa i fenotipa, formiraju se baze podataka. 1stovremeno se radi na ispitivanju
novih terapijskin mogucnosti kao §to su terapija BH4, terapija dugim neutralnim

aminokiselinama, enzimska terapija, genskaterapijai drugo.

[.2. Incidencija

Incidencija PKU u beloj rasi u proseku iznosi od 1: 10 000 do 1: 20 000 (20). Visoka
incidencija je u Turskoj (1: 2 600), Iranu (1: 3 300), Irskoj (1: 4 500), Estoniji (1: 6 000),
Tunisu (1: 7 600), Latviji (1: 8 700), Madarskoj (1: 9 000), a niska Finskoj (1: 100 000),
Japanu (1: 125 000) i Tajlandu (1: 212 000) (1,21-23). Od zemalja bivse Jugoslavije smatra
sedajenajvisa incidencija PKU u Sloveniji (1: 8 000) (24).

I. 3. Biohemijske kar akteristike i metabolizam fenilalanina

Fenilalanin (phe) je esencijalna aminokiselina koja je neophodna za endogenu sintezu
proteina (25). Pripada grupi o aminokiselina i ima hemijsku formulu
CsHsCH,CH(NH2)COOH (dlika | 1.). Prirodni oblik fenilalnina je L oblik, koji se nalazi u
hrani, dok se D phe sintetise u laboratorijama. Pod pojmom LD phe podrazumeva se
meSavina ova dva oblika fenilalnina koji se u komercijalne svrhe koristi zbog mogucih

antidepresivnih svojstava.

12
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OH
NH-

Sikal 1. Biohemijska struktura fenilalanina

Koncentracija phe u krvi zavisi od unosa proteina putem hrane, recikliranja iz depoa

aminokiselina, integracije u tkivne proteine i oksidacije u tirozin (tyr). Za katabolizam

fenilanina ngjvaznija reakcija je hidroksilacija, uz pomo¢ enzima fenilalanin hidroksilaze

(PAH), kada fenilalnin prelazi u tirozin. Alternativni metabolicki putevi podrazumevaju

procese transaminacije i dekarboksilacije prilikom ¢ega se nastali metaboliti izlu¢uju

mokracom (slika | 2.) (1,25). Ovi alternativni metabolicki putevi se aktiviraju pri smanjenoj

funkciji PAH.

Unos proteina hranom Endogeni pul aminokiselina

h Tiroksin
\ / Hidroksilacija w

L -Fenilalanin (phe) — L-Tirozin (tyr) —— | popPaA

PAH + BH4 uz 02 \
Dekarboksilacija
Transaminacija Fumarat

Feniletilamin Fenilpiruvat
Fenilacetoacetat / \ CO2 i H20
Fenilacetilglutamat ~ a-hidroksi fenilacetat Fenil-laktat

Legenda:PAH- fenilalanin hidroksilaza; BH4- tetrahidrobiopterin.

Sikal 2. Metabolizam fenilalanina

13
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Pretvaranje phe u tyr omoguc¢ava kompleksan sistem za hidroksilaciju koji se sastoji
od: PAH, BH4 i enzima koji imgu ulogu da regenerisu BH4 (dihidropteridin i 40-
karbinolamin dehidrataza). Nakon procesa hidroksilacije nastavlja se nekoliko vezanih
reakcija, preko fumarata, koje dovode do stvaranja ugljen dioksida i vode (1,25) (slikal 2.).
Kod bolesnika sa hiperfenilalaninemijom tirozin postaje uslovno esencijalna aminokiselina i
mora da se egzogeno nadoknaduje.

Tirozin ima vazne funkcije u organizmu. On je prekusor hormona tireoidne Zlezde
(trijod tironina i tiroksina), melatonina, neurotransmitera dopamina, norepinefrina i
epinefrina. Deficit tirozina, koji postoji kod nelecenih bolesnika sa hiperfenilalaninijom,
objasnjava nastanak jednog broja neuroloskih poremecaja (deficit neurotransmitera), kao i

svetlu boju koze, kose i o¢iju (deficit melanina) (dikal 3.) (1,25-27).

Tiroksin i trijod tironin tirozinaza
Melanin
*HyN._CO; "HsN
OH
\©\OH hidroksilaza \@( dekarbok5|laza OH
Tlrozm L-DOPA Dopamin
HO
beta hidroksilaza met|ltransferaza
Norepinefrin Epinefrin

Sikal 3. Tirozin kao prekusor hormona stitne Zlezde, melanina i neurotransmitera

| .4. Patogeneza oste¢enja centralnog nervnog sistema

| danas nije jasno S§ta je u osnovi patofizioloskog oste¢enja nervnog sistema kod
bolesnika sa fenilketonurijom. Dali je u pitanju samo toksi¢no delovanje fenilalnina na ¢elije

nervnog sistemaili su vazni i drugi ¢inioci (28) .

14
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Kod bolesnika sa fenilketonurijom koji su na vreme poceli dijetu siromasnu
fenilalninom dokazana manja kongnitivna funkcija, mada u granicama proseka, u odnosu na
zdrave osobe istog uzrasta koje ¢ine kontrolnu grupu (29-31). Teorijski bi se kongnitivna
disfunkcija kod bolesnika sa PKU mogla povezivati sa povisenim koncentracijama
fenilaanina, ali i sa snizenim koncentrcaijama tirozina. Medutim, kao S§to je poznato
koncentracija tirozina nije u korelaciji sa kongnitivnom funkcijom, a dodavanje samo
tirozina, bez restrikcije fenilalnina nece spreciti razvoj mentalne retardacije (32).

Podednjih godina se sve vise obrac¢a paZnja na procese koji se deSavaju na krvno
mozdanoj barijeri, §to nije slucajno, s obzirom da se najvazniji simptomi PKU odnose na
centralni nervni sistem (1). Transport aminokiselina kroz krvno mozdanu barijeru je
dinamican proces. Za transport dugih neutralnih aminokiselina (pored fenilalnina u ovu grupu
spadaju valin, metionin, izoleucin, leucin, tirozin, histidin, triptofan, lizin) koristi se jedan
transporter, koji je oznacen kao LATI1 (33,34). Aminokiseline se vezuju za ovaj transporter
po principu kompeticije. U visku fenilalnina, kao kod bolesnika sa hiperfenilalaninemijama,
smanjuje se trasport drugih dugih neutralnih aminokiselina (DNAK) kroz krvno mozdanu
barijeru u CNS. Istovremeno se povecava transport ovih aminokiselinaiz CNS u krv (35,36).
Dokaz 0 znataju deficita DNAK u patogenezi ove bolesti je i tg $to se njihovom oralnom
suplementacijom smanjuje koncentracija fenilalnina u mozgu, poboljsava EEG zapis |
neurofizioloski nalaz. Kod zdravih osoba sve DNAK, izuzev tirozina su esencijalne, dok kod
bolesnika sa PKU i ova aminokiselina postgje esencijalnai mora se nadoknadivati egzogenim
putem.

Bolesnici sa PKU imaju smanjenu koncentraciju dopamina, kateholamina, serotonina
i njihovih metabolita, kako u mozgu tako i u cerebrospinanom likvoru. Ovaj defict je
najverovatnije posledica njihove smanjene sinteze usled deficta DNAK, prvenstveno tirozina
i triptofana (36). Deficit dopamina dovodi do ostecenja bazalnih ganglija, tako da bolesnici sa
nelecenom PKU mogu razviti horgu, tremor i distoniju (37,38). Deficit serotonina je
odgovoran za uznemirenost i depresiju (29,39).

Snizena koncentracija DNAK, izuzev fenilanina, dovodi do smanjene sinteze
proteina u CNSu. U eksperimentima na zivotinjama dokazano je povecanje broja neaktivnih
monoribozoma, redukcija poliribozoma, smanjenje polipeptidne elongacije (40,41). Takode
je dokazano smanjeno ugradivanje leucina i lizina u celijske proteine. Smanjena sinteza
proteina u CNSu moze da objasni promene na beloj masi i Smanjenu mijelinaciju. Takode su

videne izraZzene promene na periventrikularnoj i subkortikalnoj beloj masi (36). Izgledada je
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smanjena mijelinacija posledica i poremecaja u sintezi holesterola, zbog smanjene aktivnosti
3-hidroksi-3-metil glutaril koenzim A reduktaze (HMGR) (42).

Verovatno da se ne moze u potpunosti zanemariti i direktno toksi¢no delovanje
fenilalanina u patogenezi ove bolesti. Smatra se da L fenilalnin direktno vrsi depresiju na
glutaminergicku sinapticku tramisiju preko smanjenja amplitude i ferkvencije N metil D
aspartatnin (NMDA) i ne NMDA komponentni glutamatnih receptora (GIuR) (43). Mortell i
saradnici ukazuju da u patogenezi bolesti znatajno mesto zauzima direktno delovanje

fenilalnina na propustljivost kalcijumskih kanala na membranama ¢elijama CNSa (44).

I 5. Fenillanin hidroksilaza

Fenilalanin hidroksilaza ¢oveka (hPAH, EC 1.14.16.1) je uglavnom proucavana u in
vitro sistemima, ali je predhodno pokazano da njene kineticke i fizicko-hemijske osobine
odgovaraju osobinama enzima izolovanog iz jetre coveka. Rekombinantni hPAHwt nalazi se
u obliku homodimera i homotetramera, koji su u ravnotezi. Na pH 7,0 postize optimalnu
kataliticku aktivnost, a izoelektri¢na tacka je na oko pH 5,0 (45). Molekularna tezina jedne
subjedinice iznosi oko 50 kDa (izmedu 50 i 53 kDa, u zavisnosti od fosforilacije na Ser-16) i
sastoji se od 452 aminokiseline (AK). Sastoji se od 4 subjedinice (slika | 4.). Svaka
subjedinica sastoji se iz tri domena: regulatornog (1-142 AK), katalitickog (143 - 410 AK) i
tetramerizacionog (411 - 452 AK). Regulatorni domen sadrzi standardni a-B sendvi¢ motiv,
inate uobiCajen za ova tip domena. Sa jedne strane B-ploce, koja se sastoji od Cetiri
antiparalelna lanca, nalaze se dve kratke a-spirale, a sa druge strane je kataliticki domen (46).
Kataliticki domen ima oblik korpe i sacinjen je od 14 a-spiralai 8 B-lanaca. Gvozde (Fe III)
koje je neophodno za funkcionisanje fenilalanin hidroksilaze, nalazi se u okviru aktivnog
centra katalitickog domena, koordinativno vezano za His285, His290 i Glu330. U blizini
atoma gvozda, nalaze se i mesta vezivanja supstrata (L-Phe) i kofaktora (BH4) (47-49).
Kratki tetramerizacioni domen sastoji se od dva antiparalelna B-lanca i jedne C-terminalne o-
spirale koja se preplice sa a-spiralama ostalih subjedinica (coiled-coil) formirgjuéi jezgro

tetramera.
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Sikal 4. Prikaz 4 subjedinice fenilalnin hidroksilaze

Generalno, protein se (bez obzira da li je mutiran ili ne) u svojoj zavrsnoj fazi se
»pakuje” u tercijarnu strukturu i stvargju se dimeri ili tetrameri. Samo pravilno formirana
tercijarna struktura proteina moc¢i ¢e da se spaja u dimere i tetramere. Podaci iz in vitro
analiza su pokazale da veci broj mutacija u PAH genu dovodi do premecaja u stvaranju
tercijarne strukture proteina sto vodi do njegove ubrzane degradacije i/ili agregacije (50-55).
Tako nastali tetrameri mogu biti manje termodinamicki stabilni (20,56) ili je efekat mutacija
prvenstveno usmeren na procese savijanja (57). Efekti mutacija koje imaju vise uticgja na
sposobnost savijanja nego na termodinamicku stabilnost se mogu proucavati pomocu

Seperona, $to moze imati i znacajan terapijski uticaj.

| 5.1. Regulacija aktivnosti fenilalanin hidroksilaze

Aktivnost fenilalanin hidroksilaze je tesno regulisana pomocu fenilalanina,
tetrahidrobiopterina i fosforilacije samog enzima na aminokiselini serin u poziciji 16 (Ser-
16).

Fenilalanin se za fenilalanin hidroksilazu vezuje na dva razlic¢ita mesta u katalitickom

domenu, kada ima ulogu supstrata, kao i u regulatornom domenu kada je pozitivni regulator.
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Aktivacija fenilalaninom je najznacajniji mehanizam regulacije. Vezivanje fenilalanina za
regulatorno mesto u enzimu dovodi do velikih konformacijskih promena, kako na tercijarnom
(izmestanje N-terminalne regulatorne sekvence ka aktivnom centru), tako i na kvaternernom
nivou (favorizovano formiranje tetramerne forme), sto dovodi do znacajnog povecanja
enzimske aktivnosti. Vezivanje fenilalanina za PAH favorizujei fosforilaciju (46,58,59).

Suptilnija regulacija aktivnosti PAH odvija se vezivanjem BH4 za regulatorni domen
ovog enzima. Fenilalanin hidroksilaza zauzima konformaciju u kojoj je njena aktivnost
inhibirana. U toj konformaciji, aktivacija fenilalaninom je blokirana, a fosforilacija nije
favorizovana (60,61).

Kada je koncentracija fenilalanina niska nije neophodna visoka aktivnost PAH,
vezivanje sa BH4 stabilizuje enzim u konformaciji koja je potrebna za nisku aktivnost. Kada
se koncentracija fenilalanina u hepatocitima poveca, on se vezuje za mesto u regulatornom
domenu PAH, prevazilazi inhibiciju BH4 i prevodi enzim u aktivnu konformaciju.
Fosforilisana i defosforilisana forma PAH, predstavljgu inaktivna stanja, a veca
koncentracija fenilaanina je potrebna za aktivaciju fenilalanin hidroksilaze u slucaju
defosforilisane forme u odnosu na fosforilisanu (46).

Za vetinu mutacija, kako blagih tako i teSkih po fenotipskom efektu, pokazano je da
je smanjenje ili gubitak aktivacije supstratom glavni uzrok ometanja prenosa konformacione
promene kroz strukturu enzima (58). 1z tog razloga, obi¢no se specifiéna enzimska aktivnost
in vitro meri u dve razli¢ite reakcije: prvoj, kada se enzim pre odpoc€injanja reakcije inkubira
fenilalaninom i drugoj, bez preinkubacije. Odnos specifi¢nih aktivnosti oznacava se kao

aktivacioni nivo, koji je karakteristi¢an za odredenu formu mutiranog enzima (62).

| 6. Tetrahidrobiopterin (BH4)

Tetrahidrobiopterin (BH4, (6R)-L-erithro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina) je
nekonjugovani pterin. Ova supstanca za sisare nije vitamin s obzirom da moze da se sintetise
u organizmu. Sinteza se vrsi iz guanozin trifosfata (GTP) u reakcijama koje sekvencijalno
katalizuju GTP ciklohidrolaza | (GTPCH), 6-piruvoil-tetrahidropterin sintaza (6-PTPS) i
sepiapterin reduktaza (SR). Prilikom konverzije L-fenilalanina u L-tirozin, BH4, kqji je
esencijalni kofaktor fenilalanin hidroksilaze, oksiduje se u 4a-hidroksitetrahidropterin (4a-

karbinolamin). 1z ovog jedinjenja nastgje kinonoid dihidropterin (QBH2) u reakciji koju
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katalizuje pterin 4a-karbinolamin dehidrataza (PCD). Regeneraciju BH4 iz gBH, katalizuje
dihidropteridin reduktaza (DHPR) (Slikal 5.) (27,63).

PCD 4o-karbinolamin
NAD* 3\DHPR .
1 H,0
o H
NADH + H+ NY j<n
A
HaN £ BH,

Sika | 5. Ciklus regeneracije tetrahidrobiopterina (BH4). Oznagena su dva intermedijera jedinjenja 4a-
karbinolamin i kinonoid dihidropterin (gBH,), kao i tri enzima koji ucestvuju u reakcijama: fenilalanin
hidroksilaza (PAH), pterin 4o-karbinolamin dehidrataza (PCD) i dihidropteridin reduktaza (DHPR).

Tetrahidrobiopterin imavise funkcija u organizmu. On je: kofaktor enzima fenilalanin
hidroksilaze, ali i drugih enzima (tirozin hidroksilaza i triptofan hidroksilaza); negativni
regulator aktivnosti fenilalanin hidroksilaze, hemijski $aperon fenilalanin hidroksilaze koji
stabilizuje strukturu normalnog i mutiranog enzima preko nekoliko mehanizama (videti
objasnjenja u poglavlju | 5. Fenilalanin hidroksilaza). Zbog pomenutih funkcija on je za sada
jedini medikament koji se koristi u le¢enju bolesnika sa smanjenom funkcijom fenilalanin
hidroksilaze, ukoliko se dobije pozitivan odgovor natest opterecenja BH4 (27,61-64).

Tetrahidrobiopterin (BH4) ima protektivni efekat slican Saperonskom na fenilalanin
hidroksilazu. On stabilizuje funkcionalne forme i spretava proteoliticku degradaciju
mutiranog proteina. Naime, BH4 koji se nalazi u hepatocitima ne ostgje u slobodnom obliku,
nego se vezuje za enzim PAH dovodec¢i ga u neaktivau formu Upravo taj kompleks ima
znacajnu fiziolosku ulogu u stabilizaciji kako normalnog, tako i mutiranih proteina PAH i
sprecavanju ubikvitin-zavisne degradacije (58,62,65,66). Tako, efekat BH4 na mutirani
protein PAH daje uvid u njegove biohemijske karakteristike u sistemu koji po svojim
karakteristikama najvise odgovara in vivo uslovima. Jo§ vaznije, ovakav eksperimentalni
pristup nudi moguénost identifikacije onih mutacija koje su kandidati za BH4

suplementacionu terapiju — novi pristup u lecenju fenilketonurije (66).
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| 7. Gen zafenilalnin hidroksilazu

Gen za fenilalanin hidroksilazu nalazi se na hromozomu 12, u regionu 12923.2 koji
pokriva 1.5 Mbp i sem gena za PAH obuhvata jos pet drugih gena nepoznate funkcije (67-
69). Genomska sekvenca za PAH i njeni okolni regioni prostiru se na 171,266 bp, pri ¢emu
5’UTR pokriva oko 27 Kb, a 3’ sekvenca nizvodno od poly(A) mesta u poslednjem egzonu
oko 64,5 Kb. Trinaest egzona gena za PAH c¢ine svega oko 2,88% genomske sekvence
izmedu start kodona i 3’ poly(A) signala. Naime, postoje tri poliadenilaciona signala
(AATAAA) u egzonu 13, s tim $to se treci ngj¢esée koristi. Najkra¢i egzon dug je 57 bp
(egzon 9), anajduzi 892 bp (egzon 13), pri ¢emu je srednja duzina egzona 170 bp. Svi egzoni
su kodirgjuéi, a duzina zrele iRNK je 2,4 kb. Sto se ti¢e introna, najkraéi je dug 556 bp
(intron 10), angjduzi 17,874 bp (intron2), §to dovodi do srednje duzine introna od 6,390 bp.
Ove veli¢ine su uobicajene za sisarske gene (70).

Genomska sekvenca za PAH sadrzi 40,7% GC nukleotida, $to je nesto iznad prosecne
vrednosti za tipican gen kod ¢oveka (37 - 38%). Gustina intermedijernih nizova je oko
42,2%, sto odgovara vrednosti za sisarske gene. Repetitivne DNK sekvence su prili¢no Ceste,
Sto dovodi do velike delecije i duplikacije (71). Alu ponovci se, prema kompjuterskoj
predikciji, takode nalaze u genomskoj sekvenci za PAH. U genu za PAH ima 1198 CpG
dinukleotida, koja predstavljaju potencijalna mesta rekurentne mutacije, tj. mesta na kojima
bi ista mutacija mogla nezavisno da nastane vise puta (70).

Do sada je identifikovano vise od 500 mutacija u genu za PAH koje dovode do
razvoja fenilketonurije (PKU mutacija). Sve mutacije zabelezene su u bazi podataka PAH

(http://Amww. pahdb.megill.ca). Mutacije u genu za PAH su pretezno ‘‘missense’’ tipa (63%) i

dovode do zamene amino kiselinu u proteinskoj sekvenci. Mae delecije (13%) i mutacije
koje menjaju mesto iskrgjanja introna - splajsing (11%) su relativno ceste, dok su mutacije
koje dovode do promene amino kiseline u stop kodon - “‘nonsense’” (5%) i male insercije
(1%) relativno retke (70). Ranije se smatralo da su velike delecije vrlo retke, ai je sa
primenom MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) tehnike zabelezena

njihovaveca ucestalost (oko 3%) (71).
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| 7.1. Uticaj mutacije u PAH genu na aktivnost fenilalnin hidroksilaze

Mutecije u genu za PAH dovode do poremecaja u aktivnosti fenilalanin hidroksilaze.
Medutim, nemaju sve mutacije isti efekat. Velike delecije i splgjsing mutacije, koje remete
obradu primarnog prepisa iRNK, dovode do velikih promena u primarnoj strukturi proteina i
u potpunosti onemogucavaju njegovu aktivnost. Male delecije i insercije duZine koja nije
deljiva sa 3, a pogotovo ako su na pocetku PAH gena, menjgu okvir Citanja geneticke
informacije i uzrok su sinteze potpuno izmenjenog polipetidnog lanca koji nece vrsiti
hidroksilaciju fenilalanina u tirozin. Tackasta mutacija koja dovodi do formiranja
prevremenog stop kodona onemoguéava sintezu polipeptidnog lanca. Ove mutacije,
oznacavaju se kao funkcionalno nulte mutacije (null mutacije). Sem ovih, u nulte mutacije
ubrggu se i neke ‘‘missense’’ mutacije za koje je u in vitro uslovima potvrdeno da imaju
izuzetno nisku enzimsku aktivnost, <10% (72,73).

Ostale ‘‘missense’” mutacije u manjoj ili ve¢oj meri remete strukturu i/ili katalitiCke
osobine fenilalanin hidroksilaze dovode¢i do manjeg ili veéeg poremecaja u aktivnosti
enzima. U in vitro analizama pokazano je da aktivnost mutiranih enzima PAH varira od 0%
do skoro 100% u odnosu na normalnu aktivnost PAH (55).

Do sada je dobro poznato koje mutacije od registrovanih dovode do nulte enzimske
aktivnosti.

I 8. Klini¢ka dika nelecene fenilketonurije

Klinicka dika HPA zavisi od koncentracije phe u krvi i duzine trajanja ovog
poremecaja. Svaka koncentracija fenilalanina preko 120 upmol/l se oznacava
hiperfenilalaninemijom. Klinicki simptomi bolesti se mogu javiti kada je koncentracija phe u
krvi preko 360 umol/l. Bez obzira na tip mutacije u genu za PAH i koncentracije phe u krvi
deca sa HPA se radaju bez klini¢kih simptoma. Do povisenja koncentracije phe dolazi nakon
prvih obroka, aklini¢ki simptomi pocinju da se registruju tek nakon prvih meseci zivota.

Mentalna retardacija je vodeca klinicka manifestacija nelecenih bolesnika sa HPA, a
IQ bolesnika moze biti i ispod 35. Ona pocinje da se registruje sa nekoliko meseci Zivota
gubitkom stecenih neuroloskih funkcija. Kasnije se registruju vidne promene u ponasanju i
eventualno epilepsija. Karakteristi¢ni su stereotipni pokreti, pojacani tetivni refleksi, tremor,

a jedan broj bolesnika razvija diku hemiplegije ili paraplegije koja podse¢a na cerebralnu
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paralizu. Velina bolesnika je hiperaktivna i ima mikrocefaliju. Neuroloske promene nisu
reverzibilne, zbog cega je najvaznije da se sa dijetom po¢ne jako rano, ve¢ u prvom mesecu
Zivota (1,26,74-77).

Epilepsija se javlja kod oko 25% bolesnika, a po tipu moze biti u obliku parcijalnih
napada, infantilnih spazama ili miokloni¢nih napada. EEG nalaz moze ukazivati na sporiju
aktivnost, epileptiformna praznjenja ili hipsaritmiju. Medutm, kod oko 50% bolesnika mogu
se registrovati promene na EEGu koje ne moraju uvek biti u korelaciji sa konvulzijama.
Epilepsijai promene na EEGu su reverzibilne nadijetu siromasnu fenilalaninom (1,26).

Rede, ali nekada vodeca klinicka manifestacija bolesti moze biti eksplozivno
povracanje.

Ekskrecija fenilalnina i njegovih metabolita, orto-hidroksifenilsiréetne i fenil-
pirogrozdane kiseline u urinu i znoju dovode do neprijatnog mirisa na ,, misevinu”. Promene
na kozi se manifestuju sikom ekcemaili seboroi¢nog dermatitisa. Opisane promene na kozi,
za razliku od neuroloskih promena, su reverzibilne nakon primene dijete siromasne
fenilalaninom, a verovatno su posledica sekundarnih poremecaja u metabolizmu tirozina i
triptofana kao i delovanja fenilketona. Usled poremecaja u metabolizmu tirozina mogu se
javiti smanjena pigmentacija koze i kose (1,26).

Pored mikrocefalije bolesnici mogu imati izrazenu maksilu sa Siroko razmakuntim
zubima uz hipoplaziju gledi. Nizak rast uz zastoj u razvoju takode se moze registrovati.

Veliki broj studija je pokazao da osobe sa nelec¢enom PKU imaju visu incidenciju
osteopenije. Ovaj poremecaj na kostima se moze javiti i u adolescentnom dobu kod bolesnika
koji su prestali, ili se ne pridrzavaju striktno dijete. Kod bolesnika bez dijete osteopenija se
smatra sastavnim delom klinicke slike bolesti (78,79). Osteopenija moze biti prisutna i kod
bolesnika na dijeti.

Deficit vitamina B12 kod jednog broja bolesnika sa HPA je nejverovatnije posledica
hipoproteinske dijete, a nacesc¢e se registruje kada bolesnici odluce na prestanak unosa
mesavine aminokiselina bez fenilalaning, a i dalje se pridrzavaju smanjenog unosa proteina
(80).

| 9. Podela hiperfenilalninemija

Postoji vise podela hiperfenilalninemija. Podela se moZe izvrSiti u odnosu na

koncentraciju fenilalanina pre pocetka terapije i u odnosu na toleranciju fenilalanina.
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Tolerancija predstavlja najvecu koli¢inu unetog fenilalnina kojim se odrzava koncentracija
phe u krvi u normalnim vrednostima. Blazi oblici HPA imaju vecu toleranciju fenilalanina.

Postoji velika razlika u toleranciji fenilalnina izmedu bolesnika sa HPA. Za dva
ekstremna oblika HPA se smatrgju fenilketonurija (PKU) i blaga hiperfenilalaninemija
(MHPA). Bolesnici sa PKU zahtevaju maksimalnu restrikciju phe u hrani, dok bolesnici sa
MHPA ne zahtevaju restrikciju phe (81). Postoje razlike u misljenju koja je ngniza
koncentracija fenilalnina u krvi pri kojoj treba zapoceti dijetu (videti poglavlje | 12.1Terapija
dijetom) (82).

Inicijalnu klasifikaciju HPA predlozili su Kaylaap i saradnici 1997. godine (83). Do
klasfikacije su dosli analizom korelacije izmedu mutacije u genu za PAH i fenotipa
bolesnika. Studija je koristila podatke 365 bolesnika koji su imali 73 razlic¢ite mutacije.
Andliziran je efekat 48, pretezno ,,missense” mutacija, i na 0Snovu toga je izvrsena podela u
tri grupe:

1) Fenilketonurija (PKU), natezi je oblik HPA. Koncentracija phe u plazmi

nele¢enih bolesnika ili bolesnika pre pocetka leCenja iznosi 1000 umol/l i vise, a

tolerancija phe nikad ne prelazi 500 mg dnevno. Neleceni bolesnici su u velikom

riziku darazviju tezak neuroloski deficit.

2.) Ne PKU hiperfenilalaninemija (ne-PKU HPA) podrazumeva da je pri normalnoj

ishrani koncentracija phe krvi iznad 120 umol/l, ali uvek ispod 1000 umol/l. Ove

osobe imaju manji rizik da razviju mentalnu retardaciju u odnosu na bolesnike sa

PKU.

3.) Varijantna PKU obuhvata osobe koje ne pripadaju ni jednoj ni drugoj kategoriji, tj.

nal aze se izmedu dve kategorije.

Od analiziranih 48 mutacija za 24 je zakljuceno da uzrokuje PKU, 10 ne-PKU HPA, a
3 pripadaju grupi varijanta PKU. Za 11 mutacija utvrdeno je da imaju nestalan efekat; 9 se
mogu naci u razli¢itim fenotipskim grupama, a dve su se vidale u sve tri fenotipske grupe.
Zakljuceno je davecina mutacija u PAH genu ima stalni i nepromenljivi efekat nafenotip i da
se on moze predvideti na osnovu in vitro analiza. Kod manjeg broja mutacija je utvrdena
inkonzistencijaizmedu in vitro i in vivo efekta, sto je ukazuje da na fenotip HPA uticu i drugi
faktori osim same mutacije u PAH lokusu.

Guldberg i saradnici 1998. godine su analizirali mutacije u genu za PAH kod 686
bolesnika sa HPA iz 7 Evropskih centara (72) i predlozili podelu HPA na 4 kategorije:
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1) Klasi¢nu fenilketonuriju (cPKU), koja podrazumeva kompletan deficit aktivnosti
PAH. Obolele osobe sa 250 - 350 mg fenilalanina unetim iz hrane u toku dana
odrzavaju koncentraciju fenilalanina u krvi do 300 pmol/l. Bez restrikcije fenilalnina
vecina ovih osoba razvice teSku ireverzibilnu mentalnu retardaciju.

2.) Srednje tesku fenilketonuriju (MPKU). Obolele osobe tolerisu 350 - 400 mg
fenilalnina dnevno.

3.) Blagu fenilketonuriju (MPKU), obolele osobe tolerisu 400 - 600mg fenilalnina
dnevno i

4.) Blagu hiperfenilelninemiju (MHPA) kada obolele osobe na normalnoj ishrani imaju

koncentraciju fenilalninaispod 600 umol/1.

Waisbern i saradnici 2007. godine (84) smatraju za najprihvatljiviju podelom na
klasi¢nu fenilketonuriju (koncentracije phe u krvi preko 1200 pmol/l), blagu fenilketonuriju
(koncentracije phe izmedu 600 i 1200 pmol/l) i ne PKU hiperfenilalninemiju (koncentracija
pheizmedu 1201 599 pmol/l).

I 10. Genotipsko fenotipska korelacija

Kod bolesnika sa PKU fenotip se moze posmatrati sa vise aspekata (85):

-Klini¢ki fenotip podrazumeva intelektualni deficit i drugi navedeni klini¢ki znaci bolesti ili
toleranciju fenilalanina.

-Metabolicki fenotip podrazumeva koncentraciju fenilalanina u krvi nelecenih bolesnika ili
bolesnika pre pocetka lecenja.

-Enzimski fenotip  oznatava rezidualnu enzimsku aktivnost, odnosno stepen PAH
deficijencije.

Opisani fenotipovi su medusobno povezani: enzimski fenotip determinise metabolicki
fenotip dok metabolicki fenotip determinise klinic¢ki fenotip. Sva tri fenotipa mogu se menjati
terapijom; klinicki i metabolicki putem dijete a enzimski, kod jednog broja bolesnika,
primenom BH4.

Zschocke, 2008. godine (86) daje svoj doprinos u razumevanju genotipsko fenotipske
korelacije u urodenim bolestima metabolizma, pa i kod smanjene funkcije PAH. On smatra
da uticaj na enzimski i metabolicki fenotip ima i medusobni odnos mutacija na obe genske

kopije. Pokazano je da homozigoti ili slozeni heterozigoti za null mutacije uvek dovode do
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nulte enzimske aktivnosti. S druge strane enzimski fenotip slozenih heterozigota sa jednom
null i jednom blazom mutaciju dovodi do enzimske aktivnosti koja je uslovljena blazom
mutacijom (funkcionalna hemizogotnost). Kod dece sa HPA jos uvek se odluka oko terapije
donosi na osnovu metabolickog fenotipa, ali je genotipa znatajna u predikciji terapijskog
odgovora na BH4.

Treba imati u vidu da fenotip HPA nije tako jednostavan i da na njega uti¢u brojni
faktori koji doprinose kompleksnosti citavog problema. Kao Sto je poznato, mentalna
retardacija je najvaznija klinicka karakteristika bolesnika sa nelecenom PKU (Klini¢ki,
odnosno kongintivni fenotip). Skorija ispitivanja su pokazala da jedan broj nelecenih
bolesnika, i kada su u srodstvu, saidenti¢nim genotipom mogu imati razliciti fenotip. U grupi
sa istim genotipom opisuju se mentalno ocuvane osobe, ali i osobe sa razliCitim stepenom
mentalne retardacije. Interesantno je i da osobe mogu imati razli¢iti klinicki fenotip a isti
metabolicki fenotip, Sto se verovatno moze objasniti razlikom u funkciji krvno mozdane
barijere ili metabolizmom slobodnog fenilalanina u mozgu. Verovatno je da uticaj na klinicki
fenotip ima i genotip t] geneticka kontrola supstanci koje su neophodne za transport
fenilalanina u mozak (87,88). Dokaz da transport fenilalnina kroz krvno mozdanu barijeru
ima uticgja na klini¢ki fenotip kod bolesnika sa istim metabolickim fenotipom dat je jos
1998. godine (89) Nuklearna magnetna spetroskopija glave je radena kod Cetiri bolesnika koji
nikad nisu bili na terapiji, a ¢ija je koncentracija fenilalnina u krvi iznosila preko 1200
pumol/l. Dva bolesnika su bila retardirana a druga dva su bila normalne inteligencije. Kod dva
mentalno retardirana bolesnika metoda spektroskopije pokazala je visoke koncentracije
fenilalanina u mozdanom tkivu, dok je kod dva bolesnika sa normalnom inteligencijom ova
koncentracija bila normalna. Razlika u degradaciji fenilalnina putem procesa transaminacije,
kada je proces hidroksilacije poremecen, je moguée objasnjenje zasto dve osobe u srodstvu
sa istom mutacijom u PAH genu imaju razlicitu toleranciju fenilalanina. Objasnjenje za
razliku u toleranciji kod osoba sa istim genotipom mogu biti i varijacije u nosatima koji
obezbeduju ulazak aminokiselina, pa i fenilalnina, u jetru gde se vrsi njiova razgradnja
(87,88). Pominje se mogucnost da kod nekih osoba sa visokim koncentracijama fenilalanina u
krvi postoje modifikatorni geni koji u nagjranijem detinjstvu ,,stite” mozak od ostecenja.
Priroda ovih gena nije poznata (90)

Nutrigenetika izucava uticaj varijacija u pojedinanim genima na sklonost
(susceptibilnost) ka poremecajima i bolestima koje su povezane sa ishranom, a nutrigenomika

se bavi interakcijom genoma i nutrijenata, odnosno uticajem ishrane na aktivnost gena. Uticgj
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dijete na gensku ekspresiju se moze odredivati: prema produkciji iIRNK (transkriptomika),
merenjem proteina kao produkta gena (proteomika) i merenjem metabolita (metabolomika),
kao naprimer fenilalnina kod bolesnika na dijeti koji imaju mutaciju u PAH genu (91,92).
Veliki doprinos u razumevanju ovih nau¢nih disciplina je dobijen pra¢enjem bolesnika sa

fenilketonurijom (93).

| 10.1. Odgovor na terapiju tetrahidrobiopterinom

Odgovor na terapiju sa BH4 nije samo vazan zbog moguceg terapijskog efekta i
liberalnije dijete, ve¢ moze biti zna¢ajan za objasnjenje genetickih pravila koja se vezuju za
uticaje mutacija sa vecom enzimskom aktivnosti u odnosu na mutacije sa manjom
enzimskom aktivnosti (86).

Prvi put je 1999. godine pokazano da je kod nekih bolesnika sa hiperfenilal ninemijom
(mutacija u PAH genu) primena BH4 dovela do znafajnog smanjenja koncentracije
feniladanina u krvi dok su bili na normalnoj ishrani (94). Do tada je upotreba BH4 u terapiji
bila ogranicena samo na pacijente sa BH4 deficijencijom (95). Nakon ovog i drugih
prijavljenih slucajeva (96-98), istrazivanja su usmerena ka otkrivanju mehanizama pomocu
kojih BH4 dovodi do snizavanja koncentracije fenilalanina u krvi pacijenata sa mutacijama u
genu za PAH. (58). Pokazano je da tetrahidrobiopterin, inace, kao sto je receno, esencijalni
kofaktor i regulator aktivnosti fenilalanin hidroksilaze, ima i ulogu sli¢nu Seperonskoj na
stabilizaciju aberantnih ali funkcionalnih formi enzima PAH. Stite¢i polipeptide od
degradacije, BH4 povecava koli¢inu funkcionalnih proteina i tako omogucava razgradnju
fenilalanina (66). 1z tog razloga, znatajan fizioloski efekat tetrahidrobiopterina se moze
oc¢ekivati kod pacijenata kod kojih mutacije u genu za PAH dovode do delimi¢no aktivnih
enzima

Rezidua na enzimska aktivnost, a samim tim i odgovor na BH4 terapiju se objasnjava
stabilizacijom mutiranog proteina. Po definiciji null mutacija nikad nije udruzena sa
odgovorom na BH4. Kao sto je ve¢ re¢eno missense mutacije mogu dovesti do nulte, a druge
mogu da ostvare izvesnu enzimsku aktivnost. Za neke bolesnike koji su homozigoti za
mutacije sa rezidulanom enzimskom aktivnoséi i funkcionalni hemizigoti (Slozeni
heterozigoti sajednom null i jednom ne null mutacijom) moze se ocekivati terapijski odgovor
na BH4 terapiju (86,96,97).
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| 11. Neonatalni skrining na fenilketonuriju

Cilj dijagnostike HPA je otkrivanje bolesti pre neuroloskih simptoma, jer su promene
na CNSu kod ovih bolesnika ireverzibilne. Neonatalni skrining program, kojim se otkriva
HPA, kongenitalni hipotireoidizam ali i druge geneticke bolesti, prvenstveno jedan broj
urodenih bolesti metabolizma, je danas sastavni deo obaveznih nacionalnih programa
zdravstvene zastite u mnogim zemljama sveta (99,100). U nasoj zemlji, za sada, obavezan je
skrining na fenilketonuriju i kongenitalni hipotireoidizam (16,101). Uzimanje uzoraka krvi
novorodencadi se u svim zemljama sprovodi izmedu 3. i 5. dana Zivota. Uzorak krvi se uzima
na posebne filter papire.

Odredivanje koncentracije fenilalnina je moguée pomocu vise analitickih
biohemijskih metoda. Guthrieva semikvantitativna metoda (13), koja je danas prestala da se
koristi u vecini zemalja, se zasniva na inhibiciji rasta bakterija na agarnoj ploi. Sto je visa
koncentracija fenilalnina okrugla zona oko stavljenog uzorka krvi je veca. Dobijene okrugle
zone se uporeduju sa standardima i na tg nacin se dolazi do priblizne koncentracije
fenilanina u krvi. lako je ovaj metod bio finansijski veoma isplativ, problemi su bili:
semikvantitativnost, moguénost da drugi metaboliti kompetituju sa fenilalninom u inhibiciji
rasta bakterijai uticgj antibiotika, koji su koriséeni u leCenju infekcije majke ili deteta, na rast
bakterija. Enzimska metoda, koris¢enjem fenilalnin dehidrogenaze spada u grupu
kvantitativnih metoda i daje mnogo preciznije informacije o koncentraciji fenilalnina (102) u
odnosu na Guthriev test. Uvodenjem tandemske masene spektrometrije, ve¢ pocetkom
devedesetih godina proslog veka pruzena je moguénost da se iz jednog uzorka krvi analizira
veliki broj metabolita. Na ovaj nafin se pored aminokiselina mogu odredivati i acil karnitini
Sto daje moguénost dijagnostike velikog broja urodenih bolesti metabolizma (103-105). Ovagj
metod se danas koristi u gotovo svim zemljama zapadne Evrope i SAD. U centralnoj Srbiji
do 2007. godine koncentracija fenillanina odredivana je Guthrievim testom, a nakon toga
enzimskom metodom.

Treba imati u vidu da povisena koncentracija fenilalnina u krvi koja se dobija bilo
kojom metodom skrininga ne ukazuje obavezno na smanjenu funkciju enzima fenilalnin
hidroksilaze kao posledice mutacije u genu. Svaki nalaz koncentracije fenilalnina iznad 180
umol/l zahteva ponavljanje ovog nalaza, a tek tada nastavak ispitivanja i postavljanje
dijagnoze (106). Povisene koncentracije fenilalnina se mogu javiti kod prevremeno rodene

dece, kod dece sa povisenim katabolizmom (naprimer kriti¢no bolesne novorodencadi) i kod
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totalne parenteralne ishrane. U ovim situacijama potrebno je odrediti sve aminokiseline u
krvi, koje su u pomenutim stanjima takode povecane. Poznato je da kod sve novorodencadi
koja su rodena pre 33. nedelje gestacije skrining treba ponoviti posle 14 dana (99).

lako je deficit BH4 biopterina (poremecaj u njegovoj sintezi ili recikliranju) uzrok
povisenja koncentracije fenilalnina kod svega 2% bolesnika sa hiperfenilalaninemijom, kada
se utvrdi povisena koncentracija fenilalanina savetuje se odredivanje dihidropteridin
reduktaze u eritrocitima i pterina u mokraci. Ako se dokaze poremecaj u metabolizmu
biopterina uz dijetu siromasnu fenilalninom treba odmah poceti terapiju sa BH4 i

prekusorima neurotransmitera (107).

| 12. Terapijafenilketonurije

| 12.1. Terapija dijetom

Za sada se ngjbolji terapijski efekti u lecenju fenilketonurije postizu primenom dijete.
Dijeta podrazumeva smanjeni unos fenilalnina, ali dovoljan unos drugih aminokiselina i
proteina uopste, u cilju obezbedivanja normalnog rasta i razvoja i Sazrevanja mozga. Prvi
pokusaji dijetetskog rezima dali su Bickel i saradnici 1953. godine. Oni su predlagali da se
kiselom hidrolizom kazein oslobodi fenilalnina i da se primeni oralno aktivni ugalj sa ciljem
da se odstrani eventualni ,,viSak” fenilalnina (12). Danas se dijeta zasniva na mesavini
aminokiselina bez fenilalnina dok se minimalne koli¢ine phe unose putem prirodnih proteina.
Dokazano je da su rezultati lecenja dijetom kod novorodencadi i odoj¢adi sa fenilketonurijom
bolji kada je izvor prirodnih proteina maj¢ino mleko, a ne adaptirane mle¢ne formule (108).
U kasnijem uzrastu izvori fenilalnina su voce i povrée koji imgju manji sadrzaj proteina u
odnosu na meso, jgja, mleko, proizvode od mleka i zitarice. Posle prve godine zivota od
velike pomoci u ishrani su niskoproteinski fabricki napravljeni preparati kao Stu su: brasno,
mleko, jgja u prahu i testenine. Danasnji je stav da dijeta treba da bude dozivotna (109,110).
Dobro kontrolisane studije su pokazale signifikatnu razliku u inteligenciji kod dece i
neuroloskim funkcijama kod odraslih izmedu osoba koji su prekinuli dijetu u odnosu na one
koji su ostali na dijeti pose adolescentnog uzrasta (111). Posebno je vazno da se Zene u toku
trudnoce striktno pridrzavaju dijete, jer u protivnom moze do¢i do teSkih kongenitalnih

anomalija ploda (99,112)
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Ne postoji jedinstven internacionalni stav pri kojoj koncentraciji fenilalnina u krvi
treba poceti dijetu ni koje su maksimalne koncentracije fenilalnina u krvi dozvoljene u
odnosu na uzrast (tabelal 2.) (99,110,113,114) Za sada jedina saglasnost postoji da dijeta u

trudno¢i mora biti veoma stroga.

Tabela | 2. Preporuke za uvodenje dijete siromasne fenilalninom

Uzrast Engleska** Nemacka ** Francuska ** SAD **
Novorodence * >400 >600 >600 >600
2.meseca-10 120-360 40-240 120-360 120-360
godina

10-12 godina <480 <600 <900 120-360
12-20 godina <480 <600 <900 120-600

> 20 godina <700 <1200 <900 120-900
Trudnoca 120-360 120-360 120-360 120-360

Legenda: *Odnosi se na uzrast kada se dobiju rezultati neonatalnog skringa i na koncentracije pri kojima se
pojedine zemlje odlu¢uju na pocetak dijete; ** Preporuke za maksimalne dozvoljene koncentracije fenilalnina u

pojedinim zemljama Evrope a koncentracija fenilalnina je izrazena u pmol/l

Dnevni unos fenilalnina je individualan za svakog bolesnika i oznatava se kao
tolerancija (72,115,116). Toleranicja phe podrazumeva maksimalni dnevni unos fenilalnina
koji odrzava koncentracije fenilalnina u krvi od 120 - 360 pmol/l. Prema Van Spronsenu (28),
individual na tolerancija phe se moze odrediti ve¢ u uzrastu od 2 godine.

Kada se prekoraci dozvoljeni unos fenilalanina do¢i ¢e do njegovog povecanja u krvi,
asamimtim i u cerebrospinalnom likvoru i mozgu. Ove situacije su ¢este u Skolskom uzrastu
kada deca nisu stalno pod kontrolom roditelja, aimaju zelju da se ni po ¢emu ne razlikuju od
svojih vrsnjaka, pa ni po nacinu ishrane. Manji unos proteina ili energetski najaktivnijih
satojaka hrane (kao Sto su masti i ugljeni hidrati) dovode do povecanog katabolizma i
endogene produkcije fenilalnina. Ovo se desava i u toku infekcija i trauma zbog cega
bolesnici u tim situacijama treba da unesu manje fenilalnina nego obicno, ali i da poveéaju
unos masti i ugljenih hidrata. Kod Zena u toku menstrualnog ciklusa takode se menja nivo

fenilalanina u plazmi, a nagjvisi je u toku lutealne faze (117).
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| 12.1.1 Test opter e¢anja fenilalninom

Do pre 10 godina svakom bolesniku sa povisenom koncentracijom fenilalanina raden
je test opteretenja fenilalninom, kojim su se dobijali podaci kolike su maksimalne
koncentracije fenilalnina u krvi pri neograni¢enom unosu proteina. Ovagj test se radio tako sto
se bolesniku omoguéi neograni¢en unos fenilalnina iz prirodnih proteina ili se radio test
opterecenja sa 180 mg/kg phe iz posebnih, vestacki napravljenih preparata. Danas se ovaj test
koristi samo kod bolesnika kod kojih nije sigurno da li treba zapoceti dijetu ili ne. To su
bolesnici kod koji se skriningom dobiju koncentracije fenilalnina izmedu 360 umol/l i 600
umol/I (118).

| 12.1.2 I'shod terapije dijetom

Normalan rast i razvoj je pokazatelj adekvatnog sprovodenja dijete i dobre
metabolicke kontrole. Evaluacija razvojnih koli¢nika (QR, IQ) su najbolji pokazatelj dobre
metabolicke kontrole. Za dobro sprovodenu dijetu ocekuje se da 1Q skor bude 101+ 11 (119).
Metabolicka kontrola putem dijete je osnova za normalan intelektualni razvoj ovih bolesnika
Dozivotna terapija dijetom je esencijalna za dobru metabolicku kontrolu i normalan rast ovih
osoba. Ako pacijent ne unese dovoljno i ne rasporedi dobro unos mesavina aminokiselina u
toku dana, ne samo da postoji opasnost od povecanja koncentracije fenilalnina zbog
pojacanog katabolizma, ve¢ bolesniku preti i poremecaj u rastu zbog energetsko proteinske
malnutricije. Koli¢ina dnevnog unosa formula zavisi od dozvoljene koli¢ine prirodnih
proteina, pri cemu treba obezbediti i dovoljan unos energije. Inace, za decu sa PKU koja su
mlada od 2 godine savetuje se unos proteina od najmanje 3g/kg, a posle druge godine 2g/kg
(86,112). Razlog za ovu preporuku (veéi unos proteina u odnosu na zdravu decu) je $to kada
se ngjveci unos proteina obezbeduje iz meSavina aminokiselina, dolazi do brze apsorpcije

aminokiselina sto dovodi do smanjene sinteze proteina (120,121) .

| 12.1.3 Dijeta siromasna fenilalninom u trudnoéi (mater nalna fenilketonurija)

S obzirom na to da podedice lose kontrolisane dijete u trudno¢i mogu biti
porazavaju¢e za plod uveden je pojam maternalna fenilketonurija. Problemi maternalne
fenilketonurije nastaju zbog teratogenog delovanja fenilalnina na plod. U zavisnosti od

koncentracije fenilalnina i duzine trajanja ovog poremecaja kod trudnice (a samim tim i
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ploda) moguce su brojne kongenitalne malformacije, a ngj¢es¢e su: mikrocefalija, urodene
Sr¢ane mane, intrauterini zastoj u rastu, a kasnije se mogu javiti teSkoc¢e u ucenju (112).
Koncentracija phe u krvi fetusa je oko 1,5 do 2 puta ve¢a u odnosu na krv trudnice. Ovo je
razlog zasto u trudnodi treba teziti $to niZzim koncentracijama fenilalnina od oko 120 umol/I,
pai nize (109). Treba imati u vidu da je kritican period za razvoj fetalnog nervog sistemima
izmedu 5. i 8. nedelje gestacije. Velika kolaborativna studija je pokazala da su normalan
intelektualni razvoj pokazala deca maki sa fenilketonurijom kada su koncentracije
fenilalnina u krvi trudnice bili ispod 600 umol/l do desete nedelje trudnoc¢e (122). Ovakvu
metabolicku kontrolu nije lako posti¢i i potrebni su obi¢no vanredni napori trudnice. Jedan od
problemajei tg sto zbog specifi¢nosti trudnoce Zene ¢esto nisu u stanju da popiju dovoljnu
koli¢inu mesavine aminokiselina, paje nekad potrebno plasirati gastrostomu ili nazogastri¢nu
sondu (123).

| 12.2 Druge ter apij ske moguénosti

| 12.2.1 Tetrahidrobiopterin (BH4)

Kao §to je ve¢ reCeno BH4 ima ulogu kofaktora fenialanin hidroksilaze. Zasti¢eno
ime leka je Kuvan® i u pitanju je sintetska kopija H4 biopterina (BH4). On deluje tako $to
povecava afinitet PAH za phe putem stabilizacije tercijarne strukture ovog enzima. Od pre
nekoliko godina dokazano je da kod nekih bolesnika sa smanjenom aktivnosti PAH, BH4
moze da poveca aktivnost ovog enzima, a Samim tim i toleranciju fenilalanina. Ova terapija
moze za oko 30% da smanji koncentraciju fenilalnina. Kako je do sada pokazano dobar
terapijski odgovor ima samo jedan broj bolesnika sa mPKU (96,124,125) Pacijenti kod kojih
BH4 smanjuje koncentraciju fenilalnina u krvi (Cesto se koristi engleski naziv ,,responder”)
mogu da povecaju dnevni unos fenilalanina za oko 500 - 100 mg ili za oko 18 - 40mg /kg
telesne mase (126,127). Dnevna terapijska doza BH4 iznosi od 5 - 20mg/kg, u zavisnosti od
rezidual ne enzimske aktivnosti PAH (128). Kako se za sada pokazal o, osobe koje nisu bile na
BH4 terapiji ili nisu ucestvovale u klini¢kim studijama) su u odraslom dobu imale vecu
toleranciju fenilalanina (128). Visoka cena leka za sada predstavlja problem u mnogim
zemljama svetai prepreka je za njegovu primenu. U vecdini zemlja Evrope i SAD bolesnici sa

mPKU primaju Kuvan®, ako je dokazan pozitivan terapijski odgovor.
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| 12.2.2. Duge neutralne aminokiseline (DNAK)

Saznanje za kompeticiju DNAK (videti poglavlje | 4. Patogeneza ostecenja centralnog
nervnog sistema) sa fenilalninom za specifi¢ne nosace koji su neophodni za njihov transport
kroz sluznicu gastrointestinalnog trakta u krv i kroz krvno mozdanu barijeru otvorilo je nove
terapijske mogucnosti za bolesnike sa PKU. Kao $to je ve¢ reCeno, s obzirom da je
kompeticija zavisana od koncentracije, kod bolesnika sa visokim koncentracijama phe ova
aminokiselina ¢e biti u apsolutnoj prednosti prilikom vezivanja za nosa¢ u odnosu na ostale
DNAK. Dodavanje drugih DNAK pacijentima sa PKU smanjuje se prolazak fenilalnina kroz
krvno mozdanu barijeru kako je pokazano kvantitativhom spektroskopskom metodom
pomocu nuklearne magnetne rezonacije mozga (129). Kada se bolesnicima obezbedi 250 -
500 mg preparata DNAK, dolazi do smanjenja koncentracije fenilalnina u krvi za 25 - 39%.
Ovo je dobar nacin za smanjenje koncentracije fenilalnina kod bolesnika koji teze sprovode
ili ne podnose dijetu, ne koriste mesavine aminokiselina bez fenilalnina, a imaju visoku
koncentraciju fenilanina u krvi (preko 1000 pmol/l). Primena DNAK ne povecava
toleranciju fenilalnina. Uglavnom se nude odraslim osobama koji nisu otkriveni neonatalnim
skriningom, ili iz nekog drugog razloga nisu na dijeti. Ova] nacin leéenja moze donekle

popraviti i njihovu kongnitivnu funkciju (130,131).

| 12.3 Noviji terapijski pokusaji

Glikomakropeptid je protein koji se nalazu u surutki, a jedini je prirodni protein koji
ne sadrzi fenilalanin. Pored toga on sadrzi u visokoj koncentraciji netoksi¢cne DNAK kao §to
su treonin, izoleucin i valin. Sa dodatkom jos pet aminokiselina (arginin, histidin, leucin i
tirozin) moze da bude odlican i dovoljan izvor proteina za normalan rast i razvoj. Njegove
prednosti su $to je prirodni protein, prijatnog je ukusa i sa visokim sadrzajem proteina. Jo$
nije nasao klini¢ku primenu (132,133).

Genska terapija, kako se pokazalo i kod drugih urodenih bolesti metabolizma, zbog
brojnih tehnickih problema u humanoj populaciji za sada izgleda neizvodljiva (134,135). U
eksperimentima na modelu misa sa fenilketonurijom, intravaskularna aplikacija
rekombinatnog adenovirusa sa cDNK za murinu fenilalanin hidroksilazu dovela je do
prolaznog pada u koncentraciji fenilalanina u krvi sto obecava i podsti¢e dalja ispitivanja u
humanoj populaciji (136,137).
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Odli¢ni rezultati enzimske supsticione terapije (EST) bolesnika sa Gaucherovom
bolesti otvorila je novi terapijski model u lecenju urodenih bolesti metabolizma. Kod
fenilketonurije ngjvise se istrazuje primena enzima fenilalanin-amonium liaze (PAL) koji se
izdvaja iz uzoraka nekih gljiva, biljakai cianobakterija koji do energije dolazi putem procesa
fotosinteze. Ovag) enzim (PAL) u krvi pretvara fenilalnin u trans cinami¢nu kiselinu koja
zatim prelazi u benzoi¢nu kiselinu. Benzoi¢na kiselina nije toksi¢na i izlucuje se putem
mokrace. Enzim PAL je ujedno autokataliticki, tako da mu nije potreban kofaktor za
degradaciju fenilalnina (138) Smatra se da ovaj enzim moze da obavi svoju funkciju i u
crevima kada se ordinira oralnim putem. Pored PAL prave se i pokusaji infuzije proteina na

bazi fenilalnin hidroksilaze koji bi bili usmereni isklju¢ivo na target ¢elije (139).
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Il Ciljevi rada

Neonatalni skrining na fenilketonurija i rana primena dijete u cilju sprecavanja
ispoljavanja ove bolesti, su svakako najbolji primeri klinicke prevencije urodenih bolesti
metabolizma. Medutim, nije uvek lako doneti odluku da li treba primeniti dijetu siromasnu
fenilaninom. Odnos izmedu genotipa i enzimskog, metabolickog i klini¢kog fenotipa su
predmet brojnih istrazivanja. Postavlja se pitanje koliko je detekcija mutacija u PAH genu

dovoljna za donosenje odluke o terapiji.
Na osnovu prikupljenih podataka utvrdice se:

1. Incidencija hiperfenilalaninemije na nasim prostorima

2. Spektar mutacija u PAH genu nateritoriji Srbijei njihova ucetalost
Srbije

4. Koji faktor (maksimalna koncentracija fenilalninaili tolerancija fenilalning) ima veci
utica] u odredivanju kategorije hiperfenilalaleninemije.

5. Dali se na osnovu tipa mutacije kod dece sa umerenom hiperfenilalaninemijom i
umerenom fenilketonurijom moze doneti odluka o potrebi za terapijom.

6. Kaoji sufaktori bitni za dobru metabolic¢ku kontrolu kod bolesnika sa fenilketonurijom

7. Koje su mutacije u genu za PAH sa predpostavljenim pozitivnim odgovorom na BH4

terapiju
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Il Materijal i metode

11 1. Bolesnici

Za ispitivanje incidencije hiperfenilalninemije na teritoriji Srbije koris¢eni su podaci
iz medicinske dokumentacije bolesnika sa hiperfenilalaninemijom otkrivenih neonatalnim
skriningom od 2000. do 2010. godine, bez obziradali je odredena mutacija u genu za PAH. S
obzirom da je u Srbiji 98% novorocencadi obuhvaceno skrining programom, moze se
smatrati da ovi bolesnici predstavljgju i ukupan broj obolelih sa hiperfenillaninemijom na
nasoj teritoriji. Podaci 0 broju zivorodene dece u Republici Srbiji u periodu od 2000. do
2010. godine dobijeni su sa internet strane Republickog zavoda za statistiku
(http: webr zs.stat.gov.r s/'WebSite/Public/ReportResul tView.aspx).

U ostala istrazivanja ukljuCeni su bolesnici kod kojih je dijagnoza

hiperfenilalaninemije postavljena biohemijskim metodama (Institut za zdravstvenu zastitu
majke i deteta, Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢”), a potvrdena analizom DNK (Ingtitut za
molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo). Ukupno je bilo 61 bolesnika rodenih od
1974. godine do 2010. godine.

Osnovni podaci 0 bolesnicima podrazumevali su: pol, uzrast, genotip, maksimalne
koncentracije fenilalnina (za bolesnike koji su na dijeti koncentracija fenilalnina pre pocetka
dijete, a za bolesnike koji nisu na dijeti maksimalna koncentracija fenilalnina), koncentracije
fenilalnina u krvi nakon testa optere¢enja fenilalaninom, tolerancija fenilalnina, uzrast kada je
zapoceta dijeta (ako je osoba na dijeti) izrazena u danima, koncentracije fenilalnina u krvi
kao jedan od parametara metabolicke kontrole kod bolesnika na dijeti, razvojni koli¢nici na
kraju prve, druge, trece do sedme godine zivota i posle (u zavsinosti od uzrasta bolesnika),
koncentracije fenilalnina u krvi majke, prisustvo/odsustvo epilepsije, eventualna udruzenost
sadrugim bolestimai druge primedbe.

Za odredivanje maksimalnih koncentracija fenilalnina u krvi kod svih bolesnika raden
je test opterecenja sa fenilalninom, uglavnom prirodnom ishranom. Ni kod jednog bolesnika
klasfikacija tipa hiperfenilaninemije nije izvrSena na osnovu jedne koncentracije

fenilalanina
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I11 2. Biohemijske analize

Biohemijske analize koje su koris¢ene za potrebe odredivanje koncentracije phe iz
uzorka krvi na filter papiru su Guthriev test (do 2007. godine), enzimska kolorimetrijska
analiza pomo¢u aparata ,,Quantase neonatal screening assay” (od 2007. godine).

Aminoanalizatorom ,,Biochrom 30 AA+” odredivana je koncentracija fenilalninaiz plazme.

Guthriev mikriobioloski, semikvantitativni test je koris¢en za odredivanje
koncentracije fenilalnina u osusenom uzorku kapi krvi. Test se zasniva na rastu bakterija na
specijalnoj agarnoj plo¢i ako su povisene koncentracije fenilalnina, fenilpiruvata i
fenilacetata. Plo¢a se odrzava dodavanjem B-2-tienadlanina koja inhibira rast Bacillusa
subtilisa (ATCC 6051). Ako se na plocu doda mali krug filter papira sa osusenim uzorkom
krvi u kojoj je koncentracija fenilalnina povisena, doéi ¢e do rasta bakterija. Pozitivan test ¢e
biti vidljiv golim okom jer dolazi do porasta pre¢nika kruga. Veli¢ina pre¢nika kruga se
uporeduje sa standardima i na taj nacin zakljucuje o koncentraciji fenilalnina u krvi. Test je
dosta pouzdan, a najvece prednosti su sto je jednostavan i jeftin. Vise od dvadeset godina se

koristo kao metoda za odredivanje koncentracije fenilalnina u neonatalnom skriningu.

Enzimska kolorimetrijska metoda za odredivanje koncentracije L-fenilalanina u
uzorcima kapilarne krvi se zasniva na enzimski (L-fenilalanin dehidrogenaza) katalizovanoj
oksidativnoj deaminaciji L-fenilalanina u pirogrozdanu kiselinu uz istovremenu redukciju
koenzima NAD® u NADH. Koncentracija produkovanog NADH je proporcionalna
koncentraciji L-fenilalanina u krvi i odredivana je kolorimetrijski na A 570/690 nm. Kit

kori$¢en u analizi je ,,Biorad neonatal quantase kit”.

Za odredivanje koncentracije L-fenilalanin u fizioloskim uzorcima plazme koris¢ena
je metoda jonoizmenjivacke teéne hromatografije (,,Biochrom 30 Amino Acid Analyser,
Cambridge™). U cilju identifikacije i kvantifikacije ove aminokiseline ona je postkolonski
derivatizovana sa ninhidrinom. Ninhidrinski derivat L-fenilalanina je detektovan
fotometrijski na A=570,405 nm. L-fenilalanin je kvantifikovan na osnovu koncentracija

aminokiselina standardne smese metodom internog standarda (L-norleucin).
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I11 3. Testovi za procenu inteligencije

Razvojni koli¢nik je odredivan je kod psihologa u Institutu za zdravstvenu zastitu
majke i deteta, Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢”. Za procenu inteligencije koriséeni su sledeci
testovi:

1. Za decu do kragja 3. godine zivota nivo inteligencije se oznatava sa QR. Odreduje
se prema Brinnet-Lezine skali, koja je oformljena jos 1951. godine, a svaka sredina je
prilagodava svojim potrebama i u tim sredinama je uniformna. Ova skala se zasniva na
proceni motornog i mentalnog razvoja dece od 2 do 30 meseci. Ona podrazumeva ocenu
motorike, koordinacije, govorai socijalizacije. Normalne vrednosti su od 90 - 110.

2. Od 4. - 7. godine koristi se DUK (devijacioni umni koli¢nik). Precizniji je od QR.
Standardizovan je za svaku populaciju kao $to je seoska, mali grad i grad. Klasifikacija: od
20 -40 teska mentalna retardacija; od 40 - 55 umerena mentalna retardacija; od 55 - 68 laka
mental na retardacija; od 68 - 87 grani¢na inteligencija; od 84 - 90 §iri okviri proseka; preko
90 - 110 normalna; preko 110 visoka inteligencija.

3. Posle 7. godine skracenica za inteligenciju je IQ. Ona se odreduje prema
REWISCu, odnosno prema revidiranom Wescerovom testu inteligencije za decu. Revizija je
napravljena krajem osamdesetih godina proslog veka. Standardizovana je za veli¢inu mesta
razli¢itih populacija i kulturnih sredina, pai za nasu zemlju. Klasifikacija je ista kao i kod
DUK testa.

Il 4. Geneti¢ke analize

Genomska DNK je ekstrahovana iz periferne krvi na QIlAamp koloni uz pomo¢
QIAGEN proteaze za izolaciju. Metode koje su se koristile za DNK analizu u cilju detekcije
mutacija u PAH genu su sve bazirane na reakciji lancanog umnozavanja DNK (Polimerase
chain reaction — PCR). Primenjene metode su 1.) elektroforeza na gelu sa denaturisu¢em
gradijentom (skracenica: DGGE, engleski naziv: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(140); 2.) DNK sekvencioniranje; PCR-RFLP (Polimerase chain reaction - Restriction
fragment length polymorphism) i PCR-ACRS (Polimerase chain reaction - Amplification-
created restriction site).

Metoda DGGE nam samo ukazuje na prisustvo promene u okviru sekvence koja se

ispituje. Ova metoda je korisna jer omogucava da se eliminiSu one sekvence koje ne nose
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promenu i dalju analizu nastavljamo samo na onim sekvencama koje sadrze promenu. Da bi
se promena precizno identifikovala neophodno je primeniti i metode za direktnu detekciju
mutacija poput sekvenciranja, PCR-RFLP i PCR-ACRS metode.

Metoda PCR-RFLP (Polimerase chain reaction - Restriction fragment length
polymorphism) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju mutacije koja menja, t.j kreira
novo ili ukida postojece mesto prepoznavanja nekog restrikcionog enzima. PCR-RFLP
metodu Kkoris¢éena je za detekciju R408W (141), L48S, R261Q, R261X i 1VS10-11G>A
mutacije (142,143); . www.geneticahumana.lt).

Metoda PCR-ACRS (Polimerase chain reaction —Amplification-created restriction
site) je metoda koja se koristi kada ne postoji restrikcioni enzim kojim se direktno moze
detektovati mutacija. U tom dlucaju odredeno restrikciono mesto moze biti kreirano
specificnom mutagenezom pomo¢u PCR-a Jedan od prajmera koji se koristi u PCR-u
dizgniran je tako da bude komplementaran sekvenci DNK u blizini mesta gde se nalazi
mutacija, ali ne potpuno. PCR-ACRS metoda korisé¢ena je za detekciju R158Q mutacije
(144).

PCR-RFLP i PCR-ACRS se izvode u dva koraka. Prvo se PCR-om pomocéu
specifi¢nih prajmera umnozava region DNK u kojem se nalazi odredena mutacija, a zatim se
tako dobijeni fragment DNK sece odgovarajué¢im restrikcionim enzimom. Produkti digestije
analizirani su elektroforezom na agaroznom ili poliakrilamidnom gelu, a rezultati su
interpretirani u zavisnosti od toga da li restrikcioni enzim seCe ili ne seCe DNK
fragment.Napominjemo da se ove dve metode primenjuju za ciljanu detekciju ve¢ poznatih

mutacija.

Sekvenciranje DNK je radeno kitom BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready
Reaction (Applied Biosystems) kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru
(3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ova kit omogucava sekvenciranje u PCR
reakciji u kojoj se pored deoksiribonukleotida koriste i 2°,3’-dideoksiribonukleotidi (dd NTP)
(145). Ovim kitom se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj PCR reakciji umesto u Cetiri

odvojene, budu¢i da je svaki tip dd NTP obelezen drugom fluorescentnom bojom.

Za interpretaciju promena u PAH genu i PAH lokusu (PAHdDb,

http://www.pahdb.mcqgill.ca) koris¢ene su ve¢ poznate, referentne, mutacije (GenBank

accession no. AF404777).
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11 5. Statistiéke metode

Statisticka analiza je obuhvatila deskriptivne i analiticke metode. Deskriptivne mere
koris¢ene u obradi i prikazivanju podataka su bile srednje vrednosti, standardne devijacije,
frekvencijeizrazene u apsolutnim i relativnim vrednostima,

Za procenu stope incidencije fenilketonurije i fenilalaninemije korisé¢eni su podaci o
broju obolelih iz nacionalnog skrininga novorodencadi za fenilketonuriju (dokumentacija
Instituta zamajku i dete) i podaci o vitalnoj statistici Republickog zavoda za statistiku Srbije.
Standardna devijacija je koris¢ena kao mera varijabilnosti koncentracije fenilalanina u krvi i
pomocu ove vrednosti je kvantifikovana metaboli¢ka kontrola bolesti.

Utvrdivanje razlika u srednjim vrednostima (IQ, inicijalna koncentracija fenilalanina i
koncentracija u razli¢itim uzrastima, tolerancija) izmedu razli¢itih subpopulacija uzorka
vrseno je koris¢enjem t-testai ANOVA testa. Navedeni testovi su Koriséeni i u ispitivanju
genotipsko-fenotipske korelacije (uporedivanje koncentracija fenilalanina i standardnih
devijacija koncentracije fenilalanina izmedu subpopulacija utvrdenih prema tipovima
mutacija). Kada su uporedivani neparametarski podaci za obradu ovog tipa korisé¢en je Mann-
Whitney-jev test.

Pearsonov koeficijent korelacije je koris¢en da bi se ispitao medusobni odnos
inicijalnih vrednosti fenilalanina, prose¢nih koncentracija fenilalanina i standardne devijacije
koncentracije fenilalanina. Hi-kvadrat i Fisherov test su koriséeni prilikom utvrdivanja uticaja
pola, tipa mutacije i broja pikova koncentracije fenilalanina na ishod bolesti (kona¢ni
koeficijent inteligencije).

Kao nivo statisticke znacajnosti uzeta je vrednost P <0.05. Za graficke prikaze
koris¢eni su histogrami frekvencija, “pie” grafikoni.. Za analizu podataka je koris¢en
statisticki softver Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v.17.0.

I11 6. Ostale informacije

Za bolesnike sa hiperfenilalaninemijom fenotip je podrazumevao: navisa
koncentracija fenilalanina u krvi pre pocetka lecenja, za bolesnike koji nisu na dijeti najvisa
koncentracija phe u krvi, tolerancija fenilalanina i merenje razvojnog koli¢nika.

S obzirom na ve¢ pomenute brojne klasifikacije HPA, i na nepostajanje jedinstvenog

stava u podeli, mi smo se u ovoj studiji opredelili za podelu na:
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1). klasi¢ni fenilketonuriju (CPKU) — bazalna koncentracija phe > 1200 pumol/l; tolerancija
phe <20 mg/kg/dnevno — dnevna tolerancija phe 250 - 350 mg/dnevno),

2)srednje tesku fenilketonuriju (mMPKU) — bazalna koncentracija phe 600 - 1200 pumol/l;
tolerancija phe 20 — 25 mg/kg/dnevno, $to odgovara unosu od 350 - 600 mg phe za dan),

3) blaga hiperfenilalaninemija (MHP) — bazalna koncentracija phe <600 umol/l; tolerancija
phe >25 mg/kg — §to odgovara unosu phe > 600 mg dnevno) (146,72,147).
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IV Rezultati ispitivanja

IV 1. Incidencija

U periodu od 2000. godine do 2010. prema podacima Republickog Zavoda za
statistiku zivorodenih je 786 776 dece. Nenatalnim skriningom otkrivena su 52 novorodena
deteta sa povisenim koncentracijama fenilalanina (koncentracija fenilalnina preko 180
umol/l; HPA). Od ovog broja 10. dece je imalo koncentraciju fenilalnina izmedu 180 i 480
umol/l (MHPA), a 42 bolesnika su stavljena na dijetu (koncentracija fenilalnina preko 480
umol/l; grupa cPKU + mPKU). Kod 20 bolesnika koncentracija fenilalnina je bila preko 1200
umol/l (cPKU).

Incidencija HPA se moze proceniti na 1: 15 130 dok je incidencija ¢cPKU 1:39 338.
Jedan broj bolesnika sa koncentracijom fenilalnina u novorodenackom uzrastu, izmedu 600 i
1200 pmol/l, je kasnije imao na testovima opterecenja i na normalnoj ishrani koncentracije
fenilalnina preko 1200 umol/I, sto ih je svrstavalo u grupu cPKU. Incidencija cPKU + mPKU
iznosi 1:18 732.

Na tabeli 1V 1. prikazani su prikazani svi relevantni podaci o bolesnicima koje smo

razmatrali u daljimistrazivanjima izuzev metabolicke kontrole
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TabelalV 1. Tabelarni prikaz osnovnih podataka bolesnika sa hiperfenilalninemijom

58 pacijenata (117/118 hromozoma) + 3 u srodstvu (redni brojevi: 251 26; 341 35; i 461 47)

Max phe (umol/l) | Phetol (mg/day) DNS | Dijagnoza neonatalnim skriningom 20-40 | TR, teska mentalnaretardacija
cPKU >1200 250 - 350 KD K asna dijagnoza, >6 meseci 40-55 | UR, umerena mentalna retardacija
mPKU 600 — 1200 350 - 600 NPD | Nisko proteinska dijeta 55-68 | LR, laka mentalnaretardacija
MHPA | =<600 => 600 LKD | Losekontrolisana dijeta 68 -84 | GlI, grani¢nainteligencija

NBD | Neopravdano bez dijete 84-90 | PI,siri okvir proseka
OBD | Opravdano bez dijete (MHP) 90 - 100| NI, normalnainteligencija
> 100 visoka inteligencija
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INICIJALI Maksimalna | oo Fenaip M| Fenotip na
Redni | PACIJENTA | | MUTACIJA | MUTACIJA | koncentracija eranc . osnovu : SKRINING
broj | DATUM 1 2 fenilalanina (;]egl'ﬁg'lgﬁ) k‘gﬁg’t*:‘j‘a'gfe tolerancije | 'Q | %PISIQ | G piaETA COL AN
RODENJA (nmol/l) ferilainina fenilalnina

M.M. IVS10+3 Nadijeti od 1. mesecado 12

1 RA0BW 720 500 mPKU mPKU 110 | NI DNS+NPD . : :
03.05.1986. A>G godine

2 P28iL P225T >1200 300 cPKU cPKU 60 |LR KD + LKD | K@snootkrivena, udrugoj godini
20.10.1987. zivota, savetovana dijeta, losa
H.R.

3 R408W R408W >1200 300 cPKU cPKU 95 NI DNS+NPD | Dijeta po¢etak drugog meseca
18.09.2001.
S.M .

4 L48S R158Q >1200 280 cPKU cPKU 85 | Pl DNS+NPD E”e‘a‘.J prvom mesecu, dobro
13.09.1995. ontrolisana prvih 5 godina
D.D.

5 IVS12+1G>A | R297H 780 520 mPKU mPKU 95 DNS Svega nekoliko meseci na dijeti
23.01.1983.

6 L48S P281L >1200 400 cPKU mPKU 5 |LR KD+Npp | Dietasa6goding umerena
17.09.1994. mental na retardacija, bez epi
.M.

7 L48S V177L 600 500 MHPA mPKU 95 | NI DNS+NPD | Dijetaod prvog meseca
11.01.1986.
PP

8 L48S L48S >1200 310 cPKU cPKU 775 | Gl KD+ NPD | Dijetasagodinu dana
20.12.1983.
SM.

9 L48S R408W >1200 / cPKU / 90 / DNS+NPD | Losi podaci metabolicke kontrole
07.12.1990.
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10 E390G R261X 660 650 mPKU MHPA 9 | NI KD+LkD | Diietaod 1. godine, svegaoko
09.10.1994. gOdI nu dana
M.D.

11 RA408W R252Q >1200 280 cPKU cPKU 35 TR KD+NPD | Otkriven posle 20. meseca
07.08.1992.
RI.

12 R261Q Sl6fs >1200 300 cPKU cPKU 92 NI DNS+NPD | Nadijeti od 1,5 meseci
15.02.1987.
PK. DNS+NPD

13 E390G R158Q 540 700 MHPA MHPA 100 | NI Na dijeti do 3. meseca
21.04.2000. +OBD
SM.

14 RA08W P225T >1200 280 cPKU cPKU 100 | NI DNS+NPD | Nadijeti od prvog meseca
02.04.1990.
SM. DNS+NPD | _ _

15 R261Q 1306V 720 750 mPKU MHPA 110 NI Dijeta samo prvih 5 meseci
05.08.1986. +OBD
M. Dijeta sa 4 meseca, lose

16 L48S R261Q >1200 300 cPKU cPKU 50 UR DNS+LKD !
15.02.1993. sprovodena, RPM, epi
O.V. DNS+

17 R408W E390G >1200 400 cPKU mPKU 80 Gl NPD + Dijeta sa 3 meseca do 3,5 godine
20.01.1988. NBD
Al DNS +

18 L48S R158Q >1200 300 cPKU cPKU 90 NI Dijeta prvi mesec
25.06.1996. NPD

19 L48S RAOBW >1200 300 cPKU CPKU g1 |al DNS+ Dijeta u prvom mesecu, dobra do
18.10.1992. LKD oko 3. gOdI ne

0 | PV P28IL IVSI2 2460 320 cPKU CPKU 98 | NI DNS+ Dijeta prvi mesec
07.06.2000. +1G>A NPD Jetap
N.J. Kasno zapoceta dijeta u 20

21 L48S P281L >1500 350 cPKU cPKU 60 LR KD + NPD :
28.09.1981. mesecu
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TK.

22 P281L P281L >1200 340 cPKU cPKU 8O- R KD + NPD | Dijetasa 13 meseci, epi
01.06.2001. 35
RA. DNS + .

23 R111X R111X >1200 290 cPKU cPKU 100 | NI Dijetaod 1. meseca
30.05.1989. NPD
B.B. IVS10- , o

24 R111X >1200 300 cPKU cPKU 30 TR KD+NPD | Dijetasa 27 meseci, epi
27.09.2001. 11G>A
RD.

25 RA0SW E390G >1200 300 cPKU cPKU 95 NI KD+NPD | Nadijeti od 17 meseci
30.01.2002.
RK. DNS+

26 RA0SW E390G >1200 260 cPKU cPKU 95 NI Nadijeti od 1. meseca
15.05.2003. NPD
K.A. DNS + i

27 28.03.2003. L48S R408W >1200 350 cPKU cPKU 105 NI NPD Dijeta u prvom mesecu
SM. 1Q 45 pre dijete, dijetau 3. godini
17.04.1981. : dobra dijeta; posle dve godine

28 L48S Q20X >1200 300 cPKU cPKU 89 PI KD + NPD diete 10 74, posie 5 godina dijete

1Q 89: vrlo dobar djak u skoli

B.U.

29 L48S L48S 1180 / mPKU / 90 NI/ KD+LKD |/
18.02.1992.
KA. DNS + i

30 V177L Q20X 1200 600 mPKU MHPA 90 NI Dijeta u uzrastu od 2,5 meseca
23.03.2004. NPD
P.J. DNS+ .

31 L48S 1306V >1200 280 cPKU cPKU 110 NI Dijeta u prvom mesecu
07.02.2005. NPD
ZZ DNS + .. . .

2 R261X 1306V 600 => 600 MHPA MHPA 80 |Gl NPD + '%'é‘.*g.‘?'o "erg aprve godine,
06.05.2005. OBD roditelji prekinuli
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R.V.

33 RA0BW E300G 900 400 mPKU mPKU 75 |Gl DS + Dijeta.u prvom mesecu, losa
14.06.2005. LKD socijalnasreding, losa dijeta
K.D. Otkrivena u 5. godini, nije bilana
34 L48S S231F >1200 230 cPKU cPKU 20 TR KD + NBD L ) '
1999 dijeti
KR Otkriven u 18. mesecu nije bio na
35 L48S S231F >1200 240 cPKU cPKU 25 TR KD + NBD diieti ’
28.02.2003. Ijet
B.N. DNS + -
36 R408W R413P >2000 260 cPKU cPKU 103 NI Nadijeti od 1. meseca
07.09.2005. NPD
M.O. Dijeta od 22 meseca do 5. godine
37 L48S R408W >1200 500 cPKU mPKU 110 NI KD+ NPD | . - )
10.12.1974. i posle u trudnoci
C.D.
38 L48S L48S 700 / mPKU / / / / Nema karton
1985
D.V. DNS + N .
39 R243X R243X 1680 290 cPKU cPKU 85 Pl Dijeta prvi mesec, losa
06.02.2007. LKD
V.M. RPM, bez dijete, hraniteljska
40 L48S 1306V 1080 210- 610 mPKU mPKU 35 TR KD + NBD | porodica, moguci drugi uzroci
03.06.2005. mental ne ratardacije
J.S. DNS +
41 L48S R408W >1200 350 cPKU cPKU 102 NI Dijeta u prvom mesecu
14.04.2008. NPD
SN. DNS+
42 L48S P225T 2400 280 cPKU cPKU 100 NI Dijeta u prvom mesecu
20.04.2007. NPD
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SE. DNS + Dijetau 1. mesecu, lose se
43 L48S L48S >1200 330 cPKU cPKU 80 Gl LKD sprovodi. Majka L48S/L48S, phe
03.01.2008. 1200; bez dijete; 1Q 80
a4 RN RA0SW V177L 760 550 mPKU mPKU 9%\ DNS+ Dijeta prvi mesec
06.08.2007. 100 NPD Jeap
45 SL. P281L E390G 1200 400 mPKU mPKU % N DNS+ Dijeta prvi mesec
10.12.2007. 100 NPD
JS. " . ;
46 L48S L48S 1200 400 mPKU mPKU 110 | NI DNS + Dijetau 11. mesecu; unos phe
16.03.2007 NPD do 600mg, 1Q bez promena
JL. DNS Dijetau 11. mesecu; unos phei
47 16.08.2007. L48S L48S 1200 400 mPKU mPKU 115 | NI TNPD do 600mg, 10 bez promena
CE. o
48 L48S L48S 1200 450 mPKU mPKU 85 Pl Bg? Bez dijete (1Q odreden u 15.
14.05.2007. mesecu)
b.G. Dijeta u prvom mesecu, socijalno
DNS + zapusteni, losa dijeta, phe majke
17.08.2008.
49 L48S R158Q >1200 300 cPKU cPKU 875 | Pl LKD 780-L.488/L 485, nikad nadijeti,
IQ majke 80
SN. DNS + i
50 RA08SW 1306V 1440 350 cPKU cPKU 100 | NI Dijetasa 2 meseca
22.09.2007. NPD
51 RA0SW A403V 420 => 600 MHPA MHPA 90 NI Bez dijete
15.03.2009. a OBD
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M-M. DNS + y .
52 1306V P416Q 780 => 600 mPKU MHPA 9%\ NPD + Dijetado 5. meseca kada je
03.04.20009. 100 OBD uraden test opterecenja
M.L. IVS10-11 DNS + .
53 7 042010 GoA Y414C >1200 280 cPKU cPKU 95 NI NPD Dijeta u prvom mesecu
VF DNS + i
54 08.10.2010 L48S L48S 900 550 mPKU mPKU 100 NI NPD Dijeta u prvom mesecu
M DNS + i o
55 13.11.2010 L48S V177M 300 => 600 MHPA MHPA 100 NI OBD Nije na dijeti
S DNS + N
56 02.05.2011 L48S R408W >1200 300 cPKU cPKU 975 | NI NPD Dijeta u prvom mesecu
Vi DNS +
57 40.08.2011 L48S RA0SW >1200 340 cPKU cPKU 100 | NI NPD Dijeta u prvom mesecu
A.U.
58 2011 L48S L48S 540 MHPA MHPA / 95 /DNS /Dijeta u prvom mesecu
LV DNS +
59 18.06.2009 Y414C L213P >1200 260 cPKU cPKU 100 | NI NPD Dijeta od 20. dana zivota
Sz Majka pacijenta pod rednim
60 L48S L48S >1200 >600 cPKU MHPA 84 Gl KD+NBD .
1987 brojem 43
oM. Majka pacijenta pod rednim
61 L48S L48S >1200 >600 cPKU MHPA 825 | Gl KD+NBD .
1990 brojem 49
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IV 2. Pol

Od ukupnog broja (61) analiziranih bolesnika 30 je zenskog pola, a 31 muskog pola.

m muski pol

® Zenski pol

SikalV 1. Distribucija bolesnika po polu

1V. 3 Uzrast bolesnika

Analizirani bolesnici su rodeni u periodu od 1974. godine do 2011. godine. Samo
jedna bolesnica je rodena pre 1983. godine, odnosno pre zvani¢nog pocetka skrininga na
teritoriji Srbije. Ngjveci broj analizirane dece roden je 2007. godine. Ngjveci broj bolesnikaje
u vreme analiziranja rezultata imao preko 2 godine §to je znatgino za tumacenje tolerancije
fenilalnina
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IV.3.1. Uzragt prilikom postavljanja dijagnoze hiperfenilelninemije

Od ukupnog broja (61) bolesnika kod njih 43 (70,5 %) HPA je otkrivena
neonatalnim skriningom (slikalV 2.).

Kod ostalih 18 bolesnika dijagnoza je postavljena posle novorodenackog
uzrasta. Ispitivanjem etiologije zastoja u psihomotornom razvoju dijagnoza HPA je
postavljena kod 14 bolesnika (77% u odnosu na ukupan broj sa kasno postavljenom
dijagnozom). Kod dve make (11%) do dijagnoze se doslo nakon postavljanja dijagnoze
fenilketonurije neonatalnim skriningom kod njihove dece. Kod jedne devojcice (5,5%) iz
V ojvodine dijagnoza hiperfenilal ninemije postavljena je u csamnaestom mesecu zivota nakon
utvrdivanja ove bolesti kod njene mlade sestre neonatalnim skriningom. U vreme rodenja
starije sestre (pre 2007. godine) u Vojvodini se nije sprovodio masovni skrining na
fenilketonuriju.

B Zaostajanjeu
psihomotornom razvojuili
nenapredovanje u
telesnojmasi

B Majke dece otkrivenih
neonatalnim skriningom

Sestra devojcice otkrivene
neonatalnim skriningom

Sika IV 2. Uzroci kasno otkrivenih pacijenata sa hiperfenilelninemijom
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IV 3.2. Uzrast bolesnika prilikom pocetka dijete siromasne fenilalninom

Kod 30 (69 %), od 43 bolesnika koji su otkriveni neonatalnim skriningom dijeta je
zapoc¢eta u prvom mesecu zivota, kod 3 (24%) u drugom mesecu zivota, kod 5 (9,7%) posle
2. meseca zivota, dok 6 (14,6%) bolesnika nikada nije bilo na dijeti (dikalV 3.). Kod 5 od 6
bolesnika koji nikada nisu bili na dijeti koncentracije phe u krvi nisu zahtevale dijetu. Kod
jednog bolesnika roditelji su odbili sprovodenje dijete.

25
20
m Pocetak dijete u 1.
mesecu (56%)
15 W Pocetak dijete u 2.
mesecu (24%)
10 Pocetak dijete posle 3.
meseca (9,7%)
5 ® Nikad na dijeti (14,6%)
0

SikalV 3. Distribucija uzrasta zapocinjanja dijete

IV 4. Mutacije u genu za fenilalanin hidroksilazu

PAH genotip nije uraden kod svih bolesnika sa hiperfenilalaninemijom na teritoriji
Srbije uglavhom zbog nezainteresovanosti bolesnika za ovu vrstu dijagnostike (davno
postavljena dijagnoza hiperfenilalninemije i prestanak terapije) ili zbog tehnicki lose uzetih
uzoraka krvi za analizu. Nekompletna medicinska dokumentacija kod manjeg broja bolesnika
sa uradenim genotipom, je bila razlog da se ovi pacijenti ne ukljuce u studiju. Kod jednog
bolesnika genetskim analizama nije utvrdena mutacija u PAH genu, a kako je kasnije
potvrdeno bolesnik ima mutaciju u genu za 6-piruvoil tetrahidrobipterin sintetazu. Ovo je
prvi bolesnik sa sateritorije Srbije kod kojeg je dokazan deficit BH4.

51



Maja Dordevic, doktorska disertacija

Od 61 analiziranih bolesnikabilo je tri pararodaka (rodeni bracai sestre; u tabeli 1V 1.
pod rednim brojevima 25 i 26, 34 i 35, 46 i 47). Andizirano je ukupno 116 nesrodnih
potencijalno mutiranih alela. Kod 113 alela utvrdeno je prisustvo po jedne patogene mutacije,
dok je je kod dva nesrodna alela utvrdeno da nose dve mutacije. Kod jedne majke deteta sa
fenilketonurijom otkrivenog neonatalnim skriningom utvrden je isti genotip (L48S/L48S) kao
i kod deteta, dok je kod druge majke genotip (L48S/L48S) bio razli¢it u odnosu na genotip
kod deteta (L48S/R158Q). Kod obe porodice nije poznat genotip oca

U populaciji od 61 bolesnika u Srbiji utvrdeno je prisustvo 26 razli¢itih mutacije u
genu za PAH. Ove mutacije su se javljale u vidu homoalelnih ili heteroalelinih homozigota
(slozeni heterozigot). Od ukupnog broja mutacija 18 su po tipu missense, 4 nonsense, 3
splice site i 2 nukleotidne delecije koje dovode do frameshift mutacije. Ucestalost najc¢esce
mutacije u srpskoj populaciji p.L48S je 31%. Po ucestalosti slede: p.R408W (16.4%),
p.P281L (6%), p.E390G (5.2%) i p.1306V (5.2%). Ovih pet mutacija c¢ine 2/3 ukupnog broja
mutacija u nasoj sredini. Ostale mutacije (p.L15/S16fsCTdel, p.Q20X, p.R111X, p.R158Q,
p.V177L, pV177M, p.L213P, p.P225T, p.S231F, p.R243X, p.R252Q, p.R261Q, p.R261X,
p.R297H, IVS10+3, IVSI0-11G>A, p.A403V, p.R413P, p.Y414C, p.P416Q and
IVS12+1G>A) se javljgu sa ucestalos¢u manjom od 3.5%. Na tabeli 1V 2. prikazane su
mutacije, broj hromozoma sa odredenim tipom mutacije i njihova ucestalost u Srpskoj

populaciji.

52



Maja Dordevi¢, doktorska disertacija

Tabela IV 2. Mutacije u genu za fenilalnin hidroksilazu i njihova ucestal ost u populaciji Srbije

Mutacije Ukupan broj Relativna
Na nivou Na nivou hromozoma ucestalost Tip mutacije
proteina c.DNK sa mutacijom (%)
p.L15fs C.47 _48delCT |1 0.9 frameshift
p.Q20X c.58C>T 2 17 nonsense
p.L48S c.1437>C 36 31.0 missense
p.R111X c.331C>T 3 2.6 nonsense
p.R158Q C.473G>A 4 34 missense
p.V177L €.529G>C 3 2.6 missense
p.V177M C.529G>A 1 0.9 missense
p.L213P €.638T>C 1 0.9 missense
p.P225T C.673C>A 3 2.6 missense
p.S231F C.692C>T 1 0.9 missense
p.R243X C.727C>T 2 17 nonsense
p.R252Q C.755G>A 1 0.9 missense
p.R261Q C.782G>A 4 34 missense
p.R261X Cc.781C>T 2 17 nonsense
p.P281L c.842C>T 7 6.0 missense
p.R297H C.890G>A 1 0.9 missense
p.1306V C.916A>G 6 5.2 missense
IVS10+3A>G c.1065+3A>G |1 0.9 splice site
IVS10-11G>A c.1066-11G>A | 2 17 splice site
p.E390G C.1169A>G 6 52 missense
p.A403V €.1208C>T 2 17 missense
p.R408W €.1222C>T 19 16.4 missense
p.R413P €.1238G>C 1 0.9 missense
p.Y414C C.1241A>G 2 17 missense
p.P416Q Cc.1247C>A 1 0.9 missense
IVS12+1G>A c.1315+1G>A | 3 2.6 splice site

53



Maja Dordevi¢, doktorska disertacija

Na narednim dikama (dike IV 4. i IV 5.) prikazana je distribucija mutacija u genu za
PAH kod ispitivanih bolesnika sa teritorije Srbije, kao i ucestalost nagjces¢ih mutacija

Uacljivo je daje daleko naj¢es¢a mutacija u nasoj populaciji L48S.
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W L48S

= R408W

mP281L

m 1306V,E390G

m R158Q,R261Q

W IVS12+1G>A,P225TV177L,R111X

» Q20X,R243X,R261X,1VS10-
11G>A,A403V,Y414C

W L15fsV177M,L213P,S231F,R252Q,R297H,
IVS10+3A>G,R413P,P416Q

Sika IV 4. Distribucija mutacija u populaciji bolesnika sa hiperfenilal ninemijom.

35%

30%

25%

20%

15%

10%

5%

0%

m L48S (mild)

H R408W (null)
W p.281.L (null)
® p.E309G (mild)
= p.1306V (mild)

Sika IV 5. Distribucija najcesé¢ih mutacija u populaciji Srbije

Genotipska homozigotnost za p.L48S, p.R111X, p.R243X, p.P281L i p.R408W je

utvrdena kod 12 bolesnika koji nisu u srodstvu. Medu njima osam su bili homozigoti za
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p.L48S mutaciju, odnosno njihov genotip je: [p.L48S];[p.L48S]. Homozigotnost je utvrdena
kod p.1306V mutacije kod dva bolesnika, ali je kod ovih bolesnika registrovano prisustvo i
tre¢e mutacije tako da je njihov genotip: p.[R261Q; 1306V]; [1306V] i p.[R408W; 1306V];
[1306V].

Od ukupnog broja mutacija za 15 se smatra da dovode do nulte enzimske aktivnosti,
dok kod ostalih 11, se moze o¢ekivati izvesna, manjaili veca, enzimska aktivnost (tabela IV
3)

Tabela IV 3. Prikaz mutacija sa nultom enzimskom aktivnosséu (null) i mutacija sa izvesnom enzimskom
aktivnoséu (ne null) kod bolesnika na teritoriji Srbije

Mutacijeu genu za PAH zakojeje Mutacije u genu za PAH kod kojih moze
poznato da dovode do nulte enzimske postojati enzimska aktivnost PAH —
aktivnosti, PAH —-takozvane null mutacije | takozvane ne null mutacije

P281L L48S

RA0BW R261Q

P225T 1306V

S231F R158Q

Q20X V177L

IVS12+1G>A V177M

R111X A403V

S16fs E390G

R243X Y414C

R261X R297H

R413P L213P

IVS10+3A>G

IVS10-11G>A

R252Q

P416Q

Ucestalost null mutacija u Srpskoj populaciji prikazana je nadlici 1V 6. Dok je ucestalost ne

null mutacija prikazano nadlici 1V 7.
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25

20

15

10

Sika IV 6. Distribucija null mutacija u populaciji Srbije

Sika IV 7. Digtribucija ne null mutacija u populaciji Sbije

40

35

30

25

20

15

10

Broj bolesnika sa mutacijom

Broj bolesnika sa mutacijama

m R408W
m P281L
m 1VS10
m P225t
mS231F
m|VS12
W R111X
W R243X
Q20X
m 15FS
W R261X

| 1485
m 1306V
m E390G
m R158Q
m V17710
mR261Q
= A403V
W Y414C
V177M
™ R297H
L213P

Kako je pokazano genetickim analizama utvrdeno je ukupno 39 razli¢itih genotipova,

od kojih se 33 nije ponavljalo, vet je svaki od ovih genotipova registrovan samo u jednoj

porodici.

U odnosu na tip mutacije, ngjvise je pacijenata sa kombinacijom null/ne null mutacije

(46,8%).
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IV 5. Fenotipske kar akteristike

Bolesnici su podeljeni u tri fenotipske kategorije: klasi¢nu fenilketonuriju (cPKU);
srednje tesku fenilketonuriju (mPKU) i blagu hiperfenilalaninemiju (MHPA) u odnosu na
makismal nu koncentraciju fenilanina, a zatim u odnosu na toleranciju fenilalnina.

U odnosu na maksimalnu koncentraciju fenilalnina u analiziranoj populaciji bilo je 38
bolesnika sacPKU (65%), 14 samPKU (24%) i 6 saMHPA (10%) (slikalV 8.).

70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

cPKU mPKU MHPA

0%

Legenda:

c¢PKU - klasi¢na fenilketonurija
mPKU - srednje teska fenilketonurija
MHPA - blaga hiperfenilalninemija

Sika IV 8. Procenat zastupljenosti fenotipskih kategorija hiperfenilalaninemije na teritoriji Srbije prema

maksimal noj koncentraciji fenilalnina.

U odnosu na toleranciju fenilalnina u andiziranoj populaciji bilo je 33
bolesnika sa cPKU (56%); 14 samPKU (24%) i 11 sa MHPA (18%) (dlikalV 9.).
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
cPKU mPKU MHPA
Legenda:
¢PKU - klasi¢na fenilketonurija

mPKU - srednje teska fenilketonurija
MHPA - blaga hiperfenilalninemija

Sika 1V 9. Procenat zastupljenosti fenotipskih kategorija hiperfenilalaninemije na teritoriji Srbije prema

maksimal noj koncentraciji fenilalnina.

Kod 16% bolesnika postoje razlike u odnosu na vrstu odredivanih parametara
(maaksimalna koncentracija ili tolerancija fenilalanina) koji se koristi u klasifikaciji, a kako
¢e se videti kasnije najizrazenije razlike su kod bolesnika sa L48S mutacijom. Kada postoje
razlike, kao sto se moze videti iz tabele 1V 1. koncentracija fenilalnina u krvi, gotovo uvek
odreduje tezi oblik hiperfenilalninemije u odnosu na toleranciju. Ako se posmatraju bolesnici
sa ngj¢es¢com L48S mutacijom, ¢ak kod 20% postoji razlika u klasifikaciji HPA izmedu

koncentracije fenilalninau krvi i tolerancije fenilalnina.

IV 6. Genotipsko fenotipska kor elacija

Studija genotipsko fenotipske korelacije je obuhvatila 61 bolesnika sa teritorije Srbije
kod kojih je utvrdena hiperfenilal ninemija.

Najveci broj bolesnika sa hiperfenilalninemijom na teritoriji Srbije ima klasi¢nu
fenilketonuriju, tako da se moze zakljuciti da je vecina mutacija u srpskoj populaciji vezana
sa klasi¢énom fenilketonurijom.

Na dici 1V 10. prikazana je procentuana zastupljenost cPKu kod razlicitih
genotipova: [null];[null], [null];[ne null] i [ne null];[ne null]. Ocekivano je daje procentualno
daleko najveci broj bolesnika sa cPKU u kombinaciji dve nulte mutacije, ali je neocekivano
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da i relativno veliki procenat bolesnika koji ima dve mutacije sa odredenom enzimskom

rezidualnom aktivnosti imaklasi¢ni oblik fenilketonurije.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

null/null null/ne null ne null/ne null

Sika 1V 10. Procentualna zastupljenost klasic¢ne fenilketonurije kod raicitih genotipova

Inicijalni phe (umol/L)

1400
1200

1000
800

600 M Inicijalniphe
400
200
0

null/null null/nenull  ne null/ne null

AnovaF =4,473 p 0,016
Legenda: phe - fenilalanin

Sika IV 11. Korelacija izmedu maksimalne koncentracije fenilalanina i tipa mutacije
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Prema ANOVA testu postoji znatgjna statisticka razlika izmedu pacijenata u
vrednosti maksimalne koncentracije fenilalanina u odnosu na tip mutacije (p 0.016, F 4,473)
iz ¢ega se moze zakljuciti da je prisustvo null mutacije udruzeno sa statisticki znatajno
vecom verovatno¢com za pojavu klasi¢ne fenilketonurije (slikalV 11.).

Analiziran je i odnos izmedu razli¢itih genotipova i tolerancije fenilalanina. Utvrdena
je statisticki zna¢ajna razlika, prema ANOVA testu, u odnosu na tip mutacije i toleranciju
fenilanina. Ngjmanju toleranciju fenilalnina su imali bolesnici koji su bili homozigoti ili
slozeni heterozigoti za dve null mutacije (slikalV 12.).

Tolerancija fenilalnina u
mg/dan

600

500
400 -
300 -

M Tolerancija

200

100 —

O '

mild-mild null-mild null-null

Sika IV 12. Razika u toleranciji fenilalanina u odnosu na genotip

IV 6.1. Analiza genotipsko fenotipske kor elacije bez L 48S mutacije

IV 6.1.1 Homozigoti

Bez L48S mutacije svega cetiri bolesnika (tabela IV 1.) su homozigoti za razlicite
mutacije i to R408W, P28l1L, R111X i R243X. Sve cetiri mutacije po svojim
karakteristikama imaju nultu enzimsku aktivnost, tako da je potpuno ocekivano da ovi
bolesnici imaju sve karakteristike klasicne fenilketonurije (cPKU). Prve dve mutacije

pripadaju naj¢es¢im mutacijama na nasem podrucju.
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IV 6.1.2 Heter calelna homozigotnost (slozeni heter ozigoti)

Heteroalelnih homozigota za dve null mutaciju ima 7 (tabela IV 1.). Svih sedam
bolesnika takode pripada grupi cPKU.

Heteroalelnih homozigota za dve ne null mutacije (bez L48S mutacije koja ¢e biti
posebno analiziranad) ima svega dva (tabela IV 1.). Bolesnici imau fenotip blage
hiperfenilalninemije (MHPA).

Bolesnika sa genotipom [null];[ne null] (bez L48S) ima 16 (tabela IV 1.). U ovoj
grupi 6 bolesnika ima diku cPKU, 8 mPKU, a tri bolesnika MHPA. Ocito je da je fenotip
ovih bolesnika odreden mutacijom koja nema nultu enzimsku aktivnost (88). Analizom
pojedinacnih mutacija utvrdeno je da su p.P225T, p.R261Q i p.R413P mutacije udruzene sa
fenotipom cPKU, V177L i R297H sa mPKU, dok je 1306V i A403V prisutna kod osoba sa
MHP. Mutacija p.E390G ima promenljivi efekat jer se moze na¢i u sve tri fenotipske
kategorije (2 bolesnika sa cPKU — rodene sestre, tri bolesnika sa mPKU i jedan bolesnik sa
MHP).

IV 6.2. Analiza genotipsko fenotipske kor elacije za L 48S mutaciju

Kod 11 bolesnika utvrdena je homozigotnost za L48S mutaciju. Ovoj grupi pripadaju
dva para rodaka (rodena braca i sestre) i jedan par maka i dete (tabela IV 1.). Zbog
nekompletne medicinske dokumentacije za genotipsko fenotipsku korelaciju nisu razmatrani
bolesnici pod rednim brojevima 29., 38. i 58. Na osnovu koncentracije fenilanina kod
analiziranih bolesnika bi se mogla postaviti dijagnoza fenilketonurije, i to sa podjednakom
ucestaloséu cPKU i mPKU. Medutim, kada se tezina klinicke slike odreduje na osnovu
tolerancije fenilalanina, dva bolesnika pripadsju MHPA (bolesnici koji su prema
maksimalnoj koncentraciji pripadali cPKU), dok dva ostaju u grupi cPKU, a ¢etiri u grupi
mPKU.

Da bismo izbegli efekat interalelne interakcije odvojeno smo analizirali genotipsko
fenotipsku korelaciju osam p.[L48S];[L48S] i jedanaest p.[L48S];[null] genotipova.
Fisherovim egzaktnim testom smo se poduzili da vidimo da li postoje statisticki znatagjne
razlike u fenotipovima kod bolesnika koji su homozigoti za L48S mutaciju i funkcionalnih
hemizigota za L48S mutaciju i null mutaciju u odnosu na maksimalne koncentracije
fenilanina (slika 1V 13a.) i toleranciju fenilalnina (slika IV 13b.). Statisticka zna¢gjnost je

dokazana u obe grupe (p=0.018 i p=0.039).
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Broj bolesnika
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Sika 1V 13a. Radika fenotipa hemozigota za L48S mutaciju i funkcionalnih hemizigota za L48S mutaciju u
odnosu na koncentraciju fenilalnina
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Sika 1V 13b. Radika fenotipa hemozigota za L48S mutaciju i funkcionalnih hemizigota za L48S mutaciju u
odnosu na toleranciju fenilalnina
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Vrsili smo i poredenje maksimalne koncentracije fenilalnina u krvi i tolerancije
fenildnina za p.[L48S];[null] i p.[missense];[null] genotipa. U missense mutacije smo
ukljucili one za koje je poznato da u in vitro uslovima imaju si¢nu rezidualnu aktivnost kao i
p.L48S mutacija (V177L, R261Q, R297H, 1306V and E390G). Koriste¢i komparativni
Mann-Whitney test pokazali smo da statisticki zna¢gjna razlika (p=0.001) izmedu ova dva
genotipa postoji samo u kategoriji maksimalne koncentracije fenilanina, a ne i u kategoriji

tolerancije fenilalnina (slikalV 14.).

Phe koncentracija u krvi Dnevni unos Phe
mcmol/L mg/day
1400 1400
1200 1200
1000 1000
800 800
W L48S/null
600 600 :
- Misscence/null
400 400
- = -
o o
Inicijalna = Tolerancija Phe
koncentracija Phe
* p<0.001

Sika 1V 14. Razika u koncentraciji fenilalnina i toleranciji fenilalnina izmedu L48Snull i misscence/null
genotipa. Statisticka znacajna razlika postoji samo kod koncentracije fenilalnina.

Takode se uocavaju vece vrednosti maksimalnih koncentracija fenilanina kod

bolesnika sa p.[L48S];[null] genotipom u odnosu na p.[missense];[null] genotip.
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Sika IV 15. Maksimal ne koncentracije fenilalnina u krvi kod funkcional nih hemizogota

1V 7. Metaboli¢ka kontrola

U pracenju metabolicke kontrole bolesti pokusali smo da utvrdimo da li postoje
merljivi parametri koji determinisu konacan ishod bolesnika sa hiperfenila ninemijom,
odnosno njihov 1Q. Andizirali smo uticg uzrasta pocetka dijete, maksimalne koncentracije
fenilalanina u krvi, genotip bolesnika i pol u odnosu na konacan 1Q. Kvalitet dijete smo
odredivali prosecnom koncentracijom fenilalanina, brojem pikovai standardnom devijacijom
koncentracije fenilalaning, i analizirali njihov odnos u odnosu na konacan 1Q.

Za prac¢enje metabolicke kontrole koris¢eni su podaci iz medicinske dokumenatcije 49
bolesnika sa hiperfenilal ninemijom.

Od ukupnog brojaispitivanih bolesnika (61) 35 jeimalo normalan IQ (57%) preko 90,
dok je 27 bolesnika imalo 1Q ispod 90 (43%). Prose¢an 1Q kod pacijenata koji su u prvom
mesecu zapoceli dijetu, je 95, a kod pacijenata kod kojih je dijeta zapoceta posle navrsenih

mesec dana je 83 (0,012, t-test), sto je statisticki znacajna razlika.
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Razvojnikolicnik(1Q)
96
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90
88
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84
82
80
78
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M Dijeta do kraja prvog
meseca zivota

MW Dijeta posle prvog meseca
Zivota

Sika IV 16. Uticaj uzrasta zapocinjanja dijete na razvojni kolic¢nik.

Kod bolesnika koji su sa dijetom zapo¢eli u prvom mesecu zivota pravljena je
korelacija da bi se videlo dali tezina, odnosno tip mutacije (null/null; null/ne null; ne null/ne
null) ima uticaj na razvojni koli¢nik. Hi kvadrat testom je utvrdeno da ne postoji znatajna
razlikaizmedu ove tri grupe genotipa. Na osnovu ovoga moglo bi se zakljuciti da genotip nije
od znatagja za konacni fenotip kod bolesnika koji na dijeti, ve¢ uticgi na kona¢ni ishod,

odnosno 1Q vise zavisi od faktora spoljne sredine.
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AnovaF =4,473, p 0,016

Sika IV 17. Tip mutacije nije od znacaja za ishod bolesti ako su osobe na dijeti od 1. meseca zivota.

Kod bolesnika kod kojih je dijeta zapoceta u prvom mesecu zivota analizirani su
faktori koji su uticali naishod inteligencije.

Pokazalo se da su prosecna vrednost phe u 2. i izmedu 3. i 7. godine zivota, kao i
standardna devijacija koncentracije fenilalnina (odnosno varijabilnost koncentracije phe u
krvi) od 3. do 7. godine Zivota znacajno razlic¢ite kod pacijenata koji su kasnije imali 1Q preko
90 u odnosu naone sa lQ ispod 90. Vise koncentracije phe i ve¢a oscilacija koncentracije phe
su u pozitivnoj korelaciji sa nizom inteligencijom u tisticki zna¢gnom odnosu. Kod
bolesnika u prvoj godini zivota statistickim analizama nije utvrdena statisticka znacgjna
razlika izmedu prosecnih koncentracija fenilalanina u krvi i inteligencije izrazene sa Q.
Bolesnici u prvoj godini zivota su imali znatho manja odstupanja od prosecnih vrednosti
fenilanina i manji broj pikova, sto je ngjverovatnije posledica maksimalhe angazovanosti

roditelja u ovom uzrastu oko sprovodenja dijete.
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1V 18. Uticaj prosechih vrednosti fenilalanina u drugoj godini Zivota na 1Q bolesnika
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1V 19. Uticaj prosecnih vrednosti fenilalanina od tre¢e do sedme godine zivota na 1Q bolesnika
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1V 20. Uticaj prosecnih vrednosti fenilalanina u prvoj godini Zivota na razvojni koli¢nik (1Q) bolesnika
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1V 21. Uticaj standardne devijacije fenilalanina izmedu 3. i 7. godine Zivota na razvojni kolicnik (1Q) bolesnika
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Sika IV 22. Uticaj broja pikova fenilalanina u krvi u drugoj godini zivota na razvojni koli¢nik (1Q) bolesnika

Kada je broj pikova fenilalanina kod pacijenata koji su na dijeti, vise od 10% u
odnosu na ukupan broj odredivanih koncentracija fenilalanina u drugoj (dika IV 22.) i od
trece do sedme godine zivota (slika IV 23.) verovatno¢a za nizu inteligenciju bolesnika je
statisticki znacajna. Pod pikovima se podrazumevaju koncentracije fenilalanina koje su iznad

dozvoljenih za uzrast.
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Hikvadrat 9,7, p 0,008, visoko statistickiznacajno

1V 23. Broj pikova fenilalanina izmedu 3. i 7. godine zivota u odnosu na konachu inteleigenciju

Dokazali smo da pol bolesnika nema uticgja na parametre pracenja bolesti i na
konacan ishod inteligencije kod bolesnika kod kojih je dijeta zapoceta u prvom mesecu
zivota. Pod parametrima smo podrazumevali maksimalnu koncentraciju fenilalanina,
toleranciju fenilalanina, prose¢nu vrednost fenilaanina u prvoj godini zivota i standardnu

devijacijafenilalaninau prvoj godini zivota (dike 1V 24.i IV 25.).
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Sika 1V 25. Pol nema znacajnog uticaja na |Q bolesnika na dijeti
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Prosecna vrednost Phe u 1. godini 0,057 0,945
Prosecna vrednost Phe u 2. godini 0,166 0,849
Prosecna vrednost Phe od 3-7. godine 0,699 0,513
SD Phe u 1. godini 0,150 0,862
SD Phe u 2. godini 3,03 0,079
SD Phe u 3-7. godini 2,49 0,117
KonacnilQ 0,132 0,877

Sika IV 26. Odsustvo statisticke znacajnosti izmedu 1Q, prosecnih vrednosti fenilalnina i njegovih varijacija sa
radicitim tipovima mutacija kod bolesnika koji su na dijeti od prvog meseca zivota

Dokazali smo da nema statisticke znacgnosti izmedu 1Q, prosecnih vrednosti
fenilanina, kao i njegovih varijacija kod bolesnika sa razli¢itim tipom mutacija ako su na
dijeti od prvog meseca zivota. Dakle, definitivno se moze zakljuciti da tip mutacije ne
odreduje konatan ishod bolesnika sa hiperfenilalninemijama ukoliko su od 1. meseca na
dijeti.

IV 8. Oéekivani odgovor na BH4 terapiju kod nasih bolesnika

Objavljene studije (148-152) iz razli¢itih cenatara u Evropi su pokazale da bolesnici
sa p.L48S, p.R158Q, p.R261Q, p.I306V, p.E390G, p.A403V, p.R413P i p.Y414C
mutacijama imaju dobar terapijski odgovor na primenu BH4. Imajué¢i u vidu ove podatke
moze se zakljuciti da kod 52,6% bolesnika iz Srbije moze se ocekivati odgovor na ovu
terapiju. Kod 39 bolesnika (27,6%) odgovor bi bio nesumnjiv, kod 50% verovatan, a 22,4%
bolesnika najverovatnije ne¢e odgovoriti na ovu terapiju. (tabela IV 4.). Napravljena je

razlika izmedu genotipa sa jednim ili dva aela koji odgovargju na terapiju sa BHA4.
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Tabela IV 4. Ocekivani odgovor na BH4 terapiju prema genotipu kod bolesnika na teritoriji Srbije

o o Verovatan pozitivan terapiski odgovor na  Negativan terapijski odgovor na
Pozitivan terapijski odgovor na BH4

BH4 BH4
R+IR R+N IR+ IR IR +N N+N
27.6% 50% 22.4%
4 (6.9%) 12 (20.7%) 12 (20.7%) 17 (29.3%) 13 (22.4%)
1306V/L48S (2) 1306V/R261X (1) L48S/L48S (8) L48S/Q20X (1) RA08W/V177L (1)
1306V/R261Q (1) 1306V/R408W (1) L48S/R158Q (3) L48S/V177L (1) R408W/P225T (1)
E390G/R158Q (1) 1306V/P416Q (1) L48S/R261Q (1) L48S/V177M (1) RA08W/R252Q (1)
E390G/R261X (1) L48S/P225T (1) RA0SW/IV S10+3 A>G (1)
E390G/P281L (1) L48S/S231F (1) R408W/ R408W (1)
E390G/R408W (3) L48S/P281L (2) P281L/P225T (1)
A403V/RA08W (1) L48S/RA08W (7) P281L/P281L (1)
A403V/? (1) R261Q/15FS (1) P281L/1VS12 (1)
Y414C/IVS10-11 G>A (1) R261Q/1VS12 (1) R111X/R111X (1)
Y 414C/L213P (1) R413P/R408BW (1) R111X/1VS10 (1)

V177L/Q20X (1)
R243X/R243X (1)
IV S12/R297H (1)

Mutacije u PAH genu su podeljene po grupama u odnosu na ocekivani odgovor na BH4 terapiju: R — apsolutni odgovor, IR —
promenljivi odgovor i N — bez odgovoraili odgovor nije poznat; svi podaci su dobijeni na osnovu dosadasnjih ispitivanjaiz razlic¢itih
svetskih centara (148-152).
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V DISKUSIJA

V 1. Incidencija

Incidencija klasi¢ne fenilketonurije na teritoriji Srbije je izmedu 1: 18 7321 1: 39 338,
Sto nas svrstava u zemlje sa srednjim incidencijom cPKU u svetu, ali nize od prosecne
incidencije u Evropi, koja iznosi izmedu 1: 10 000 i 1: 20 000 (videti poglavije I.2-
Incidencija).

Mnogi autori u svojim radovima kada govore o iincidenciji fenilketonurije, kao
bolesti, ratunaju bolesnike kod kojih se sprovodi dijeta i za koje se ne moze precizno
razdvojiti dali pripadaju grupi cPKU ili mPKU, $to nam daje za pravo da iznesemo dobijene
rezultate (153,154).

V 2. Uzrast bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze hiperfenilalninemije

Procenat (70,5%) otkrivenih bolesnika u nasoj studiji putem neonatalnog skrininga
(slika IV 2.) je znatno manji od standarda zemalja u kojima se sprovodi skrining, kao i
rezultata koje imamo u poslednjih 20 godina. Razlog je §to je studijom obuhvacen period od

35 godina, daklei period pre pocetka zvani¢nog skrininga u nasoj zemlji.

V 3. Mutacije u genu za fenilalanin hidroksilazu

Zschocke je 2003, na osnovu do tada dostupnih podataka na PubMedu, sproveo
sveobuhvatnu studiju o PAH mutacijama u Evropi (155). Zakljucio je da se 29 razlicitih
mutacija moze smatrati Cestim u evropskim populacijam (imale su relativnu ucestalost preko
3% u makar dve zemlje). Medutim, postoje znaCajne razlike u spektru mutacija izmedu
zemaja

Sto se ti¢e regiona jugoistoéne Evrope, podaci su relativno ogranieni. Prvi podaci o
frekvenciji mutacija u ovom regionu poticu iz studije o multicentri¢cnom poreklu mutacija. U
okviru ove studije za Madarsku je detektovano pet mutacija, pri ¢emu mutacija R408W ima

znacajnu ucestalost (49%) (156). Ovo su ujedno i jedini podaci 0 madarskoj populaciji.
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Studija o pacijentima obolelim od fenilketonurije u Bugarskoj pokazuju da je ngcesca
mutacija u ovoj populaciji takode R408W (35%), a ucestalost IVS10-11G>A mutacije je
izrazito visoka (25%) (157). Za Gr¢ku i do danasnjih dana postoje samo preliminarni podaci
sa niskom stopom detekcije. Naime, od devet mutacija koje su andizirane, u grckoj
populaciji pronadeno je svega pet. Mutacije IVS10-11G>A (13%) i P281 (10%) nadene su sa
Znacajnom ucestalos¢u, medutim, ne moze se re¢i da su navedene mutacije najcesce u grckoj
populaciji (158). Za Rumuniju je uradena kompletna studija, koja je pokazala da su najcesce
mutacije R408W (48%), ¢.1089del G (14%) i P225T (7%) (159). Od zemalja sa prostora bivse
Jugoslavije postoje podaci samo za Hrvatsku u kojoj je R408W takode najéesca mutacija
(160).

Za razliku od drugih zemalja jugoistocne Evrope u nasoj zemlji je najcesca L48S
mutacija (kod 31% bolesnika), zatim po ucestalosti sledi R408W (kod 16,4% bolesnika),
p.281.L (kod 6% bolesnika), p.E309G (kod 5,2% bolesnika) i p.1306V (kod 5,2% bolesnika)
(154,161). Ovih pet mutacija su prisutne u 2/3 mutiranih aleila u srpskoj populaciji, dok se
ostale mutacije javljagju sporadi¢no. Weiss je prvi ukazao na generalnu pojavu da na vecini
genskih lokusa postoji veliki broj razlicitih alela, ali da mali broj mutacija ¢ini oko 2/3 svih
alela, dok je vecina mutacija retka, tzv. ,,privatna” (162).

Sto je homozigotna vrednost veéa, to je populacija homogenija u odnosu na mutacije
u genu za PAH (163). Najhomogenija do sada opisana populacija je Jemenskih Jevreja kod
kojih postoji samo jedan molekularni defekt (delecija u treCem egzonu gena za PAH) Koji je
odgovoran za sve Slucajeve fenilketonurije u ovoj populaciji. Prema tome, homozigotna
vrednost iznosi 1 u ovoj populaciji (164). Severne i istoéne slovenske populacije (Litvanija,
Letonija, Juzna Poljska) su takode prilicno homogene (160). Medutim, u slucaju srpske
popul acije, homozigotna vrednost je prilicno niska i sli¢nija etnicki raznolikim populacijama,
kao s§to su nemacka ili americ¢ka, nego malim izolovanim polulacijama, $to ukazuje na njenu
heterogenost. Genotipska homozigotnost, odnosno ucestalost homozigota u nasoj populaciji
je niska i iznos 8,82%. Homozigotna vrednost (j), koja je izratunata na osnovu alelskih
frekvencijaje niskai iznosi 0,10 (165). Sto se ti¢e regiona bivie Jugoslavije, podaci za Bosnu
i Hercegovinu, Makedoniju i Sloveniju ne postoje. |zuzetak je Hrvatska, gde je homozigotna
vrednost 0,17 i ukazuje na umereno homogenu populaciju (160).

Kao §to se pokazalo u nasoj studiji p.L48S mutacija je ngj¢esca u Srbiji. Ucestalost
ove mutacije (31%) je ujedno i najveca koja je ikad objavljena u nekoj populaciji. Ova

mutacija prvi put je objavljena kod bolesnika u Turskoj (166). Nakon toga objavljena je u
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brojnim evropskim populacijama sa ferkvencijom od 2 - 5% (157). Veca ucestalost ove
mutacije je u Hrvatskoj (10%), Italiji (9.7%) i Turskoj (7%), odnosno u populacijama koje su
geografski i istorijski povezane sa srpskom populacijom (155,167,168). Kako je objavljeno
2007. godine ova mutacija u srpskoj populaciji poti¢e od populacija sa razli¢itim genetickim
osnovama (169).

Mutecija p.R408W, druga je po ucestalosti u Srbiji. Inace, u vecini zemalja ovo je
najces¢a mutacija koju karakteriSe dva razlic¢ita haplotipa sa linijskom distribucijom medu
Slovenima od Badtika do Mediteranskih zemalja. (157,161). Ucestalost ove mutacije u
Estoniji je 84% u Slovackoj 46%, u Hrvatskoj 36%, a u Srbiji 16,4%.

Mutecije p.P281L i p.E390G relativno Ceste na Balkanu, ali su retke u ostalim
drzavama Evrope. U Gr¢koj p.P281L mutacija se nalazi kod 10% alela, kod 8.4% u Turskoj,
kod 8% u Hrvatskoj, a u nasoj zemlji kod 6% osoba sa hiperfenilalninemijom, dok je
p.E390G obuhvata 7% aela u Hrvatskoj, 52% u Sbiji 1 4.1% u Turskoj
(150,152,155,160,161,168).

S obzirom da smo nasli kod dva bolesnika koji nisu u srodstvu tri mutacije u PAH
genu, moze se zakljuciti da je u odredenim situacijama bitan skrining celog gena da bi se

utvrdio genotip, asim tim da bi se doslo do korelacija izmedu genotipa i fenotipa.

V 4. Fenotipske kar akteristike

Nasa istrazivanja su pokazala da je kod osoba sa hiperfenilalninemijom procenat
klasi¢ne fenilketonurije (cPKU) 62%; umereno teske fenilketonurije (mPKU) 26%, a blage
hiperfenilalninemije (MHPA) 11%. Ova fenotipskih kategorizacija u nasoj sredini odgovara
vec utvrdenim (1) u svetskoj populaciji. Bolesnici sa cPKU ¢ine preko 50% ukupnog broja sa
HPA, a bolesnici sa mPKU obuhvataju 25 - 30% ukupnog broja sa mutacijama, dok procenat
ne PKU (MHPA) zavis od brojai procenta oboldlih.
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V 5. Genotipsko fenotipska korelacija

Medu ces¢im mutacijama nadene su dve null mutacije (p.R408W i p.P281L) i dve
mi ssense mutacije za koje se zna da nemaju predvidljiv efekat nafenotip (p.L48Si p.E390G),
tako da se u nasoj populaciji mogu ispitivati i porediti homozigoti i funkcionalni hemizigoti.
Imajuci u vidu mali broj bolesnika sa p.E390G mutacijom, relevantniji zakljucci se mogu
doneti kod bolesnika sa p.L48S mutacijom. Ostale mutacije po tipu missence, dobro su
opisane u literaturi i uglavnom, kod vecine bolesnika, njihov efekat na fenotip je jedinstven.

U pristupu analiziranja efekata mutacije na fenotip uoceni su problemi u fenotipskoj
klasifikaciji. Za klasifikaciju koriste se dva parametra koja bi trebala biti u korelaciji. Prvi je
maksimal na koncentracija fenilalanina bez dijete, koji je poznat za svakog bolesnika. 1ako je
koncentracija fenilalanina i danas najbitniji parametar u donosenju odluke oko terapije,
izgleda da kod brojnih, posebno heteroaleilnih mutacija od kojih je jedna od mutacija p.L48S,
mnogo real niju sliku fenotipa daje tolerancija fenilalanina (152).

Ne postoji univerzalni vodi¢ koji bi nas uputio koji parametar treba koristiti u
klasifikaciji HPA. Kod bolesnika sa p.L48S mutacijom koristili smo oba parametra prilikom
klasifikacije. Mann-Whitney test je bio od znacaja da bi uporedili maksimalnu koncentraciju
fenilanina bez dijete i toleranciju fenilalnina za p.[L48S];[null] i p.[missense];[null] genotip.
Kod bolesnika sa L48S mutacijom bolji pokazatelj tezine bolesti se dobija odredivanjem
tolerancije fenilalanina u odnosu na maksimalnu koncentraciju fenilalanina (tabela IV 1.).

Vec je potvrdeno u studijama koje su vrSene medu pacijentima sa PKU na teritoriji
Srbije (161,169) da kada se vrsi klasifikacija HPA samo na osnovu maksimalne koncentracije
phe bez dijete, bolesnici sa p.L48S mutacijom i null mutacijom uvek pripadaju grupi cPKU.
S druge strane bolesnici koji su homozigoti za p.L48S mutaciju na osnovu koncentracije
fenilanina bez dijete su bili klasifikovani i u cPKU i u mPKU. Medutim, ako se bolesnici sa
ovim genotipovima Kklasifikuju prema toleranciji phe dobijaju se slede¢i rezultati: genotip
p.[L48S];[null] genotype je bio udruzen sa cPKU (82%) i mPKU (18%), dok su p.L48S
homozigoti bili prisutni u sva tri fenotipa (cPKU, mPKU i MHPA), sto je davalo realniju

sliku amoze se potkrepiti sa nekoliko prikaza slucaja.
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V 5.1 Prikaz bolesnika sa istim genotipom a razli¢itim fenotipom

V 5.1.1 Genotip - p.[L48S];[null]

Tri pacijenta sa hiperfenilalninemijom ispitivana u nasoj studiji, koji nisu u srodstvu,
imaju isti p.[L48S];[R408W] genotip (R408W mutacija spada u grupu null mutacija).

Prva bolesnica (tabela IV 1.; redni broj 37.) sa ovim genotipom se pojavila po drugi
put u nasoj sluzbi u dobi od 35 godina, u vremenu planiranja trudnoce. Dijagnoza
fenilketonurije postavljena je kod nje krajem prve godine zivota. Razlog za inicijalno
ispitivanje u tercijarnoj zdravstvenoj ustanovi je bilo nenparedovanje i povratanje. Dijeta
siromasna fenilalninom je zapoceta pocetkom druge godine zivota i sprovodena je prema
tadasnjim preporukama, do kraja pete godine zivota. Bolesnica je zavrsila visoku $kolu, 1Q
preko 90. Maksimalna koncentracija fenilanina u krvi je bila preko 1200 pmol/l, a tolerancija
fenilanina iznos preko 500 mg dnevno. Ovo je primer bolesnika ¢ija se bolest na osnovu
koncentracija fenilalanina moze uvrstiti u kategoriju cPKU, ali s obzirom na anamnesticke
podatke (kasno zapoceta dijeta, normalan intelektualni razvoj) i toleranciju fenilalanina vise
odgovara grupi mPKU. Ovo je prva bolesnica sa PKU kod koje je u trudno¢i sprovedena
dijeta sromasna fenilalninom. Ishod njene dve trudnoce je povoljan. Ima dva zdrava decaka.
Pacijentkinja se pod e trudnoce vratila na normalnu ishranu (152).

Druga dva bolesnika sa istim genotipom p.[L48S];[R408W] (tabela 1V 1.; redni
brojevi 41. i 56.) su otkrivena neonatalnim skriningom. Oba bolesnika imaju maksimalnu
koncentraciju fenilalnina u krvi preko 1200 pmol/l. Tolerancija fenilalanina kod oba
bolesnika je 300 - 350 mg dnevno. Na osnovu svih parametara oba bolesnika prpadaju
fenotipskoj kategoriji klasi¢ne fenilektonurije (cPKU).

Dva bolesnika u srodstvu (brat i sestra) sa genotipom p.[L48S];[S231F] ( tabelalV 1,
redni brojevi 34. i 35.), koji su rodeni na teritoriji bez neonatalnog skrininga (Kosovo), su
dijagnostikovani u uzrastu od 18 meseci i 4 ipo godine prilikom ispitivanja etiologije teske
mental ne ratradcije. Koncentracija fenilalnina u krvi je bila preko 1200 pmol/l. Ovi bolesnici
dokazuju da kombincija L48S mutacije i null mutacije kod jednog broja bolesnika
nesumnjivo uzrokuje fenotip cPKU (152).
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V 5.1.2. Genotip - p.[L 48S];[L48S]

Kod 2 sestre bliznakinje (tabela IV 1.; redni brojevi 46. i 47.) koje su homozigoti za
p.L48S mutaciju dijagnoza hiperfenilalninemije (MHPA) postavljena je u novorodenackom
uzrastu na osnovu rezultata dobijenih neonatalnim skriningom. Maksimalna koncentracija
fenilaanina je bila 360 umol/l. Nastavljena je ishrana bez ograni¢enja unosa fenilalanina. U
jedanaestom mesecu zivota maksimalna koncentraciju fenilalnina kod obe sestre iznosila
1200 umol/l, kada smo se na osnovu konsultacija sa inostranim centrima odlucili za pocéetak
dijete siromasne fenilalaninom. Intelektualni razvoj obe sestre je normalan (IQ preko 100),
tolerancija fenilalanina 400 mg. Na osnovu koncentracije fenilalanina u 11. mesecu zivota,
tolerancije i anamnestickih podataka obe sestre pripadaju grupi mPKU (152).

Kod muskog deteta (tabela IV 1.; redni broj 43.) je dijagnoza HPA postavljena
neposredno nakon rodenja neonatalnim skrining programom. Koncentracija fenilalnina u krvi
je bila preko 1200 umol/l, a tolerancija 330mg. Prema svim kriterijumima bolest deteta
pripada grupi cPKU. Roditelji se ne pridrzavaju dobro dijete, dosta je pikova fenilalnina, tako
daje intelektualni razvoj nizi (IQ 80). Majka (tabela IV 1; redni broj 60) je otkrivena sa HPA
u isto vreme kada i dete. Majka nikad nije bila na dijeti, koncentracija fenilalalanina je bila
preko 1200 pumol/l, a test optereCenja fenilalaninom je pokazao toleranciju preko 600 mg
fenilaanina dnevno. Majka je zavrsila samo osnovnu $kolu, zivi u seoskoj sredini, IQ je
precenjen na 84. Kategorija hiperfenilalaninemije kod majke, sa istim genotipom, na osnovu
koncentracije fenilalnina bi pripadala grupi cPKU. Medutim, tolerancija fenilalanina,
anamnesticki podatak o dosadas$njem zivotu odgovara MHPA i predstavlja realniju sliku
bolesti (152).

Svi navedeni primeri nam ukazuju na raznolikost klinickog fenotipa L48S mutacije.
Tolerancija fenilalanina mnogo bolje odrazava tezinu klinicke slike bolesti, kod bolesnika sa
L48S mutacijom, u odnosu na maksimalnu koncentraciju fenilalanina, sto smo pokazali
statistickim analizama (152).

V 5.1.3 Analiza odnosa genotipa i fenotipa

Imajuci u vidu da je rezidualna aktivnost PAH kod L48S mutacije 39%, nasi rezultati
ukazuju da je rezidualna enzimska aktivnost kod nasih bolesnika smanjena najverovatnije

mehanizmom negativne interalelne komplementacije (170,171). Mozemo reci da je nestalan
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efekat L48S mutacije posledica maskiranosti njene aktivnosti sa null mutacijom kod nekih
funkcionalnih hemizigota. Kada je L48S mutacija u homozigotnom stanju, moguci je uticgj
razli¢itih geneti¢kih modifikatora.

Interalelna komplementacija nije jedino moguce objasnjenje za razliCitu ekspresiju
mutacije. Koncentracija fenilalnina u perifernoj cirkulaciji je pod kontrolom razli¢itih
genetickih lokusa i modifikatornih faktora na ngjmanje dva nivoa (88,172,173). Na ¢elijskom
nivou kada postoje nestabilni oblici PAH moze se javiti poveéan stepen proteoliticke
degradacije, smanjene funkcije Seperona ili smanjenja procesa transaminacije i
dekarboksilacije fenilalanina. U svim ovim slucajevima i pored iste mutacije mogu se
ocekivati razlicite koncentracije fenilalanina u krvi. Na koncentraciju fenilalnina u krvi, kada
se posmatra Citav organizam, utiCe i stepen resorpcije u gastrointestinalnom traktu, ali i
transporta kroz hematoencefalnu barijeru. ldentifikacija i karakteristika gena modifikatora
trebajos da se ispita.

Stojiljkovic i saradnici su 2010 godine pokazali da geneticke varijante introna u PAH

genu imaju sposobnost da regulisu gensku ekspresiju.

V 6. Odgovor na BH4 terapiju

Ova studija predpostavlja da se odgovor na BH4 terapiju kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom fenilalanin hidroksilaze moze predvideti na osnovu PAH genotipa (158). Danas je
ovo uobicajeni pristup kod bolesnika da bi se predvideo moguci terapijski odgovor (149,150).

Poznato je da neke mutacije koje se povezuju sa razli¢itim PKU fenotipom, pokazuju
i razli¢iti odgovor na BH4 terapiju

Prema Trefzu i sradnicima (149), p.L48S, kao i p.R158Q, p.R261Q, p.E390G,
p.A403V, p.Y 414C mutacije kod najveceg broja bolesnika imaju pozitivan odgovor na BH4
terapiju. Mutacije p.E390G, p.Y414C i rede p.I306V i p.A403V, su poznate da imaju
pokazuju apsolutno pizitivan efekat na BH4 terapiju (149,150,174). Karacic i saradnici su
pokazali da je p.L48S mutacija obicno bez terapijskog odgovora kod funkcionalnih
hemizigota, a saterapijskim odgovorom kod homozigota za ovu mutaciju (152).

Kao sto se vidi na tabeli IV 4 podelili smo genotipove u odnosu na o¢ekivani odgovor
na BH4 terapiju (148-152 ) u tri grupe: 1.) Genotip sa pozitivnim odgovorom na BH4; 2.)
genotip sa mogucim pozitivnim odgovorom na BH4 i 3.) Genotipovi kod kojih se ne oéekuje

odgovor na BH4. Napravili smo i razliku izmedu genotipova sa dva i jednim alelom koji bi
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imao pozitivan odgovor na BH4. Zurfluh i saradnici smatraju da se u populacijama u Evropi
moze ocekivati da je 17 — 79% bolesnika sa pozitivnim odgovorom na BH4 terapiju, pri ¢emu
se ucestalost povecava od severa ka jugu kontinenta. Prema nasem ispitivanju od ¢ak 77,6%
bolesnika bi se mogao ocekivati pozitivan odgovor na BH4 terapiju. Da bi se ovo potvrdilo
potrebno je u buduénosti uraditi test optereCenja sa BH4, jer se jedino na taj nadin moze

doneti siguran zakljucak.

IV 7. Metaboli¢ka kontrola

Veliku studiju poredenja koncentracije fenilalanina i klinickog ishoda bolesnika sa
fenilketonurijom napravili su Waisbern i saradnici (84). Studijaje obuhvatila ispitivanjaiz 40
svetskih centara. Zakljuceno je da je svaki porast koncentracije fenilalnina za 100 umol/l
preko gornje dozvoljene granice dovodi do smanjenjalQ za 1,3 do 1,9. Za bolesnike sa visim
maksimalnim koncentracijama fenilalnina (429 - 1664 umol/l) pokazali su da svaki porast
koncentracije fenilalnina za 100 pmol/1 preko gornje dozvoljene granice dovodi do smanjenja
IQ za 0,5 do 1,4. U studiju je, kao i kod nasih bolesnika uklju¢ena heterogene populacija
PKU pacijenata, ukljucujuci bolesnike sa cPKU, mPKu i MHPA.

Studija koju su radili Vilaseca i saradnici je pokazala je da ishod (1Q) i kvalitet
sprovodenja dijete nisu u korelaciji sa tezinom metabolickog fenotipa. Fluktuacija
koncentracije fenilalanina u krvi, odnosno broj pikova fenilalanina je u obrnutoj korelaciji sa
vrednostima |Q. Broj pikova fenilalnina ima veci uticaj na IQ u odnosu na srednje vrednosti
fenlidanina u krvi (175

| u nasoj studiji smo dokazali da tip mutacije, koji kod velikog broja bolesnika
odreduje i kategoriju hiperfenilalninemije (cPKU, mPKU ili MHPA), nije od znataja za
razvoj intelektualnih sposobnosti bolesnika pod uslovom da je dijeta blagovremeno uvedena.
Tolerancija fenilalanina je individualna za svakog bolesnika i zavis od genotipai rezidualne
enzimske aktivnosti. Individualni pristup, odnosno pridrzavanje dozvoljenog unosa

fenilaanina odrzavace nivo fenilalaninau krvi konstantnim (117).

Anastasoaie i saradnci (176) su ispitivali Cetrdeset Sestoro dece sa razliGitim
kategorijama hiperfenilaaninemije i utvrdili su da na kongnitivnu funkciju ngjveci uticaj
imaju varijacije koncentracije fenilalanina. Do istog zakljucka su dosli i Demirkol i saradnici

(177) sto smo mi potvrdili u nasoj studiji.
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Utvrdili smo da su varijacije u koncentraciji fenilalanina najmanje u prvoj godini
zivota. Najverovatniji razlog je S§to su roditelji u tom uzrastu deteta najmotivisaniji za
precizno sprovodenje dijete, a i kvalitet sprovodenja dijete tada zavis iskljucivo od roditelja.
Najvete varijacije se ocekuju u Skolskom uzrastu Sto smo takode dokazali i naSim

ispitivanjima (119).

lako smo pokazali da tip mutacije u nasoj grupi pacijenata nije imao uticaja na ishod
(1Q), smatramo da ovaj zakljucak ipak zahteva ne$to kompleksniji pristup i razmatranje.
Dokazali smo, naime, da tip mutacije kod veline bolesnika odreduje kategoriju
hiperfenilalaninemije, a samim time i tezinu klini¢ke slike. Bolesnici sa ¢cPKU imaju
najmanju toleranciju fenilalnina, te je kod njih najteze odrzati koncentracije fenilalanina u
normalnim granicama (74, 177). Moze se pretpostaviti da u porodicama bolesnika sa
klasi¢cnom PKU (a time najcesce i tezom mutacijom) postoji povecana paznja pri pripremi
dijeti i redi su greske u ishrani, pa to delimi¢no moze objasniti da ishod u grupi cPKU nije
bio znacajno razli¢it u odnosu na blaze hiperfenilalaninemije.

Za analizu prirodnog toka bolesti kod bolesnika koji nisu bili na dijeti ili je dijeta
zapoceta kasno nas uzorak nije obezbedio dovoljan broj pacijenata. Stoga, je uticgj genotipa

na prirodni tok bolesti u prethodnom tekstu diskutovan na pojedinaénim primerima.
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VI Zakljucak

Na osnovu nasih istrazivanja mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1

Incidencija hiperfenilalninemije nateritoriji Srbije se moze proceniti na 1: 15 130 dok

jeincidencijaklasi¢ne fenilketonurije 1:39 338.

Najces¢a mutacija u Srbiji je p.L48S (31%.), a po uCestalosti slede: p.R408W
(16.4%), p.P281L (6%), p.E390G (5.2%) i p.I306V (5.2%), i ¢ine 2/3 svih mutacija.
Mi smo za sada jedina zemlja koja je publikovala da je L48S naj¢es¢a mutacija u

populaciji.

Genotip ima znatajan uticaj na metabolicki i klini¢ki fenotip kod svih bolesnika sa

hiperfenilal ninemijom.

Kod bolesnika sa klasi¢cnom fenilketonurijom, a posebno homozigota za null/null
mutaciju maksimalna koncentracija fenilalnina je dobar i dovoljan kriterijum za
procenu kategorije bolesti, odnosno tezinu klinicke slike. Za nase bolesnike sa L48S
mutacijom (bilo da je kod homozigota, heterozigota ili funkcionalnih hemizigota)
koncentracija fenilalnina je dabiji pokazatelj za utvrdivanje kategoriju bolesti u

odnosu natoleranciju fenilalanina.

Bez obzira na tip mutacije i dalje se odluka oko zapoc¢injanja dijete siromasne

fenilalninom donosi na osnovu maksimalne koncentracije fenilalnina.

Tip mutacije i rezidualna enzimska aktivnost nisu prediktivni faktori za konatni ishod
bolesti ukoliko je dijeta zapoceta od 1. meseca zZivota. Nesumnjivo je da konacan
ishod bolesti najvise zavisi od uzrasta kada je dijeta zapoceta i broja pikova

fenilalanina u prvim godinama zivota.
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7. Kod preko 50% bolesnika ha nasim prostorima se na osnovu genotipa moze o¢ekivati

pozitivan odgovor na BH4 terapiju.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Maja hophesuh

©poj ynuca

UsjaBrbyjem

[0a je QOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnoBom

Kopenauuja nameny reHotuna n oeHoTnna 6onecHuka ca xunepgeHunanHmHeMnjom

Ha TepuTopuju Cpbuje

e pe3yntat ConcTtBeHOr UCTpaXxunesadkor pana,

e [a npeanoxeHa aucepTauuja y LUEenvHU HU Y genoBuma Huje 6una npepnrioxeHa
3a pobujatbe OWNo Koje AOuMNNoMe npema CTyAWjCKMM Mporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBa,

e [acy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLuMO/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Y Beorpaay, _30.09.2013.
MoTnuc pokropaHpa

My—=




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTAMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Vme n npeanme aytopa Maja hophesuh

bpoj ynuca

Crtyaujckun nporpam

Hacnoe paga Kopenauuja namehy reHotuna n dpeHotnna 6onecHuka ca
xmnepdeHunanHmHeMmjom Ha TepuTopujin Cpbuje

MeHTop _npod. [ip NBaHa HoBakosuh

MoTnuncaHwu

u3jasrbyjeM [a je WramnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eNeKTPOHCKOj Bep3unju
Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuMBawe Ha nopTany JAurutanHor penosutopujyma
YHuBepauteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOju NMYHM nojaum Bes3aHw 3a Aobujake akagemMcKor 3Bakba
[JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy uMe W npesume, rogMHa n mecto pohewa u gatym ogbpaHe
pana.

OBM NMMYHKU Nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHMuama gurutanHe onbnuoteke, y
€eKTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukauunjama YHusepsauteTa y beorpaay.

Y beorpaay, 30.09.2013.
MoTtnuc pokTtopaHaa

My—=




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherby

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky GubnuoTeky ,CseTo3zap Mapkosuh* aa y [urutanyu
penosutopujym YHusepsuteta y beorpady yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy noa
HacnoBOM:

KopeAaumja usmeny reHotmna 1 doeHotmna BOAECHMKA CA XMNEPIPEHUAQAHUHEMUOM

Ha TepuTopurju Cpbuje

Koja je Moje ayTopCKo Aeno.

[lncepTauujy ca CBUM Npurosuma npejao/na cam y enekTpoHcKom cdopmaty norogHom
3a TPajHO apXxuBupat-e.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxparseHy y [MruTanHn penosuTopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory Aa kopucte CBU Koju nowTyjy oapeade cagpxaHe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

@AyTopCTBo
2. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo
3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — ©e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AENUTY NOA UCTUM ycroBuMa
5. AytopcTeo — 6e3 npepaae
6. AyTOpCTBO — AENUTH NOA UCTUM yCrnoB1Ma

(Monumo fa 3aoKpyxuTe camo jeaHy OA LiecT noHyfjeHnx nuueHUm, kpartak onuc
AMLEHLM AaT je Ha nonefiuHn nucTa).

MoTnuc AoKTopaHaa

A=

{
Y Beorpaay, ’)\'3 D% ol
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