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Genetske in klini¢ne znacilnosti bolnikov s
fenilketonurijo v Sloveniji

Genetic and clinical characteristics of patients

with phenylketonuria in Slovenia

Urh Grogelj," Mojca Zerjav Tansek,? Katarina Trebu3ak Podkraj$ek,’ Tadej Battelino*®

Izviecek

Fenilketonurija (PKU) je avtosomnorecesivno
dedna bolezen zaradi nezadostne aktivnosti en-
cima fenilalaninska hidroksilaza (PAH), ki kata-
lizira pretvorbo fenilalanina (Phe) v tirozin, pri
¢emer kot kofaktor uporablja tetrahidrobiopte-
rin (BH4). Pojavnost PKU v populacijah kavka-
$ke rase je okrog 1/10.000. Gen PAH se nahaja na
12. kromosomu in ga sestavlja 13 eksonov. Opisa-
nih je nad 600 mutacij gena PAH, ki povzrocajo
razli¢ne stopnje pomanjkanja katalitske aktivno-
sti PAH. Zaradi tega je povi$ana vrednost Phe v
krvi (hiperfenilalaninemija - HFA) povezana, ¢e
se ne zdravi, s poskodbo osrednjega Zivcevja, ki
se kaze z duSevno zaostalostjo. Klasifikacija PKU
temelji na presnovnem fenotipu bolnika (glede
na stopnjo HFA); razlikujemo tri podvrste PKU
(klasi¢na, zmerna in blaga) ter blago HFA, ki je
lo¢ena klini¢na entiteta.

Pojavnost klasi¢cne PKU v Sloveniji smo oceni-
li na priblizno 1/10.000, pogostost prenasalcev
klasi¢ne PKU v splo$ni populaciji pa na 1/50.
Kumulativna pojavnost vseh oblik PKU (kla-
si¢na, zmerna, blaga PKU) je priblizno 1/6.000;
pojavnost blage HFA pa priblizno 1/3.500. V pre-
glednem ¢lanku smo zajeli tudi prej objavljene
rezultate raziskav znacilnosti slovenskih bolni-
kov s PKU, ki so bile na Klini¢nem oddelku za
endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni
Pediatri¢ne klinike Ljubljana opravljene v letih
2008-2012. Nasa populacija bolnikov s PKU je
po genetskih znacdilnostih primerljiva z opisani-
mi okoliskimi populacijami, vklju¢uje pa pet no-
vih, doslej neopisanih mutacij gena PAH.

Presejanje vseh novorojencev na PKU se v Slo-
veniji izvaja od leta 1979. Vzro¢nega zdravljenja
PKU ne poznamo, potrebna pa je ¢imprejSnja
uvedba dietnega zdravljenja z omejitvijo vnosa
Phe; zdravljenje s BH4 pri odzivnih bolnikih po-
veca toleranco za Phe.

Abstract

Phenylketonuria (PKU), an autosomal reces-
sive disease, is the most common inborn error
of amino acid metabolism in Caucasians, affect-
ing 1/10,000 individuals. PKU is caused by the
deficiency of hepatic phenylalanine hydroxylase
(PAH), which catalyzes the hydroxylation of
phenylalanine (Phe) to tyrosine, using tetrahy-
drobiopterin (BH4) as a cofactor. The PAH gene
is located on the chromosome 12 and consists
of 13 exons. Over 600 different mutations of the
PAH gene have been identified to date, which re-
sult in a broad spectrum of PAH deficiency. The
resulting elevation of Phe in the blood (hyper-
phenilalaninemia - HPA) could cause mental
retardation if left untreated. The classification
of PKU is based on the metabolic phenotype of
a patient (according to HPA level); discerned
could be three subclasses of PKU (classic, mod-
erate, mild) and mild HPA, which is a separate
clinical entity.

The incidence of classical PKU in the Slovene
population was estimated to be 1/10,000, cor-
responding to a carrier frequency of about 1/50.
The cumulative incidence of all subtypes of PKU
(classic, moderate, mild) is around 1/6,000; the
incidence of mild HPA is around 1/3,500. The ar-
ticle also reviews the previously published stud-
ies on the genetic and phenotypic characteristics
of Slovenian PKU patients, performed at the
Department of Pediatric Endocrinology, Diabe-
tes and Metabolism, University Childrens Hos-
pital Ljubljana, in years 2008-2012. The genetic
characteristics of the Slovenian PKU population
were concordant with other neighbouring popu-
lations; five novel mutations of PAH gene were
detected in the population.

The mandatory neonatal PKU screening in
Slovenia was implemented in 1979. The dietary
therapy based on a restricted Phe intake should
be introduced as soon as possible after birth; in
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responders, BHy treatment increases the dietary
Phe tolerance.

Seznam okrajSav

BH, - tetrahidrobiopterin

HFA - hiperfenilalaninemija

IQ - inteligen¢ni kvocient

PAH - fenilalaninska hidroksilaza

PAHdb - okr. angl. The Human PAH Muta-
tion Knowledgebase

Phe - fenilalanin

PKU - fenilketonurija

Tyr - tirozin

ZDA - ZdruzZene drzave Amerike

1 Uvod

Fenilketonurija (PKU; MIM# 261600)
je avtosomnorecesivno dedna bolezen, ki je
posledica prirojene motnje v presnovi ami-
nokisline fenilalanin (Phe). PKU povzroci
mutacija gena za encim Phe hidroksilazo
(PAH). To vodi v pomanjkanje aktivnosti
encima PAH, ki katalizira pretvorbo Phe v
tirozin (Tyr), pri ¢emer kot kofaktor upo-
rablja tetrahidrobiopterin (BH4). Zato se
povisajo vrednosti Phe v krvi. Hiperfenila-
laninemija (HFA) je glavna presnovna po-
javnost PKU.' Vrednosti Phe v krvi, ki so
vsaj 5-krat vecje od zgornje meje normal-
nega obmocja, so povezane z napredujoco
poskodbo osrednjega zivéevja. Najpomemb-
nej$a dolgoroc¢na klini¢na posledica nezdra-
vljene PKU je huda dusevna zaostalost.* V
drzavah s presejanjem novorojencev je za-
radi zgodnjega zdravljenja PKU duSevna
zaostalost izjemno redka.” Glede na stopnjo
HFA lo¢imo tri podvrste PKU (klasi¢na,
zmerna in blaga) ter blago HFA, ki je sicer
lo¢ena klini¢na entiteta, jo pa vklju¢ujemo
v PKU v $irSem smislu.'” Vzro¢nega zdra-
vljenja PKU ne poznamo. Bolnikom se ¢im
prej po rojstvu predpise dietno zdravljenje z
omejitvijo vnosa Phe.’

PKU ima posebno mesto med priroje-
nimi boleznimi presnove. Bila je prva, pri
kateri je bil pojasnjen vzrok dusevne zao-
stalosti (Folling, 1934),° prva, pri kateri je
bilo uvedeno ucinkovito (dietno) zdravlje-
nje (Bickel, 1953),” in prva, pri kateri je bilo

uvedeno presejanje novorojencev. V letu
2013 belezimo s50-letnico prve uvedbe pre-
sejanja v posameznih zveznih drzavah ZDA
(Guthrie, 1963).° Pri nas je veina otrok s
PKU, rojenih do 7o0. let prejsnjega stoletja, Se
razvila hudo dusevno zaostalost.’ Presejanje
vseh novorojencev na PKU se na celotnem
obmo¢ju Slovenije izvaja od leta 1979."° Do
leta 1992 je presejanje potekalo s pomocjo
Guthriejevega testa, nato pa s fluorometric-
no metodo.'""?

Vse slovenske bolnike s PKU spremlja-
mo na Pediatri¢ni kliniki v Ljubljani. V na-
cionalnem registru PKU je trenutno zajetih
okrog 120 druzin s PKU, ob tem pa $e prek
150 bolnikov z blago HFA; slednji ve¢inoma
ne potrebujejo dietnega zdravljenja in spre-
mljanja. Pri slovenski populaciji bolnikov s
PKU je bilo genetsko ozadje raziskano sele v
zadnjih letih.">"'°

2 Epidemiologija

Pojavnost PKU se zelo razlikuje med
razlicnimi predeli sveta. V vecini evrop-
skih drzav je pojavnost klasicne PKU okrog
1/10.000 zivorojenih otrok, kar ustreza po-
gostosti prenasalcev bolezni v splo$ni popu-
laciji, ki je okrog 1/50.'”'® Vija pojavnost
klasi¢ne PKU je na splosno znacilna za bolj
konsangvine populacije. Najvisja je v Turci-
ji in na Severnem Irskem, kjer znasa okrog
1/4.000.">?° Najnizja pojavnost klasi¢ne
PKU v Evropi pa je na Finskem, 1/100.000.*!
V ZDA je pojavnost klasicne PKU okrog
1/15.000.° Za Azijo in Juzno Ameriko je zna-
¢ilna nekoliko nizja pojavnost klasi¢ne PKU,
okrog 1/15.000-200.000,**** v podsaharski
Afriki pa naj bi bila PKU glede na ocene e
precej redkejsa.>®

Pojavnost klasicne PKU v Sloveniji je
priblizno 1/10.000. Izra¢un temelji na po-
datku, da se je med letoma 2001 in 2010 v
Sloveniji rodilo 193.188 otrok, med njimi jih
je 19 razvilo klasi¢no PKU. Kumulativna po-
javnost vseh oblik PKU (klasi¢na, zmerna,
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Tabela 1: Primerjava pojavnosti prenasalstva za klasi¢no fenilketonurijo,
blage hiperfenilalaninemije, vseh vrst fenilketonurije skupaj in klasi¢ne
fenilketonurije posebej, v Sloveniji v letih 2001-2010. (Podatek o Stevilu
Zivorojenih otrok smo dobili na spletni strani Statisticnega urada Republike
Slovenije, http://www.stat.si).

Prenasalec klasi¢ne PKU

Blaga HFA

Vse oblike PKU (blaga, zmerna, klasi¢na)

Klasi¢na PKU

1/50
1/3.500
1/6.000
1/10.000

PKU - fenilketonurija; HFA — hiperfenilalaninemija.

Pojavnosti blage HFA in PKU smo izra¢unali kot razmerje med skupnim
Stevilom novoodkritih bolnikov s posamezno vrsto bolezni in Stevilom vseh
Zivorojenih otrok v Sloveniji v obdobju od 1. 1. 2001 do 31. 12. 2010. Pojavnost
prenasalcev smo izrac¢unali s pomocjo Hardy-Weinbergovega nacela, z
izpeljavo enacbe p* + 2 pq + 2 ¢* = 1 (p - pojavnost homozigotov za nemutirane
alele; g— pojavnost homozigotov za vse mutacije PKU kumulativno (ustreza
pojavnosti klasi¢ne PKU); pq — pojavnost heterozigotov za klasi¢no PKU
(ustreza pojavnosti prenaSalcev PKU)). Pri izra¢unu smo izhajali iz pojavnosti
klasi¢ne PKU v Sloveniji 1/10.000.
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blaga PKU) v istem obdobju je priblizno
1/6.000; pojavnost blage HFA pa priblizno
1/3.500 (Tabela 1)."?

V skladu s Hardy-Weinbergovim nace-
lom smo izracunali, da je pri nas v splo$ni
populaciji heterozigotov za vse mutacije, ki
povzrocajo klasi¢no PKU 2,0 % (Tabela 1)."?

3 Genetske znacilnosti

Gen PAH se nahaja na dolgem kraku 12.
kromosoma (12q23.2). Sestavljen je iz 13 ek-
sonov, dolgih od 57 (ekson 9) do 892 baznih
parov (bp) (ekson 13). Povprecna dolzina
eksonov znas$a 170 bp, intronov pa 6.390 bp.
V bazi podatkov PAHdb (okr. angl. The Hu-
man PAH Mutation Knowledgebase) je opi-
sanih nad 600 mutacij gena PAH, ki povzro-
¢ajo razlicne stopnje pomanjkanja katalitske
aktivnosti encima PAH in s tem razli¢ne fe-
notipske znacilnosti bolnikov s PKU.>* Do-
slej je bilo na genu PAH opisanih tudi okrog
30 velikih delecij, ki v vecini populacij pred-
stavljajo manj kot 3 % vseh mutacij.*”*! Opi-
si novonastalih mutacij v genu PAH so zelo
redki (skupaj 4 druga¢nosmiselne mutacije
ter 1 velika delecija ve¢ genov), verjetno tudi
na racun pomanjkljivega izvajanja genetskih
analiz pri star$ih bolnikov.*

Glede na bazo PAHdb je vecina mutacij
gena PAH drugac¢nosmiselnih (63 %). Po po-
gostosti jim sledijo: manjse delecije (13 %),
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mutacije, ki vplivajo na pripajanje eksonov
(angl. splicing) (11%), tihe mutacije (7 %),
nesmiselne mutacije (5 %), velike delecije in
duplikacije (do 3 %), manjse insercije (1 %).>°
Nekatere mutacije povzrocijo popolno izgu-
bo aktivnosti encima PAH, pri vecini ostalih
pa ima ta od 1-70 % encimske aktivnosti in
vitro glede na pricakovano. Popolno izgubo
encimske aktivnosti povzrocajo: nesmisel-
ne mutacije; mutacije, ki spremenijo bralni
okvir (angl. frameshift); velike delecije in
duplikacije; mutacije, ki vplivajo na pripa-
janje; nekatere druga¢nosmiselne mutacije.
Mutacije, ki delno ohranijo aktivnost enci-
ma PAH, so ve¢inoma druga¢nosmiselne.*®

V 1-2% povzro¢ajo HFA mutacije ge-
nov za encime, ki sodelujejo v tvorbi ali re-
generaciji BH4, kofaktorja encima PAH. Te
povzrocajo t.i. maligno PKU, ki jo je treba
izkljuciti pri vseh novo odkritih bolnikih s
HFA.*?

Za vsako populacijo in geografsko regi-
jo je znacilen specificen nabor mutacij, pri
cemer se ta v populacijah kavkaske (bele)
rase moc¢no razlikuje od nabora pri aziat-
skih populacijah; vse ostale populacije se
zelo razlikujejo od afriSkih populacij, ki se
zelo razlikujejo tudi med seboj.>’ Genet-
ske znacilnosti razli¢nih populacij PKU po
svetu so dokaz za izvor in ekspanzijo vseh
¢loveskih populacij iz Afrike.** S pregledno
raziskavo nabora mutacij v opisanih evrop-
skih populacijah je bilo opredeljenih 29 mu-
tacij, ki imajo v vsaj dveh populacijah rela-
tivno pogostost nad 3 %. Za severno Evropo
je znacilna mutacija c.1315+1G>A; za severo-
zahodno Evropo mutacija p.R408W-Hji; za
Skandinavijo mutacija p.Y414C; za vzhodno
Evropo mutacija p.R408W-H2; za juzno in
jugovzhodno Evropo ter Malo Azijo muta-
cija c.1066-11G>A; za Iberski polotok, zaho-
dno Evropo in Irsko pa mutacija p.I65T.° V
vecini opisanih populacij se pojavlja manj-
$e Stevilo (1 do 5) za posamezno populaci-
jo znacilnih mutacij ter vec¢je Stevilo redkih
(relativna pogostost pod 3 %) in posami¢nih
mutacij; manj kot 10 najpogostejsih mutacij
skoraj v vseh opisanih populacijah je nad
75% vseh mutacij.”*** Okrog 75% bolni-
kov s PKU je sestavljenih heterozigotov, kar
vpliva tudi na heterogenost presnovnih fe-
notipov teh bolnikov.*® Blazje oblike HFA so
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povezane z drugim naborom mutacij gena
PAH, kot jih imajo teZje oblike.*

V Sloveniji smo pri 107 druzinah bol-
nikov s PKU (85% slovenske populacije)
nasli mutacije na 209 alelih (stopnja de-
tekcije 97,7 %). Nasli smo nabor 36 razlic-
nih mutacij: 20 druga¢nosmiselnih mu-
tacij (80% vseh alelov), osem mutacij,
povezanih s pripajanjem (13 %), eno nesmi-
selno mutacijo (0,5 %), stiri manjse delecije
s spremembo bralnega okvirja (6 %), eno
manj$o insercijo s spremembo bralnega
okvirja (0,5%) in dve veliki deleciji (2 %).
Nasli smo pet novih, doslej neopisanih mu-
tacij: p.V45A, p.L62P, p.R157S, c.43_44insAG
in ¢.56_59+1del ACAGG. Nasli smo tudi dve
veliki deleciji: EX5delgss in EX3del4765.">71°

Najpogostejsa je bila mutacija p.R408W
v eksonu 12, ki je predstavljala 29 % vseh
in je zelo pogosta tudi v drugih slovanskih
populacijah in tudi v nekaterih sosednjih
neslovanskih populacijah (Tabela 2).>”"*?
Mutacija p.R408W ima pri vzhodnoevrop-
skih populacijah oz. slovanskih populacijah
najverjetneje drug izvor kot tista pri sever-
no- in zahodnoevropskih populacijah (npr.
Irska).’” Slovenska populacija bolnikov s
PKU je tudi glede na nabor ostalih pogostih
mutacij dobro primerljiva s sosednjimi po-
pulacijami (primerjave sicer niso povsem

zanesljive zaradi slabe reprezentativnosti ve-
¢ine sosednjih populacij; Tabela 2). 13713742

Ugotovili smo nabor 64 razlicnih geno-
tipov, od tega sedem najpogostejsih, ki smo
jih nasli pri ve¢ kot tretjini vseh druzin. V
trinajstih druzinah (13 % populacije) so bile
mutacije prisotne v homozigotni obliki: 10
druzin za mutacijo p.R408W, dve za p.R158Q
in ena za p.E390G."*"'*

4 Fenotipske znacilnostiin
njihova povezava z genotipom

Vpliv mutacij gena PAH je mogoce ugo-
tavljati na treh fenotipskih ravneh, znacilnih
za PKU:'"?

« na ravni zgradbe in delovanja encima
PAH (proksimalni nivo);

+ naravni presnovnega fenotipa, ki se izra-
za v obliki homeostaze Phe, ki je opisana
kot vrednost Phe v krvi v odvisnosti od
vnosa Phe s hrano (vmesna raven) (na
ravni presnovnega fenotipa temelji kli-
ni¢na klasifikacija PKU in blage HFA);

« na ravni klini¢nega fenotipa, ki je opisan
kot stopnja kognitivnega razvoja in oce-
na delovanja osrednjega zivcevja, npr. s
pomodjo inteligencnega koli¢nika (IQ)
(distalna raven).

Tabela 2: Primerjava nabora najpogostejsih mutacij gena PAH v slovenski populaciji s sosednjimi in/ali sorodnimi populacijami
(mutacije so predstavljene v obliki deleZev (v %) glede na vse alele prisotne v posamezni populaciji).

© oo N oo o B~ W N

10

p.R408W
p.R158Q
p.A403V
p.P281L
p.E390G
p.R261Q

c.1315+1G>A
p.F55>Lfs

p.L48S

€.1066-11G>A

Slovenija® SV Italija“ Hrvaska® Madzarska’ | Srbija?
(N=107) (N= 147) (N=18) (N=226) (N=127) (N=35) (N=34)
29% 23% 11% 23% 36 % 49 % 18 %
9% 4% 8% 5% 6 % 7% 4%
7% 2% 8% 8% ? ? ?

7% 3% 11% 4% 8% ? 9%
7% 3% ? 2% 7% ? 7%
4% 7% 6 % 3% 6 % ? 6 %
3% 12% 17 % 10 % 1% 4% 4%
3% 2% 0% 2% 0% ? 0%
2% 2% 11% 1% 10% ? 21%
2% 4% 3% 3% 3% 3% 2%

SV —severovzhodna; J - juZna, ? — mutacija (morda) ni bila ugotavljana.
Groselj et al 2012} Sterl et al. 20122 *Zaffanello et al. 2005 “Aulehla-Scholz et al. 2003;* ®Karacic et al. 2007° "Eisensmith et al.
19927 QStOJlleeowc et al. 2006.°
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Slika 1: Strukturni
model monomera PAH

z oznalenimi tremi
domenami: regulacijsko
(v modri; aminokislinski
ostanki 1-142), katalitsko
(v rumeni; 143-410) in

tetramerizacijsko (v rdeci;

411-452).
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KATALITSKA
DOMENA
(ak 143-410)

Pri nezdravljenih bolnikih s PKU je bil
v ve¢ raziskavah dokazan obstoj povezave
med genotipom PAH ter presnovnim feno-
tipom; med presnovnim fenotipom in kli-
ni¢nim (kognitivnim) fenotipom; ter med
genotipom PAH in klini¢nim (kognitivnim)
fenotipom.'~>****** Na kompleksnost pove-
zave med genotipom in vsemi tremi fenotip-
skimi ravnmi dodatno vplivajo predvsem:
visoka stopnja heterogenosti mutacij gena
PAH, vpliv velikega $tevila drugih genov na
presnovno homeostazo Phe, izjemna kom-
pleksnost znacilnosti razvoja in delovanja
osrednjega Zzivcevja ter krvno-mozganske
pregrade.>***® Pri zdravljenih bolnikih s
PKU pa na povezavo genotipa s presnovnim
in klini¢nim fenotipom klju¢no vpliva ¢im
hitrejsa uvedba ustreznega dietnega zdra-
vljenja ¢im prej po rojstvu, ki prepreci razvoj
pric¢akovanega klini¢nega (kognitivnega) fe-
notipa. Hitra uvedba dietnega zdravljenja
lahko zabrise tudi povezavo genotipa s pre-
snovnim fenotipom, ker do uvedbe dietnega
zdravljenja vrednost fenilalanina v krvi e ni
dosegla najvi§je vrednosti, zato presnovni
fenotip lahko $e ni polno izrazen.' ¢
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REGULATORNA DOMENA (ak 1-142)

TETRAMERIZACIJSKA
DOMENA (ak 411-452)

4.1 Fenilalaninska hidroksilaza

Gen PAH se izraza v jetrih in ledvicah
kot monomer iz 452 aminokislin, ki ima tri
domene: na N-koncu regulatorno (aminoki-
slinski ostanki 1-142), katalitsko (143-410),
na C-koncu pa tetramerizacijsko (411-452)
(Slika 1).°' Monomeri se sestavijo v funkci-
onalen encim PAH, ki se nahaja v pH-od-
visnem ravnotezju med dimerno in tetra-
merno obliko. Poznan je strukturni model
celotne dolzine encima PAH v tetramerni
obliki, na podlagi katerega je mogoce na-
povedati predviden vpliv nekaterih drugac-
nosmiselnih mutacij na delovanje encima
PAH.49,50

Druga¢nosmiselne mutacije gena PAH
najpogosteje povzrolijo napacno zvitje
(angl. misfolding) monomerov encima PAH,
kar vodi v njihovo nestabilnost in/ali mote-
no oligomerizacijo ter zato v kopicenje in
hitrej$o proteolitsko razgradnjo.>* Mutacije
ne vplivajo samo na primarno proteinsko
strukturo monomerov encima PAH, pa¢ pa
tudi na terciarno strukturo monomerov in
kvartatno strukturo funkcionalnega protei-
na.>® Zaradi hitrejse proteolitske razgradnje
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napacno zvitih monomerov encima PAH je
v celicah v povpredju prisotna manjsa koli-
¢ina tega encima, kar je tudi glavni meha-
nizem pomanjkanja njegove aktivnosti.>* Le
manjsi del druga¢nosmiselnih mutacij vpli-
va na kinetske lastnosti encima PAH, ne da
bi zniZale njegove koli¢ine v celici.>

Encim PAH katalizira pretvorbo Phe v
Tyr, ki poteka v citosolu ledvi¢nih in jeter-
nih celic in je glavna determinanta presnove
Phe v telesu.>**** Pomanjkanje aktivnosti
encima PAH se zaradi heterogenosti muta-
cij gena PAH kaze s $irokim spektrom pre-
snovnih fenotipov. Klasifikacija blage HFA
in PKU temelji na podlagi presnovnega fe-
notipa, ki je opredeljen s pomocjo vredno-
sti Phe v krvi (v umol/L)."”* Predlagane so
bile tri ali $tiri razlicne podskupine PKU,
ki temelje na dveh merilih. Prvo je najvisja
vrednost Phe v krvi ob postavitvi diagnoze
ali nasploh, pomozno pa je koli¢ina Phe v
prehrani (v mg ali mg/kg), pri kateri vre-
dnost Phe v krvi e ostaja v ciljnem obmocju
(pod 360 umol/L) (Tabela 3).""*** Normalno
obmocje vrednosti Phe v krvi znasa 50-120
pmol/L. Presnovni fenotip pri bolnikih z
najvedjimi izmerjenimi vrednostmi Phe v
krvi med 120-600 umol/L je opredeljen kot
blaga HFA, pri vrednostih Phe med 600-
900 umol/L kot blaga PKU, pri vrednostih
Phe med 900-1200 umol/L kot zmerna PKU
in pri vrednostih Phe nad 1200 pmol/L kot

klasi¢na PKU (Tabela 3)."">°*%” Meja med
blago HFA in PKU temelji na pomanjkanju
dokazov, da bi pri vrednostih Phe v krvi pod
600 umol/L pri nezdravljenih bolnikih pri-
$lo do razvoja znacilnega klini¢nega (kogni-
tivnega) fenotipa.* Nekatere klasifikacije ne
razlikujejo med zmerno in blago PKU, zato
so sestavljene le iz treh podskupin.***” Kot
PKU v najozjem smislu je misljena klasi¢na
PKU. Pri heterozigotih za PKU je vrednost
Phe v krvi v normalnem obmo¢ju.*®
Presnovni fenotip bolnika s PKU je med
vsemi moznimi vplivi v najvecji meri dolo-
¢en s specificnim genotipom PAH. Pri sesta-
vljenih heterozigotih, ki so hkrati funkcio-
nalni hemizigoti, presnovni fenotip doloca
preostala aktivnosti encima PAH ene od
mutacij gena PAH. Pri dveh mutacijah gena
PAH, ki imata podobno pri¢akovano preo-
stalo encimsko aktivnost, ali pa sta homozi-
gotni, ima bolnik lahko blazji presnovni fe-
notip od pri¢akovanega glede na posamezno
mutacijo.’>*” Napoved presnovnega fenoti-
pa na podlagi genotipa PAH je klini¢no po-
membna ne samo za nacrtovanje ustreznega
dietnega rezima pri novo odkritih bolnikih
s PKU, ampak tudi za ugotavljanje njiho-
ve odzivnosti na zdravljenje s BH4.>>% Vec¢
raziskav, v katerih so ugotavljali znacilnosti
povezave med genotipom in presnovnim fe-
notipom pri bolnikih s PKU, je v vecini pri-
merov pokazalo dobro ujemanje genotipov
PAH s presnovnimi fenotipi bolnikov.***”¢*

Tabela 3: Merila za ugotavljanje presnovnega fenotipa pri bolnikih s PKU ali blago HFA.

Normalen 50-120
Blaga HFA 120-600
Blaga PKU 600-900
Zmerna PKU 900-1200
Klasi¢na PKU >1200

7502500 (gs) 35-50 (gs)
600-2500 (gs) 35-50 (gs)
400-600 25-35
350-400 20-25
250-350 <20

Phe — fenilalanin; HFA — hiperfenilalaninemija; PKU — fenilketonurija.

8Najvisja vrednost Phe pred uvedbo diete ali kasneje ob normalni dieti ali ob obremenitvi s Phe.

®Vnos Phe je najve&ja kolicina Phe v hrani, pri kateri vrednost Phe v krvi $e ostaja v ciljnem obmodju
(pod 360 umol/L); vnos Phe v normalni dieti — prilagojeno po The Dietary Reference Intakes, National
Academy of Sciences, Washington, DC, 2002); vnos Phe pri dietnem zdravljenju PKU — glede na reference

St. 2, 69, 70; gs — glede na starost otroka.
“Pri 5 letih starosti; TT — telesna teza.
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V raziskavi slovenske populacije bolni-
kov s PKU je bil presnovni fenotip oprede-
ljen kot klasicna PKU pri 54,2 % druzinah,
kot zmerna in blaga PKU pri 26,1% druzi-
nah ter kot blaga HFA pri 19,6 % druzinah
(pri slednjih gre za bolnike, ki potrebujejo
dietno zdravljenje, ostali bolniki z blago
HFA pa niso bili vkljuceni v raziskavo). Pri
vecini druzin se je presnovni fenotip ujemal
z genotipsko napovedanim. Pri 32 genotipih
(od 64) je slo za funkcionalne hemizigote,
kar je omogocilo funkcijsko napoved za 16
mutacij (od 36), med njimi tudi za vseh pet
novih mutacij.'**¢

Nezdravljena PKU vodi v napredujo-
¢o nevrolosko okvaro, ki se kaze kot huda
dusevna zaostalost. Temu so pridruzeni Se
razli¢ni drugi simptomi in znaki: mikroce-
falija, nizka rast, ekscemasti izpuscaj, hipo-
pigmentacija, epilepsija, avtizem in razli¢ni
psihiatri¢ni simptomi.>** V razvitih drza-
vah s presejanjem novorojencev na PKU je
polno izrazeni klini¢ni fenotip mogoce najti
skoraj izklju¢no pri bolnikih, rojenih pred
zaCetkom presejanja. Dietno zdravljenje
PKU z uravnotezenim prehranskim vnosom
in z ustreznim nadzorom vrednosti Phe v
krvi je namre¢ u¢inkovito pri preprecevanju
tezjih okvar osrednjega Zivcevja in drugih
znacilnosti klini¢no izrazene PKU. Raziska-
ve kazejo, da je nevroloski izid pri bolnikih
s PKU tesno povezan s starostjo ob zacetku
zdravljenja in kasnejSo presnovno urejeno-
stjo.® Pri bolnikih z uvedenim zdravljenjem
v neonatalnem obdobju je bil za vsakih 100
pmol/L vi$jo povpre¢no vrednostjo vseh do-
tedanjih meritev Phe v krvi, njihov IQ nizji
za 1,9-4,1 tocke.** Poleg nizjega inteligenc-
nega koli¢nika je bil v ve¢ raziskavah doka-
zan vpliv slabSe presnovne urejenosti PKU
na vecjo pogostost moten;j izvr$nih sposob-
nosti (nacrtovanje, resevanje problemov,
predelava podatkov, pozornost) in pojav-
nost razlicnih dusevnih tezav. Tudi bolniki
z dietnim zdravljenjem uvedenim takoj po
rojstvu in z dobro presnovno urejenostjo
imajo v povprecju izmerjeno slabso kogni-
tivno sposobnost kot njihovi zdravi sorojen-
ci ali zdravi vrstniki.®>"*
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Raziskava nevropsiholoskih znacilnosti
slovenskih bolnikov s PKU doslej $e ni bila
opravljena.

5 Zdravljenje fenilketonurije

Vzro¢nega zdravljenja PKU ne pozna-
mo, obstajajo pa nacini zdravljenja, ki pre-
precujejo razvoj klini¢nega (kognitivnega)
fenotipa PKU. Najpomembnejse je dietno
zdravljenje z nadzorovanim znizanim vno-
som Phe.®® Zadnje desetletje se uveljavlja
$e zdravljenje s BHy, na katerega se odziva
velika vecina bolnikov z blago HFA, vendar
pa manj kot 10 % vseh bolnikov s klasi¢no
PKU.*® Razvijajo tudi nekatere nove nacine
zdravljenja PKU, ki pa se $e ne uporabljajo
v klini¢ni praksi. To sta encimsko in gensko
zdravljenje, medtem ko je dietno zdravljenje
z dolgoveriznimi nevtralnimi aminokislina-
mi z omejeno uc¢inkovitostjo in se uporablja
predvsem pri odraslih bolnikih.”%7?

Uvedba dietnega zdravljenja PKU velja
za prvo uspesno zdravljenje prirojene bole-
zni presnove in s tem za veliko prelomnico,
ki je kmalu sprozila tudi razvoj presejalnega
programa za PKU."”® Odtlej se je zvrstilo
veliko dokazov, da uvedba ustreznega die-
tnega zdravljenja ¢im prej po rojstvu omogo-
¢a normalen ali vsaj skoraj normalen razvoj
otroka in mladostnika s PKU.? Dietno zdra-
vljenje temelji na strogo nacrtovani omejitvi
prehranskega vnosa naravnih beljakovin in s
tem Phe, obenem pa z zagotavljanjem zado-
stnega vnosa vseh ostalih aminokislin z uzi-
vanjem pripravka aminokislinske mesanice
brez vsebnosti Phe. Primeren kalori¢ni vnos
zagotavljajo naravna zivila z nizko vsebno-
stjo Phe (npr. doloc¢eno sadje in zelenjava)
ter posebna dietna nizkobeljakovinska zivila,
pri katerih se industrijsko zmanjsa vsebnost
beljakovin (npr. nizkobeljakovinski kruh).?
Glede na novejSe smernice naj bi bilo die-
tno zdravljenje PKU dolgoro¢no, celo do-
zivljenjsko, saj tudi povisane vrednosti Phe
v odrasli negativno vplivajo na izvr$ne spo-
sobnosti, lahko povzrocajo razli¢no, vecino-
ma bolj subtilno nevrolosko simptomatiko,
vi§jo raven oksidativnega stresa idr.”*”* Pri
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nas je pri bolnikih s PKU v odrasli dobi pri-
poroceno vzdrzevanje vrednosti Phe v krvi
pod 700 pmol/L. Se zlasti pa je pomembno
dosledno dietno zdravljenje otrok in mlado-
stnikov v obdobju rasti in razvoja (pri nas so
priporocene vrednosti Phe pod 360 pmol/L)
ter nosecnic s PKU (pri nas so priporocene
vrednosti Phe pod 260 pmol/L).>'* Pogost
problem je slabo sodelovanje bolnikov pri
zdravljenju, saj predvsem pri adolescentih
in odraslih bolnikih dietno zdravljenje terja
precej$njo prilagoditev nacina Zivljenja, pa
tudi redno uzivanje pripravka z aminoki-
slinsko mesanico je zaradi slabega okusa ne-
priljubljeno in motece v vsakdanjem ritmu
dnevnih obveznosti.”®

Po tem ko so Kure s sod. leta 1999 doka-
zali, da zdravljenje s BH, pri nekaterih bol-
nikih s PKU ali blago HFA zniZuje vrednosti
Phe v krvi, se je to zdravljenje v naslednjih
nekaj letih uveljavilo v klini¢ni praksi.”” V
ve¢ raziskavah je bilo dokazano, da kon-
tinuirano zdravljenje s BH4 pri odzivnih
bolnikih poveca toleranco za Phe, zmanjsa
ali odpravi potrebo po aminokislinskih pre-
hranskih preparatih brez vsebnosti Phe ali
celo omogoci opustitev dietnega zdravljenja
PKU.”®” Na zdravljenje s BHy so odzivni
bolniki z mutacijami gena PAH, ki ohranja-
jo vsaj delno aktivnost encima PAH.*>*® Kot
molekularni mehanizem odzivnosti na zdra-
vljenje s BH, je kot kaze najbolj pomembna
stabilizacija encima PAH v tetramerni obliki
s prepreCevanjem napacnega zvijanja mo-
nomerov, njihove agregacije in proteolitske
razgradnje in inaktivirajo s toploto.°®*" Ni
pa Se povsem znana povezava med genoti-
pom PAH in odzivnostjo na BHy; lahko pa
jo z veliko gotovostjo napovemo pri bolniki
s kombinacijo dveh mutacij, od katerih no-
bena ne omogoca aktivnosti encimske PAH
(odzivnosti se ne pricakuje) ali vsaj eno mu-
tacijo, ki je znacilna za blago HFA (odziv-
nost je pricakovana).”>*? Bolniki, ki so na
podlagi genotipa opredeljeni kot potenci-
alno odzivni, ali pa potencialne odzivnosti
pri njih ni mogoce napovedati, morajo biti
glede na priporocila pred uvedbo zdravlje-
nja obremenitveno testirani s BH4. Protokol

testiranja predvideva nekajdnevno uziva-
nje diete z normalno vsebnostjo beljakovin
(npr. 2 g/kg teze) ter nato peroralni odmerek
BH, (20 mg/kg teze). Kot merilo odzivnosti
se v vecini centrov uposteva padec vrednosti
Phe za vsaj 30 % glede na izhodis¢no vre-
dnost po 24 h.*?

Pri nas smo kot potencialno odzivne na
zdravljenje s BH, opredelili 38 druzin (35,5 %
vseh) s 26 razlicnimi genotipi (40,6 % vseh).
Doslej smo obremenitveno testirali 36 bol-
nikov, od katerih jih je bilo 18 odzivnih. Pri
12 smo doslej Ze uvedli zdravljenje s tetrahi-
drobiopterinom (Kuvan®).'>**

V primeru povisanih vrednosti Phe med
nosec¢nostjo lahko pride do razvoja mater-
nalnega sindroma PKU pri otroku, ker so vi-
soke vrednosti Phe v krvi teratogene. Zato je
potrebno skrbno in natan¢no vodenje bole-
zni v obdobju nose¢nosti; nose¢nice s PKU
opravljajo redne tedenske ambulantne kon-
trolne preglede, priporocene vrednosti Phe
pa so pod 260 pmol/L.>'? Pri otrocih noseé-
nic z nezdravljeno zmerno in klasi¢cno PKU
se v skoraj vseh primerih razvije maternalni
sindrom PKU. Zanj je znacilna mikrocefali-
ja, huda dusevna zaostalost otroka, pogosto
pa tudi prirojeno bolezen srca, zastoj rasti
ploda in razvoj dizmorfnih znakov.** Do-
slej je bilo po nasih podatkih nose¢nicam s
PKU, ki se vodijo na Pediatri¢ni kliniki, ro-
jenih 13 otrok, pri 11 od teh ni bilo znakov za
maternalni sindrom PKU.

6 Zakljucek

Obravnava bolnikov s PKU je ena od
uspesnejsih zgodb sodobne medicine, obe-
nem pa tudi pomemben dokaz, da uspesno
presejanje s pravocasno diagnozo in ustre-
znim zdravljenjem povsem spremeni potek
bolezni. S tem je PKU model tudi za druge
prirojene bolezni presnove. Moznost genoti-
pizacije je ob poznavanju fenotipa omogoci-
la dodatno razlago izvora mutacij in razno-
likosti klini¢nega poteka bolezni ter pomaga
pri zdravljenju. Raziskovanje genotipskih in
fenotipskih znacilnosti slovenskih bolnikov
dopolnjuje obsirno mednarodno strokovno
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znanje o PKU in zaokroZuje desetletja uspe-
$nega presejanja novorojencev in zdravlje-
nja slovenskih bolnikov s PKU.>*¢
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