GENETYKA ’ %Eé]sﬂthATNE .
tla NIE-GENETYKOW | setetaryiogosin %

iinnych specjalistow
OMIKA” - NOWA DZIEDZINA DIAGNOSTYCZNA

Nie tylko choroby rzadkie. edu-metgen.imid.med.p| x L;, :

Kliniczne aspekty zaburzen
metabolizmu homocysteiny

Dr n. med. tukasz Katuzny

Klinika Gastroenterologii Dzieciecej i Chorob Metabolicznych
Instytutu Pediatrii UM w Poznaniu




Lata 90-te....

* Nie bylo internetu
* Nie bylo komorek
(tylko pod schodami)
* Nofelan, Nofemix
* Lofenalac

* Test Guthriego

* Nie bylo chordb
metabolicznych...




Znane wrodzone choroby metaboliczne

* Na podstawie Scriver: Metabolic&Molecular Basis of
Inherited Disease
— 1st edition — 1960 — 81 IEM
— 1978 — 150 IEM
— 1989 — 377 IEM
— 1995 - 517 IEM
— 8 wydanie - 2001 - 1300 IEM, 4 tomy, 6338 stron
— Aktualnie — ponad 2600 chorob
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Metabolizm aminokwasow 1 biatek

Deficyt enzymow — prowadzi do kumulacji substancji
toksycznych

Toksycznos¢ prekursorow, niedobor produktow reakcji

Mozg, watroba, nerki

Ostre objawy — stany kataboliczne

Leczenie —
— ograniczenie podazy biatka — aminokwasoOw — prekursorow
— suplementacja aminokwasow — produktow reakcji

— ewentualnie detoksyfikacja
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Metabolizm homocysteiny



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Protein
'
_—» Methionine —-
__ Tetrahydro- L
//" folate (THF) ™~/ \
[ Nk S-adenosyl-
V' \ | methionine
methylene THF | MS 3
| /| S-adenosyl-
."'\ Llie gy / homocysteine
\ // \ |
- 3 |
5-methyl THF \\\ /, St i
T ——Homocysteine -—"
Folic Acid B6 o

CSYy

Cystathione
Y
Cysteine

\
Sulphate



Metabolizm aminokwasow siarkowych

S-adenozylometionina — grupy metylowe (metylacja) —
potrzebna do m.in. metylacji DNA, syntezy kreatyny, choliny,
adrenaliny

Remetylacja homocysteiny do metioniny — syntaza metioniny,
zalezna od witaminy B12 - metylokobalamina

Cykl kwasu foliowego — z MTHFR — do odbudowy
metylokobalaminy (niezb¢dna do remetylacji Hcy)

Rozklad Hcy do cysteiny — beta-syntaza cystationiny (CBS)
oraz gamma-liaza cystationiny (CTH) — zalezne od witaminy
B6



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Deficyt aktywnosci
MTHFR Protein
Deficyt aktywnosct SM el
. Tetrahydro-
Zaburzenia syntezy  folate (THP ..
metylokobalaminy tis - tll*
methylene THF | MS - C'H~
| -adenosyl-
Deﬁcyt beta—syntazy \ MTHFR \ homocysteine
1 1 " O:meth) THE - enosine
CyStatlonlny -Homocysteine - e
olic Aci B6 | _serine
Deficyt oksydazy e e
5 5 Cystathione
siarczynu 1 deficyt |
ysteine

kofaktora molibdenowego

\j
Sulphate



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Deficyt aktywnosci
MTHFR Protein
Deficyt aktywnosct SM el
. Tetrahydro-
Zaburzenia syntezy ot (THF) T ..
metylokobalaminy tis \ 12 ‘“l\
methylene THF [\ Ms - C|H~
| / \ -adenosyl-
Deﬁcyt beta—syntazy \ MTHFR T — homocysteine
5 - &~ 5-methyl THF A St
CyStatlonlny -Homocysteine -— e
f- k d Folic Acid gg _—Serine
Deficyt oksydazy
siarczynu 1 deficyt cysepene
: Cysteine
kofaktora molibdenowego "l
Sulphate



Reakcja Branda z nitroprusydkiem

* Detekcja aminokwasow siarkowych

* Ale falszywie dodatni —
— Ketoza
— Zakazenie uktadu moczowego
— Uogo6lniona aminoacyduria
— Leki — N-acetylocysteina
— Penicylamina
— Captopril
— Ampicylina...



Wykrywanie rzadkich wad metabolizmu metodg MS/MS

!

Oznaczenie profilu acylokarnityn i

Oznaczenie profilu aminokwasow - -
wolnej karnityny

Tak Wszystkie Nie Powtor_zenle
Norma N parametyw ~ _———» badaniaw )
: L dublecie
*)Norma osobno dla kazdego
oznaczanego parametru
- Nie Wszystkie Tak
Ocena metaboliczna
bad fil J— parametry o —] Norma
adanego profilu W normie?*
Waaria Tak Pilne Nie Powtdrzenie badania
l : wezwanie? z nowej probkikrwi
Badania
diagnostyczne:
GC/MS, HPLC, ,
aktywnosc enzymow,
Genetyka

Program_badan_przesiewowych _noworodkow w_Polsce na_ lata 2019-2022



Wptyw przesiewu na FAOD

Przed przesiewem
Zdiagnozowano 17
Zmarto — 10
Opodznienie rozwoju — 3
Zdrow1 — 4

Czestos¢ diagnozowania
przy przesiewie
selektywnym

1/50 tys. urodzen

Po wprowadzeniu przesiewu
Zdiagnozowano 26

Zmarto 1 - przed wynikiem
badania przesiewowego

Zaburzenia rozwoju 0
Zdrow1 25

Czestos¢ wystepowania
przy przesiewie
populacyjnym

1/16 tys. urodzen



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Deficyt aktywnosci
MTHFR Protein
Deficyt aktywnosct SM .
. Tetrahydro-
Zaburzenia syntezy ol (THR N, ..
metylokobalaminy tis 11 ‘“i\
methylene THF |\ ms S-adenosy(lz-H‘
DCﬁCYt beta—Syntazy \ MTHFR i\ homocysteine
5 - ~ 5-methyl THF — A s
CyStatlonlny -Homocysteine -— =
f- k d Folic Acid gg _—Serine
Deficyt oksydazy
5 5 Cystathione
siarczynu 1 deficyt |
ysteine

kofaktora molibdenowego

Y
Sulphate



Deficyt reduktazy metylenotetrahydrofolanu
(MTHEFR)

Wzrasta Hcy > 150 umol/L, spada Met (lub N)
Reakcja Branda dodatnia

Encefalopatia z padaczka, drgawki toniczno-kloniczne
Zaburzenia rozwoju psychoruchowego
Wodoglowie, mikrocefalia. ..

Objawy psychiatryczne

Zmiany zakrzepowe

Pmr — SHIAA, HVA 1 5-metyl THF obnizone

Leczenie — betaina, kwas foliowy/folinowy,
hydroksykobalamina, ryboflawina, ew. metionina



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Deficyt aktywnosci
MTHFR Protein
Deficyt aktywnosci SM I
. Tetrahydro-
Zaburzenia syntezy - foate (THF g =il
metylokobalaminy tis 11 ‘“i\
methylene THF /\ MS S-adenosy(lz-H‘
Deﬁcyt beta—syntazy \ MTHFR e homocysteine
E > "~ 5-methyl THF SR
CyStatlonlny -Homocysteine <-— =
f- k d Folic Acid gg _—Serine
Deficyt oksydazy
< s Cystathione
siarczynu 1 deficyt -
ysteine

kofaktora molibdenowego

\j
Sulphate



Deficyt aktywnosci syntazy metioniny (SM),
zaburzenia syntezy metylokobalaminy

Wzrasta Hcy > 150 umol/L, spada Met (lub N)

Mocz GC/MS — kwas metylomalonowy (defekt metabolizmu
kobalaminy)

Anemia megaloblastyczna

Zaburzenia rozwoju psychoruchowego

Apatia, hipotonia, niepokoj, psychoza, demencja
Biegunka, brak przyrostu masy ciala

Stan zagrozenia zycia — ostre kryzy encefalopatyczne (cblA,
B, D-MMA)

Leczenie — OH-kobalamina, wit. B12 — 1 mg/dobe- tydzien



Objawy psychiatryczne w IEM

* Moga by¢ jedynym, izolowanym objawem chorob
metabolicznych

* Ostry atak delirium,

* Halucynacje,

e Zaburzenia Swiadomosci

* Schizofrenia

* Psychoza

(zaburzema cyklu mocznikowego, kwasice organiczne,

MSUD, zaburzenia metabolizmu kobalaminy...)
Hoffmann 2017



Metabolizm aminokwasow siarkowych

Deficyt aktywnosci
MTHFR M
Deficyt aktywnoscit SM P .
Zaburzenia syntezy o (AN, il o
metylokobalaminy a2 e
Deficyt beta-syntazy \ wrHem homocystéine
cystationiny (CBS) e S NPT
Deficyt oksydazy e Ei_s
siarczynu 1 deficyt Cmation

Cysteine

kofaktora molibdenowego

Y
Sulphate



Klasyczna homocystynuria

Defekt beta-syntazy cystationiny (CBS)

Poczatek w wieku szkolnym, czasami wczesniej
Podwyzszone Met, Hcy, obnizona Cys, MMA — prawidtowy
Wyglad Marfano-podobny, skolioza, deformacje szkieletowe
Podaczka, opoznienie rozwoju, osteoporoza!

Podwichniecie soczewek!!!, krotkowzrocznosc,

Zmiany zakrzepowo-zatorowe, udary

Test z pirydoksyng
Leczenie — pirydoksyna, kwas foliowy, dieta z ograniczeniem biatka lub
metioniny, betaina

Gdy nie - betaina (6 g/dobe — 100 mg/kg),
Ewentualnie Wit. B12/Hydroxocobalamin 1 mg/mies., ew. p.os 1 mg/d

Uwaga na podwyzszong metioning!!!



t.agodna hiperhomocysteinemia

Zaburzenia metabolizmu kwasu foliowego lub homocysteiny
Homozygoty polimorfizmu 677C>T MTHFR — 5% populacji
Podwyzszona Hcy (ale troche — 30-40 umol/L)

Czynnik ryzyka zawatu, zakrzepu w wieku 30-40 lat

Wady cewy nerwowej — w matczynej hiperHcy

Leczenie — kwas foliowy, wit. B6 (pirydoksyna)



A

High Most probably:
'9 CBS deficiency
Severe
- — Methionine
( tHcy > 100 e Low /
normal
Most probably:
100 4 Remethylation defects
Moderate Lloaag o l
g tHey 51- 100 [ Grey area Test urinary MMA
< excretion for further
50 . s ox
Mild Most probably: differentiation
e tHcy 15 - 50 —»Variants of MTHFR,
Normal range iatrogenic causes
0 } tHcy < 15

tHcy = plasma total homocysteine, (umol/L)

@ Fig. 21.2. Differential diagnosis of condi-
tions causing hyperhomocysteinaemia

Saudubray 2012



Elevated tHcy

Methionine elevated

/

N\

T~

Methionine low-normal

|

N\

tHcy mildly to tHey moderately t _
moderately elevated PIOCeraiCli0 tHey mildly to
15-60 severely elevated >60 moderately elevated
15-60
\ 4
MAT, SAHH,
ADK or CBS*
deficiency™* Y Most probably:
CBS Variants of MTHFR,
See Elevated deficiency renal failure,
methionine iatrogenic causes,
flowchart milder folate or By,
deficiency

tHcy moderately
to highly
elevated 60-100

tHcy severely
elevated >100

v

severe folate or
By, deficiency,
remethylation
(MTHFR and
Cbl) defects

remethylation
defects
See Chapter 13

Blau 2014



high methionine

|

isolated amino acid abnormality or

with elevated tHcy only

high tyrosine with signs of liver failure

tHomocysteine >60 pmol/L*

\ 4

tyrosinemia type 1 or another non
primary sulfur containing amino acid
disorder

+

CBS
deficiency

*in non-treated CBS tHcy is usually >60 pmol/L
but may be lower in mild cases, in particular when
on vitamin supplementation (non-pharmacological)
doses

**in non-CBS hypermethioninemias tHcy is usually
normal or only mildly elevated, and values of about
50 pmol/L are exceptionally seen

*** tyrosine can be elevated

tHomocysteine <60 pmol/L**

|

low-normal AdoMet

high AdoMet

PN

normal or near
normal AdoHcy

high AdoHcy

|

v

SAHH or ADK

MAT

GNMT
deficiency deficiency or
mtDNA
depletion***

deficiency-
distinguish by
enzyme or gene
analysis

Blau 2014



Compliance

* Przestrzeganie zalecen terapeutycznych (synonim
anglojezycznych terminOw compliance 1 adherence)
— w medycynie, w szerszym znaczeniu, 0znacza
stopien, do jakiego zachowanie pacjenta (w zakresie
przyjmowania lekow, przestrzegania diety 1
dokonywania zmian w stylu zycia) jest zgodne z
zaleceniami medycznymi

* Przeciwienstwo przestrzegania zalecen
terapeutycznych okreslane jest jako non-compliance.

Wikipedia,

https://pl.wikipedia.org/wiki/Przestrzeganie zalece%C5%84 terapeutycznych



Dietetyka a compliance

* Compliance... - na przykladzie Austrii
— Na przyktadzie rodzin imigrantow tureckich
— ,culturally sensitive” patient care criteria
* Rozpoznaé¢ indywidualne zrozumienie istoty choroby
* Respektowac¢ indywidualizm socjokulturowy

* Empatia jako metoda budowania mostow pomiedzy
lekarzami /personelem medycznym a
rodzicami/pacjentami

* ,,case managers as navigators”

Stockler S., Moeslinger D.. Herle M. Wimmer B. 1 wsp. Cultural
aspects in the management of inborn errors of metabolism, J. Inher.

Metab. Dis. 2012, 35, 1147-1152



Badania przesiewowe - selektywne

* Badania obeymujg dzieci1 z ,,grup ryzyka”

* Dzieci wykazujace pierwsze niepokojace
objawy kliniczne

* Powinny podlegac skryningowi selektywnemu
jeszcze przed pelnym rozwinieciem choroby 1
wystapieniem nicodwracalnych objawow
neurologicznych

— Falsz... ale z przesiewu selektywnego — 22 lata,
138 zdiagnozowanych dzieci



Supporting parents following positive newborn screening results
for an mherited metabolic disorder

Bonham JR, Moody L, Atkinson L (2018)

Analiza 18 publikacj1 odnosnie interakeji personel medyczny —
pacjent w ramach procedury przesiewowej

Wazne bylo — sposob zakomunikowania,

czas przeprowadzenia badan diagnostyki roznicowej,
Wsparcie dla rodziny w czasie okotokryningowym — reakcje
lekowe w oczekiwaniu na testy potwierdzajace 1 diagnoze

Problem wynikéw falszywie dodatnich 1 ich wplyw na
funkcjonowanie rodziny

Autorzy przygotowali aplikacje na telefon ulatwiajaca
przejscie przez ten okres — zaro6wno dla rodzicow, jak 1
personelu medycznego



Leczenie chorob metabolicznych

* Koniecznosé
wielokierunkowej opieki
— ,,zespol metaboliczny™ _

— Specjalista pediatril
metabolicznej
— Psycholog
— Dietetyk _
— Biochemik !
X

L P
T A

— Pracownik socjalny | M é‘& w;
: % )¢ . g ".“\
- \\ - z B g" s

— Ginekolog ,



Homocystynuria

* leczenie
— dietetyczne (ograniczenie Met)
— Cel diety — utrzymanie st¢zenia Hcy ponizej 20

— Ale u nie odpowiadajacych na leczenie
pirydoksyna — 50-70 umol/L

— Metionina — ponizej 1000 umol/L



