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Popis skracenica i akronima

PAH - fenilalanin hidroksilaza (engl. phenylalanine hydroxylase)

BH4 - tetrahidrobiopterin (engl. tetrahydrobiopterin)

HMG-CoA - hidroksimetil glutaril koenzim A (engl. Hydroxymethyl Glutaryl Coenzyme A)

PAL - fenilalanin-amonij-lijaza (engl. phenylalanine ammonia lyase)

IQ - kvocijent inteligencije (engl. intelligence quotien)

MLPA - engl. multiplex ligation-dependent probe amplification

PCR - engl. polymerase chain reaction



1. Uvod

Deficijencija PAH-a je autosomno recesivni metabolicki poremecaj karakteriziran povecanim
koncentracijama aminokiseline fenilalanina u krvi te fenilpiruviéne kiseline u mokraci (1).
Uzrokovana je (vjerojatno) patogenim varijantama sekvence PAH gena, koji kodira istoimeni
enzim zaduzen za pretvorbu aminokiseline fenilalanina u tirozin. Za pretvorbu fenilalanina u
tirozin potreban je i kofaktor BH4 pa njegov manjak takoder moze uzrokovati povisene
vrijednosti fenilalanina u krvi. NelijeCena deficijencija PAH-a manifestira se intelektualnim

zaostajanjem, konvulzijama, hiperaktivno$¢u, mikrocefalijom i ekcematoznim osipom (2).

Provodenjem novorodenackog probira na deficijenciju PAH-a te napretkom u dijagnostickom
genetickom testiranju, omogucéena je brza dijagnostika te posljedi¢no tome, prevencija

manifestacije klini¢kih obiljezja ove bolesti (1).

2. Svrharada

Cilj rada je opisati moguc¢nosti novorodenackog probira i genetickog testiranja u svrhu sto

ranije dijagnostike deficijencije PAH-a, ali i istaknuti vaznost prepoznavanja klinickih
obiljezja te modernog pristupa genetickom testiranju kojim se otkrivaju nositelji autosomno

recesivnih bolesti.

3. Deficijencija fenilalanin hidroksilaze

3.1. Povijesni pregled
Godine 1934., u urinu dva intelektualno zaostala djeteta, lije¢nik i biokemicar Asbjern Felling
dokazao je fenilpiruvi¢nu kiselinu (3). Ta tvar je takoder kasnije pronadena u urinu osam
intelektualno zaostalih pacijenata. Temeljem tih istrazivanja, oligophrenia phenylpyrouvia,
kasnije nazvana deficijencija PAH-a, opisana je kao poremecaj metabolizma. Felling je

kasnije takoder utvrdio obrazac autosomno recesivnog naslijedivanja, pretpostavljajuci da je



uzrok bolesti poremecaj u metabolizmu fenilalanina (3). Prvo spominjanje deficijencije PAH-
a u Republici Hrvatskoj potjece s pocetka Sezdesetih godina proslog stoljeca, kada je rijecki

pedijatar Miro Jureti¢ prepoznao i potvrdio bolest u jednog djeteta (4).

3.2. Epidemiologija
Prevalencija deficijencije PAH-a ovisi o geografskom polozaju. Smatra se da se javlja u 1-
5/10 000 zivorodene djece u Europi s pove¢anom pojavnosti u nekim drzavama (npr. Irska,
Italija). Prevalencija je visoka u Turskoj i iznosi 1/4 000 Zivorodene djece. Javlja se rijetko u
Finskoj, Africi i Japanu (5). U Hrvatskoj je incidencija svih hiperfenilalaninemija oko 1:83

200, najvisa je u Hrvatskom Zagorju, a najniza u Dalmaciji (6).

3.3. Geneticka etiologija

Deficijencija PAH-a se nasljeduje autosomno recesivno. Gen za enzim PAH nalazi se na
kromosomu 12g23.2, veli¢ine je oko 171 kb i sadrzi 13 egzona (7). Enzim PAH pretvara
aminokiselinu fenilalanin u tirozin. Vjerojatno patogene i patogene varijante sekvence u obje
kopije gena PAH uzrokuju smanjenu aktivnost ili inaktivaciju enzima te se u organizmu
povecavaju koncentracije fenilalanina 1 fenilpiruviéne kiseline. U vecini slucajeva radi se o
supstitucijama i to po tipu missense.

Korelacija genotip-fenotip je jako varijabilna. U nekim slucajevima, mutacije PAH gena
rezultiraju umjerenim formama deficijencije PAH-a, $to se naziva hiperfenilalaninemija. Kod
slozenih heterozigota s funkcionalnom hemizigotno$¢u, manje ozbiljna patogena varijanta
sekvence PAH-a odreduje tezinu bolesti (8). Medutim, kada su prisutne dvije patogene varijante
sekvence povezane sa slicnom ozbiljnoS¢u, fenotip moze biti blazi nego Sto bi bio gledajuci
samo jedan alel (8). Korelacija genotipa i fenotipa postaje slozenija kada se uzmu u obzir i

klini¢ki ishodi. lako su DiSilvestre i suradnici utvrdili da genotip predvida biokemijski fenotip,



on ne predvida uvijek klini¢ki fenotip. Neki nelijeCeni pojedinci s nedostatkom PAH-a i
bialelnim patogenim varijantama PAH-a koje obi¢no rezultiraju klasi¢cnom fenilketonurijom,
imaju poviSenu koncentraciju fenilalanina u plazmi, ali normalnu inteligenciju. Takoder, neki
srodnici s istim genotipom imaju razlicite klini¢ke i metabolicke fenotipe (1). Osim PAH-3, za
pretvorbu fenilalanina u tirozin, potreban je kofaktor BH4 te i njegova deficijencija moze
uzrokovati poviSene koncentracije fenilalanina u krvi. Osobe s mutacijom na jednom od dva
alela, nosioci su bolesti i nemaju laboratorijske i klini¢ki manifestne karakteristike deficijencije

PAH-a(2).

3.4. Patofiziologija
Kao rezultat poviSene razine i nakupljanja, fenilalanin prelazi krvno-mozdanu barijeru te
nepovoljno djeluje na razvoj i funkciju mozga (9). Transporteri velikih neutralnih L-
aminokiselina prenose fenilalanin kroz krvno-mozdanu barijeru. Uz fenilalanin, prenose
tirozin, prekursor dopamina i noradrenalina te prekursor serotonina triptofan. Zbog visokih
koncentracija fenilalanina, onemogucen je ulazak tirozina i triptofana u mozak, sto dovodi do
smanjene sinteze proteina i neurotransmitora. Osim toga, zbog povecane koncentracije
fenilalanina, smatra se da dolazi do smanjenja glutaminergi¢ne transmisije, piruvat-kinazne

aktivnosti, aktivnosti HMG-CoA reduktaze te oste¢enja mijelina (9).

3.5. Klini¢ka slika
Deficijencija PAH-a dovodi do netolerancije na prehrambeni unos esencijalne aminokiseline
fenilalanina, stvarajuci time Siroki spektar poremecaja. Rizik od nepovoljnog ishoda varira
ovisno o stupnju deficijencije PAH-a. Bez ucinkovite terapije, vecina pojedinaca s ozbiljnim
nedostatkom PAH-a, poznatim kao klasicna fenilketonurija, razvija nepovratan intelektualni

poremecaj (1).



Nelijecene osobe s klasi¢nom fenilketonurijom gotovo uvijek pokazuju oStecenje mozga
(10). Vecina pojedinaca s potpunim nedostatkom enzima, imaju koncentracije fenilalanina
ve¢e od 1200 pumol/L. Znakovi i simptomi ukljucuju ozbiljan intelektualni poremecaj i
probleme u ponasanju s velikom ucestaloS¢u epilepticnih napadaja i1 varijabilnom
mikrocefalijom (11). Izlu¢ivanje prekomjernog fenilalanina i njegovih metabolita moze
stvoriti zagasiti tjelesni miris i stanja koze kao $to je ekcem. Povezana inhibicija tirozinaze i
niska koncentracija tirozina odgovorni su za smanjenu pigmentaciju koze i kose. Oboljeli
pojedinci takoder imaju smanjeno stvaranje mijelina, §to na kraju dovodi do promjena bijele
tvari vidljive na magnetskoj rezonanci mozga (12). Znacajno povisene razine fenilalanina
smanjuju proizvodnju dopamina, norepinefrina i serotonina i mogu se odraziti na
elektroencefalografskim promjenama koje su reverzibilne ako se smanji koncentracija
fenilalanina. Povezanost izmedu rano povisene razine fenilalanina i dugoro¢nog smanjenja
IQ-a dobro je proucena (13). Povoljno djelovanje normaliziranih koncentracija fenilalanina
na IQ tijekom Zivota takoder je prikazana u studijama oboljelih odraslih osoba. Pojedinci koji
ne provode kontroliranu dijetu, u odrasloj dobi imaju mali pad 1Q-a (14). Medutim, ¢ak i uz
strogo pridrzavanje dijete s niskim fenilalaninom, odrasli pojedinci mogu 1 dalje imati neke
suboptimalne kognitivne ishode koji utjeCu na jezi¢ne vjesStine, pamcenje, vjestine ucenja 1
izvr$nu funkciju. Javljaju se tendencija smanjenog trajanja pozornosti, Spora sposobnost
obrade informacija i spora motoricka aktivnost. Kod rano lijeenih osoba koje su prekinule
terapijuudrugomdesetljecu zivota, veca je uCestalost anksioznosti, depresije, fobija i napadaja.
Takoder, postoji moguénost pojave neuroloskih abnormalnosti, poput tremora i pojacanih
refleksa te u nekim sluc¢ajevima i tezih neuroloskih disfunkcija, uklju€ujuéi paralizu. Ponovno
uvodenje kontrolirane dijete cesto uklanja navedene neuroloske simptome (14).

Ne postoji dovoljno istrazivanja na pojedincima s manjkom PAH-a i koncentracijom

fenilalanina u plazmi izmedu 600 i 1200 pmol / L (10-20 mg / dL) koji ne provode

kontroliranu dijetu, medutim, smatra se da takvi pojedinci s klasi¢nom fenilketonurijom imaju



akutne 1 kroni¢ne neuropsiholoske probleme. Stoga, osobama s koncentracijamafenilalanina
u navedenom rasponu, preporucuje se tretman kontroliranom dijetom (1).

Mnogi stru¢njaci smatraju da osobe s nedostatkom PAH-a koji stalno imaju koncentraciju
fenilalanina u plazmi ispod 600 pmol / L (10 mg / dL), a ne provode kontroliranu dijetu,
nisu izlozeni vecem riziku razvoja intelektualnog, neuroloskog i neuropsiholoskog osteé¢enja
u odnosu na osobe koje nemaju nedostatak PAH-a. Medutim, buduci da postoje dokazi koji
upucuju na to da pojedinci s klasicnom fenilketonurijom imaju vidljive neurofizioloSke
promjene kada su razine fenilalanina izmedu 360 i 600 pmol / L (6 do 10 mg / dL), s druge
strane, preporucuje se ograni¢enje prehrane za svakog pojedinca koji ima razinu fenilalanina
iznad 360 umol / L (6 mg/ dL), a provodio je nekontroliranu dijetu. Vrlo mali broj programa
zapocinje s terapijom kod pojedinaca s razinom fenilalanina iznad 240 pmol / L (4 mg / dL)
Q).

Nedostatak fenilalanina dovodi do ograniéenja rasta, mikrocefalije i problema s razvojem. U
nekoliko slucajeva, nelijeCenim osobama s blagim nedostatkom PAH-a, koje su imale
normalnu inteligenciju, dijagnosticirana je deficijencija PAH-a u odrasloj dobi kao rezultat
naglog psihijatrijskog pogorsanja (10). Brojne studije pokazuju da pojedinci s manjkom PAH-
a imaju visoku ucestalost osteopenije. U tijeku su studije istraZivanja mehanizma male
kostane gustoce i klini¢kog znacaja. Sve dok se ne provedu dodatne studije, vazno je nastaviti
pomno nadzirati stanje kostanog sustava osoba koje imaju nedostatak PAH-a (15).

Kod pojedinaca koji prestanu provoditi kontroliranu dijetu u adolescenciji, moze se pojaviti
manjak vitamina B12 (16).

Kod djece majki s visokom razinom fenilalanina, pojavljuje se intelektualna zaostalost,

mikrocefalija, kongenitalne sr¢ane bolesti, a tijekom trudnoce uocen je zastoj u rastu (6).



3.6. Geneticko testiranje
Sumnja na deficijenciju PAH-a postavlja se kod pojedinaca s pozitivnim testom
novorodenackog probira ili karakteristicnom klinickom slikom, karakteristi¢cnim nalazom
slikovnih metoda neuroloskog sustava i karakteristicnim laboratorijskim nalazima (17).
Takoder, na deficijenciju PAH-a sumnja se kod Zena koje u anamnezi imaju ponavljajuce
spontane pobacaje s malformacijama ploda kao sto su mikrocefalija, malformacije mozga,
kongenitalne bolesti srca, malformacije udova ili traheoezofagealna fistula (17). U 90%
pojedinaca s deficijencijom PAH-a, na magnetskoj rezonanci mozga, nadena je progresivna
bolest bijele tvari, bez neuroloskog pogorsanja (12). Kod nelijecenih pojedinaca,
koncentracije fenilalanina u plazmi trajno su iznad 2 mg/dL, s koncentracijama fenilalanina
vec¢im od koncentracija tirozina. Normalan omjer fenilalanina i tirozina manji je od 1, dok se
omjer vec¢i od 3 smatra znakom deficijencije PAH-a. Gotovo svi pojedinci s potpunim
nedostatkom enzima, imaju koncentracije fenilalanina vece od 1200 pumol/L (1). Ukoliko se
bolest dijagnosticira rano i zapo¢ne s lijeCenjem, kod oboljelih se ne dosegnu navedene
koncentracije. U Republici Hrvatskoj, provodi se novorodenacki probir koji ukljucuje probir
na deficijenciju PAH-a. Ukoliko je rezultat probira pozitivan, provodi se dijagnosticko

testiranje novorodenceta te odredivanje statusa nositelja roditelja (1).

3.6.1. Novorodenacki probir
Cilj probira u populaciji je otkrivanje genetickih poremecaja €iji se simptomi i znakovi
pravovremenom intervencijom mogu odgoditi, sprijeciti ili lijeciti. Probir moze biti
nereproduktivni i reproduktivni (18). Novorodenacki probir pripada skupini nereproduktivnog
probira. U Republici Hrvatskoj od kraja 2017. godine provodi se prosireni novorodenacki
probir tehnologijom tandemske spektrometrije masa, koji ukljucuje i probir na deficijenciju

PAH-a. Probir se provodi iz suhe kapi krvi u dobi izmedu 48 i 72 sata dobi djeteta (19).



3.6.2. Dijagnosti¢ko testiranje i odredivanje statusa nositelja

Ukoliko je koncentracija fenilalanina ve¢a od 120 pumol/L (2mg/dL), test probira smatra se
pozitivan te se provodi dijagnosticko testiranje. Pristup molekularnom ispitivanju moze
ukljucivati testiranje jednog gena ili upotrebu multigenskih panela (1).

Patogene varijante sekvence u 97-99% slucajeva ukljucuju supstitucije, insercije, delecije pa
se primjenjuju sveobuhvatne metode, tj. sekvenciranje sljedec¢e generacije. Ukoliko postoje
populacijske varijante, primjenjuje se Sanger metoda. U 1-3% sluc¢ajeva javljaju se delecija ili
duplikacija gena za PAH te se tada primjenjuje MLPA, ¢ime se otkrivaju intragenske i genske
delecije i duplikacije. MLPA test je vrsta PCR metode (1).

Nakon dijagnosticiranja bolesti u probanda, provodi se odredivanje statusa nositelja kod
srodnika, naj¢es¢e Sanger metodom, radi utvrdivanja recesivnih genskih mutacija u
heterozigotnom obliku, informiranja o rizicima za potomstvo i donoSenja daljnjih
reproduktivnih odluka. Rizik za autosomno recesivnu bolest iznosi 25 % ako su obapartnera

nositelji. (1).

3.7. Terapija

U lijeCenju oboljelih pojedinaca svih dobnih skupina potrebno je sudjelovanje
multidisciplinarnog tima koji se sastoji od lije¢nika, nutricionista, medicinskih genetiCara,
socijalnih radnika, medicinskih sestara i psihologa (20).

Mnogi stru¢njaci smatraju da je lijecenje neklasicne hiperfenilalaninemije kod vecine
pojedinaca nepotrebno. Medutim, kod oboljelih s koncentracijama fenilalanina ve¢im od 600
umol / L (10 mg / dL) najéesce se lijeCenje provodi. Lije¢enje kod pojedinaca s razinom
fenilalanina trajno nizom od 600 pmol / L, ali ve¢om od 360 umol / L ostaje sporno. Uoceno
je da je trideset i jedna osoba s nedostatkom PAH-a koja nikada nije lijeGena i Cija

koncentracija fenilalanina u plazmi nije prelazila 600 umol / L, imala normalan kognitivni



neuropsiholoski razvoj (1). Ako koncentracija fenilalanina ostane izmedu 120 i 360 pmol / L,
lijeCenje se ne preporucuje, nNo, kod djece treba pomno pratiti razine fenilalanina u plazmi
tijekom prve dvije godine Zivota, zatim na godi$njoj ili dvogodis$njoj osnovi. Potrebno je paziti
da Zene generativne dobi u ovoj skupini dobiju odgovaraju¢e savjetovanje o teratogenim

ucincima povisene koncentracije fenilalanina u majcinoj krvi na plod (1).

3.7.1. Prehrana

Osnovna metoda lijecenje klasi¢ne fenilketonurije je ograni¢enje prehrambenog unosa
fenilalanina (21). Opcenito prihvaceni cilj lijeCenja osoba s nedostatkom PAH-a je
normalizacija koncentracije fenilalanina i tirozina u krvi i na taj nacin sprjeCavanje
kognitivnog deficita (21). Koncentracije fenilalanina u krvi trebaju se kretati izmedu 120 1
360 umol / L tijekom cijelog zivotnog vijeka te koncentracije treba pratiti najéesce tijekom
razdoblja poja¢anog anabolizma kao $to je novorodenacka dob, djetinjstvo i trudnoca (1). U
prehranu dojenceta s nedostatkom PAH-a uklju¢eno je maj¢ino mlijeko. Preporucuje se
mjerenje koncentracije fenilalanina u krvi jednom tjedno tijekom prve godine zivota, jednom
u dva tjedna do dobi od 13 godina, a nakon toga jednom mjesecno. Mjerenja se provode po
mogucénosti dva do tri sata nakon jela. Osim toga, potrebno je izbjegavati duga razdoblja niske
koncentracije fenilalanina u krvi, koja je takoder $tetna za razvoj i funkciju mozga. Kako bi
se postigle koncentracije fenilalanina unutra referentnih vrijednosti, procjenjuju se
individualne prehrambene potrebe, sposobnost pridrzavanja preporuka 1 pristup
moguénostima lijecenja (1).

Unos fenilalanina prati se jednom od sljede¢ih metoda: brojenjem miligrama, izmjenom
fenilalanina ili grama proteina. Krvni tlak potrebno je odrZavati u normalnim granicama.
Veoma je vazno osigurati savjetovanje i obrazovanje specificno za potrebe pojedinca s

nedostatkom PAH-a i/ili njegovog njegovatelja kako bi se odrzale koncentracije fenilalanina



u krvi tijekom cijelog zivotnog vijeka (1).

3.7.2. Sapropterin
Uz kontroliranu dijetu, metoda lijeCenje hiperfenilalaninemije kod odraslih i pedijatrijskih
bolesnika s deficijencijom PAH-a ili nedostatkom BH4 je primjena lijeka sapropterina (22).
Kod pojedinaca s deficijencijom PAH-a, pocetna doza je 10 mg/kg tjelesne tezine, jednom
dnevno. Radi odrzavanja odgovaraju¢ih koncentracija fenilalanina u krvi, doza sapropterina
se prilagodava izmedu 5 i 20 mg/kg/dnevno. Kod pojedinaca s nedostatkom BH4, pocetna
doza lijeka je 2-5 mg/kg/dnevno tjelesne tezine. Doza se moze prilagoditi do maksimalno 20
mg/dnevno. Oboljeli pojedinci s blazim patogenim varijantama PAH-a imaju bolji odgovor
na sapropterin. Nema dovoljno podataka o primjeni lijeka tijekom trudnoée. Lijek se ne bi

trebao primjenjivati tijekom dojenja (22).

3.7.3. Transporteri velikih neutralnih aminokiselina
U lijeCenju se mogu koristiti i transporteri velikih neutralnih aminokiselina (23). Smanjuju
koncentraciju fenilalanina u adolescenata i odraslih osoba, medutim, ne smiju se primjenjivati

kod Zena reproduktivne dobi (24).

3.7.4. Nove terapijske metode
Iako je lijeCenje deficijencije PAH-a kontroliranom dijetom s ograni¢enim unosom
fenilalanina izuzetno uspjesno, neugodan okus hrane rezultira loSom provedbom kontrolirane

dijete u adolescenciji i odrasloj dobi te su u tijeku istrazivanja novih nacina lijecenja (1).



3.7.4.1. Fenilalanin-amonij-lijaza

Proucava se primjena enzima PAL, biljnog enzima koji pretvara fenilalanin u trans-cimetnu

kiselinu i amonijak. Trenutno se istrazuje pegilacija, tj. konjugacija PAL-a s polietilen glikolom.

Otkriveno je da se time smanjuje imunoloski odgovor na PAL. Rezultati ispitivanja prve faze

pokazali su djelotvornost smanjivanjem fenilalanina u krvi za 54% u sudionika koji su primali

najve¢u dozu. Nuspojave su ukljucivale osip, nastanak antitijela na PAL i na komponentu

pegilacije te reakciju na mjestu ubrizgavanja (25).

3.7.4.2. Transplantacija hepatocita
Takoder, ispituje se repopulacija jetre stanicama koje eksprimiraju PAH. Transplantacija
hepatocita bila je uspjesna kod ljudi zbog drugih urodenih pogresaka metabolizma jetre, poput
poremecaja skladiStenja glikogena 1 oSte¢enja ciklusa ureje. PokuSavaju se utvrditi najbolji
nacini koji bi omogucili da transplantirani hepatociti imaju prednost rasta odnosu na nativne

stanice (26).

3.8. Deficijencija fenilalanin hidroksilaze u trudno¢i

Zene s nedostatkom PAH-a koje su tijekom djetinjstva i adolescencije bile odgovarajuée
lije¢ene, imaju normalan fizi¢ki i intelektualni i bihevioralni razvoj. Medutim, ako Zenaima
poviSene koncentracije fenilalanina u plazmi tijekom trudnoce, postoji visoki rizik nastanka
disrupcija i intelektualnog zaostajanja kod djeteta, buduéi da je fenilalanin teratogen (27).
Preporucuje se prekoncepcijsko geneticko savjetovanje, postizanje i odrzavanje koncentracije
fenilalanina u maj¢inom serumu manjom od 360 pmol / L tri mjeseca prije zaceca. Provodi
se procjena rizika od rane osteopenije te prekid lije¢enja dodatkom aminokiselina (1).

Tijekom trudnoce preporucuje se odrzavanje koncentracija fenilalanina u maj¢inom serumu
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od 120-360 pumol / L. Kod neplaniranih trudnoéa savjetuje se brza ponovna primjena
kontrolirane dijete. Unato¢ ograni¢enim podacima, dodatak sapropterina moze biti prikladan
uz dijetalnu terapiju. Preporucuje se pracenje prehrambenog unosa u trudnica sa nedostatkom
PAH-a kako bi se osigurao unos s pravilnim udjelom proteina, masti i ugljikohidrata. Fetalne
anomalije procijenjuju se ultrazvukom visoke rezolucije i fetalnim ehokardiogramom (1).

U postporodajnom razdoblju, dojenje se provodi, ukoliko dijete nema manjak fenilalanin-

hidroksilaze (28).

4. Moderni pristup genetickom testiranju

Prosireni reproduktivni genomski probir postupak je genetickog testiranja pojedinaca i parova
na autosomno-recesivne i X-vezane recesivne bolesti (29). Takav probir se moze obaviti prije
trudnoce ili u ranoj fazi trudnoce. Kada su oba partnera nosioci genskih mutacija za
autosomno recesivne bolesti, vjerojatnost da ¢e njihovo dijete oboljeti od te bolesti iznosi 25
%. Ovisno o0 njihovom izboru, parovi s povecanim rizikom imaju brojne reproduktivne
mogucénosti kojima mogu izbjec¢i bolest djeteta ili se pripremiti za dijete s tom boleS¢u. To
ukljucuje testiranje ploda zacetog umjetnom oplodnjom ili geneticko testiranje tijekom
trudnoce s mogucénoscéu zavrsetka trudnoce ukoliko je naden poremecaj u ploda. ProSireni
genomski probir osobama s povecanim rizikom pruza mogucnost odluke o rodenju djeteta s
genetskim poremecajem ili poduzimanje mjera koje ¢e to sprijeciti (29).

Programi probira statusa nositelja uvedeni su 1970-ih godina. U pocetku su se programi
probira koristili samo medu etnickim skupinama koje su imale visoku ucestalost odredenih
autosomno-recesivnih bolesti (30). Na primjer, koristio se probir na Tay-Sachsovu bolest
medu ASkenazi Zidovskim zajednicama i probir na [-talasemije medu mediteranskim
stanovniStvom. Godine 1989. probir na cisticnu fibrozu postao je dostupan nakon

identifikacije gena povezanog s tom boles¢u. Krajem 1990-ih, donesen je dogovor da probir
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na cisticnu fibrozu treba ponuditi svim pojedincima ili parovima koji traze prenatalnu ili
prekoncepcijsku skrb. Nakon toga, izdano je nekoliko preporuka kao podrska pan-etnickom
probiru na cisti¢nu fibrozu. Taj potez dijelom je bio motiviran poteSko¢ama kod odredivanja
pripadnosti pojedinaca jednoj etni¢koj skupini (29). Tijekom proteklog desetlje¢a, mogucnost
probira sve se ¢es¢e nudila Sirim populacijama. U nekim dijelovima svijeta, pan-etnicki probir
uobicajen je za hemoglobinopatije i talasemije, a nedavno se preporucuje i kod pojave spinalne
misi¢ne atrofije i fragilnog X-sindroma. Uz porast pan-etnickog probira te nove ucinkovite
geneticke tehnologije, poput sekvenciranja sljedeée generacije, uvjeti provodenja probira
znatno su poboljSani. Razvojem tehnologije potrebne za geneticko testiranje, ono postaje
jeftinije 1 dostupnije Sirim populacijama. Provodenje prosSirenog genomskog probira na bolesti
pokazuje vecu korist nego testiranje na mutacije jednog gena (31).

Nekoliko je potencijalnih prednosti prosirenog genomskog probira. Prvo, ukljucivanje vise
uvjeta 1 veceg broja ljudi u programe probira, povecava priliku parovima da donose
reproduktivne odluke (30). Drugo, provodenje prosirenog probira moglo bi pribliZiti znacenje
statusa nositelja op¢oj populaciji i tako smanjiti rizik od socijalne stigmatizacije (30). Na
kraju, provodenje proSirenog genomskog probira na bolesti kod nositelja moze biti isplativije
od ispitivanja jedne bolesti. Unato¢ potencijalnim prednostima, postoje i potencijalne Stetne
posljedice, izazovi za implementaciju tih programa te pitanja koja se namecu kod provodenja
prosirenih probira, npr. kada ih provoditi, trebaju li se testirati pojedinci ili parovi, koja bi
stanja trebala biti ukljuCena u probir, kolika je informiranost javnosti, financijska isplativost

te eticka pitanja (30).
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5. Rasprava

Deficijencija PAH-a je metaboli¢ki autosomno recesivni poremecaj ¢iji se simptomi, kao $to
su intelektualno zaostajanje, konvulzije, hiperaktivnost, mikrocefalija, mogu uspjesno
prevenirati pravovremenom dijagnozom (1). Klini¢ka slika deficijencije PAH-a ovisi 0
koncentraciji fenilalanina u krvi pa se bolest moze manifestirati u blagom ili teSkom obliku te
se ovisno o tome uvodi kontrolirana prehrana kao osnovna metoda lijeCenja (19). Istice se
korist novorodenackog probira kojim se postavlja sumnja na deficijenciju PAH-a, §to se
potvrduje genetickim testiranjem (17). Rana dijagnostika vrlo je vazna, medutim, jo$ vaZnije
je sprijeciti samu pojavu bolesti. 1z tog razloga se razvojem medicine i genetickog testiranja
uvodi proSireni genomski probir.

Vecéina stru¢njaka preporucuje proSirenje probira statusa nositelja na sve Zene i njihove
partnere koji planiraju trudnocu, bez obzira na podrijetlo (32). Ovaj pan-eti¢ki pristup
razlikuje se od univerzalnog ili populacijskog pristupa jer je usmjeren na subpopulacije
pojedinaca i parova koji se nalaze u prenatalnom ili prekoncepcijskom razdoblju, a ne svih
pojedinaca. Postavlja se pitanje treba 1i proSireni probir statusa nositelja ponuditi samo
parovima ili i pojedincima. Ponuda probira samo parovima donosi najvecu klinicku korist jer
je samo manji postotak parova nositelj istih autosomno recesivnih stanja. Ovaj pristup bi
takoder osigurao da parovi zajedno donose odluke o proSirenom testiranju. Medutim,
pojedinacni probir omogucuje generacijsko promatranje ¢lanova obitelji i moZze umanjiti
neizvjesnost kod pojedinca s poznatim obiteljskim rizikom, kao i omogu¢iti im informacije
ukoliko promijene partnera (29, 31).

Sljedece pitanje koje se postavlja je koje je optimalno vrijeme za provodenje probira. Vecina
stru¢njaka smatra da je idealno vrijeme za provedbu probira statusa nositelja razdoblje
prekoncepcije jer omogucava vise mogucnosti, npr. izbjegavanje trudnoce ili koriStenje

naprednih reproduktivnih tehnologija za zacece, za razliku od probira tijekom trudnoce. lako
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je prekoncepcijska skrb opéenito prepoznata kao vrlo vazna, u Sjedinjenim Americkim
Drzavama podaci odabranih drzava pokazuju da je samo 33% zena koje su nedavno rodile,
prije trudnoce razgovaralo sa zdravstvenim djelatnikom o unaprijedenju zdravlja (29,31).
Takoder, uvidjelo se da se viSe probira na cisti¢nu fibrozu provodi u prenatalnom nego u
prekoncepcijskom razdoblju, unato¢ prihva¢enom misljenu da je prekoncepcijsko razdoblje
idealno vrijeme za provedbu probira. To se stanje pripisuje nedostatku interesa pojedinaca za
probir prije zac¢eca. Ukoliko se prosireni probiri nositelja uvede u uobicajenu klini¢ku praksu,
parovi bi drugacije pristupali planiranju trudnocée (29,31). Nadalje, trenutacne smjernice ne
odreduju koja bi stanja trebala biti ukljucena u proSireni genomski probir, ali vecina
preporucuje neka specificna stanja kao Sto su cisti¢na fibroza i spinalna miSi¢na atrofija.
Takoder, preporucuje se testiranje na bolesti koje se javljaju u djetinjstvu te imaju veliki
negativni utjecaj na kvalitetu djetetova Zivota. Osim dobi javljanja i klini¢ke slike, veéina
smjernica ukljucuje 1 kriterije kao $to su ucestalost pojave bolesti, prodornost fenotipa 1
mogucnosti koje roditelji mogu poduzeti mjere kao odgovor na pozitivan nalaz. Definiranje
klinickog stanja kao teSkog i1 ozbiljnog Cesto se pokazuje izazovnim. Lazarin i suradnici
razvili su sustavnu klasifikaciju tezine bolesti tvrdec¢i da je ozbiljnost dobar kriterij jer parovi
ne mijenjaju svoje planove kad stanje shvate kao blago, a zdravstveni sustav moze odbiti
sprjeCavanje rodenje oboljelog djeteta s blagim stanjem (29,31). Rezultati istrazivanja
provedenog medu Askenazi Zidovima pokazuju da 37% ispitanika preferira proireni panel
koji sadrzi zatvoreni popis bolesti, dok 43% misli da bi ljudi trebali mo¢i sami odluciti u kojim
¢e se kategorijama poremecaja testirati (29,31). Problem koji se javlja kod provodenja
proSirenog genomskog probira je nepostojanje javnog interesa za time, $to je povezano s
manjkom osvijeStenosti 1 znanja. U usporedbi s visokoriziénim skupinama s optere¢enom
obiteljskom anamnezom, op¢a populacija je manje upoznata s genetskim stanjima i ima manje
znanja ili iskustva. Ostaje nejasno je li nizak rizik op¢e populacije koji iznosi oko 1-2%,

shva¢en kao znacajan rizik za vecinu ljudi (29,31). Sve veci broj studija ispituje razloge
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motiviranosti medu pojedincima koji su se odlucili na proSireno geneti¢ko testiranje te je
zakljuCeno da su informiranost i / ili priprema za moguénost radanja djeteta s genetickim
poremecajem klju¢ni razlozi motivacije. Takoder, navodi se da su najces¢i razlozi odbijanja
probira nedostatak vremena, nezainteresiranost te da osobe ne zele znati informaciju ili nezele
kod sebe izazvati anksioznost. Studije se provode medu populacijom s visokim
socioekonomskim statusom i pristupom visokokvalitetnoj medicinskoj skrbi pa ne opisuju
javnost u potpunosti. Potrebna su dodatna istrazivanja za shvacanje kako ¢e se medu Sirom
populacijom prosiriti svijest o proSirenom genetickom probiru. Istice se da je potrebno
geneticko testiranje prije provedbe probira, kao i1 informirani pristanak (29,31).

Kod provodenja prosirenog genomskog probira, javljaju se financijski problemi. Drzavni
zavodi za zdravstveno osiguranje imaju ograni¢ena sredstva i moraju birati izmedu razli¢itih
opcija pri odredivanju raspodjele tih sredstava. Smatra se da visoki prioritet ima lijeenje
bolesnika vec¢ oboljelih osoba, sto bi moglo doprinijeti da se prosirenim genomskim probirima
dodijeli nizak prioritet (29,31). Preispituje se Korist proSirenog probira medu Sirom
populacijom, budu¢i da reproduktivne odluke kao sto su pobacaj ili metode umjetne oplodnje,
donose parovi kod kojih su i musSkarac 1 Zena nositelji autosomno recesivne bolesti, a takvi
parovi ¢ine manji postotak populacije. Kod prosirenog geneti¢kog probira, javljaju se i neka
etiCka pitanja. Od pocetka provodenja proSirenog probira, postoji zabrinutost da bi se prema
osobama nosiocima mogli oblikovati negativno stavovi drustva te se javiti stigmatizacija.
Moze se stvoriti miSljenje da su zivoti tih pojedinaca manje vrijedni od ostalih. Ova eticka

pitanja predstavljaju veliki izazov u provodenju proSirenog probira (29,31).
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6. Zakljuéci
Deficijencija PAH-a je autosomno recesivni metaboli¢ki poremecaj. Klinicki se manifestira
intelektualnim poremecajima, problemima u ponasanju, epilepti¢nim napadajima i varijabilnom
mikrocefalijom. Ukoliko se bolest rano dijagnosticira, moze se sprijeciti manifestacija simptoma.
Iz tog razloga, bitno je naglasiti znac¢aj novorodenackog probira. Bolest se potvrduje metodama
genetickog testiranja, a osnovna terapija je kontrolirana prehrana. Vazno je kontinuirano
pridrzavanje kontrolirane prehrane tijekom cijelog zivotnog vijeka. S razvojem metoda
genetickog testiranja, pocinje se provoditi proSireni genomski probir statusa nositelja prije
koncepcije ili tijekom rane trudnoce. To je vazna karika u prevenciji i pracenju vjerojatnosti
pojavljivanja deficijencije PAH-a. Tezi se informiranju javnosti o proSirenom probiru, $to bi

rezultiralo povecanjem osvijestenosti javnosti o njegovom provodenju.
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7. Sazetak
Deficijencija PAH-a je metabolicka autosomno recesivna bolest uzorokovana varijantama
sekvence gena za PAH ili deficijencijom kofaktora BH4 potrebnog za pretvorbu fenilalanina u
tirozin. Karakterizirana je pove¢anim koncentracijama aminokiseline fenilalanina u krvi te
fenilpiruvicne kiseline u mokra¢i. U klini¢koj slici javlja se specifican tjelesni miris,
intelektualno zaostajanje, epilepti¢ni napadi, mikrocefalija. Simptomi variraju od blagih do
teskih. U ranom prepoznavanju deficijencije PAH-a, veliku vaznost ima novorodenacki probir.
Ukoliko novorodenacki probir ukaze na postojanje deficijencije PAH-a, provodi se dijagnosti¢ko
geneticko testiranje. Odredivanje statusa nositelja kod srodnika provodi se nakon
dijagnosticiranja bolesti u probanda. Ako su oba partnera nositelji, rizik za autosomno recesivnu
bolest iznosi 25 %. Osnovni korak lijecenja deficijencije PAH-a je kontrolirana prehrana, a mogu
se primjeniti sapropterin i transporteri za velike neutralne aminokiseline. Takoder, istrazuje se
ucinak fenilalanin-amonij-lijaze i transplantacije hepatocita. Kod Zena koje imaju poviSene
koncentracije fenilalanina u plazmi tijekom trudnoce, postoji visoki rizik nastanka disrupcija 1
intelektualnog zaostajanja kod djeteta. 1z tog razloga se preporucuje prekoncepcijsko geneticko
savjetovanje te postizanje 1 odrzavanje koncentracije fenilalanina u maj¢inom serumu manjom
od 360 umol / L tri mjeseca prije zaceca. U posljednje vrijeme, provodi se proSireni genomski
probir statusa nositelja ¢ime se, uz informiranje javnosti i geneti¢ko savjetovanje, moze sprijeciti
pojava autosomno recesivnih bolesti. Cilj rada je opisati moguénosti novorodenac¢kog probira i
geneti¢kog testiranja u svrhu sto ranije dijagnostike deficijencije PAH-a, ali i istaknuti vaznost
prepoznavanja klinickih obiljezja te modernog pristupa genetickom testiranju kojim se otkrivaju

nositelji autosomno recesivnih bolesti.
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8. Summary
Deficiency of PAH is a metabolic autosomal recessive disease caused by a PAH gene sequence
variants or a BH4 cofactor deficiency required to convert phenylalanine to tyrosine. It is
characterized by increased levels of the amino acid phenylalanine in the blood and phenylpyruvic
acid in the urine. In the clinical presentation there is a specific body odor, intellectual retardation,
seizures, microcephaly. Symptoms range from mild to severe. In the early recognition of PAH
deficiency, neonatal screening is of great importance. If newborn screening indicates PAH
deficiency, diagnostic genetic testing is performed. Determination of the status of the carrier in a
relative is made after the diagnosis of the disease in the proband. If both partners are carriers, the
risk of autosomal recessive disease is 25%. A basic step in the treatment of PAH deficiency is a
controlled diet, and sapropterin and transporters for large neutral amino acids can be used. The
effect of phenylalanine-ammonium lyase and hepatocyte transplantation is also being investigated.
In women with elevated plasma phenylalanine concentrations during pregnancy, there is a high
risk of dysfunction and intellectual disability in the newborn. For this reason, pre-conceptual
genetic counseling and the attainment and maintenance of maternal serum phenylalanine
concentrations less than 360 umol / L for three months prior to conception are recommended.
Recently, an extended genomic screening of carrier status has been carried out, which, in addition
to general public education and genetic counseling, can prevent the occurrence of autosomal
recessive diseases. The aim of this study is to describe the possibilities of newborn screening and
genetic testing for early diagnosis of PAH deficiency, but also to emphasize the importance of
recognizing clinical features and a modern approach to genetic testing revealing carriers of

autosomal recessive diseases.
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10. Zivotopis
Ema Dejhalla rodena je 15. studenoga 1995. godine u Rijeci, u Republici Hrvatskoj. Nakon
zavrsene Osnovne Skole Vladimir Gortan, uz koju je zavrsila i osnovnu glazbenu skolu Ivana
Matetica Ronjgova, upisuje prirodoslovno-matematicki smjer u Prvoj SuSackoj Hrvatskoj
Gimnaziji u Rijeci. Po zavrSetku gimnazijskog obrazovanja i polaganja ispita drzavne mature,
2014. godine upisuje Medicinski fakultet SveuciliSta u Rijeci, smjer Medicina ¢iji je redoviti
student bila svih 6 godina (od 2014. do 2020. godine). Tijekom studija, aktivni je sudionik
kongresa Rijecki dani primarne zdravstvene zaStite, MedRi Znanstveni piknik te Kongres
prehrane i klinicke dijetetoterapije. Volonterski je sudjelovala u fakultetskim aktivnostima Kapi

zivota 1 Teddy Bear Hospital. Od stranih jezika te¢no govori engleski i talijanski jezik, a

posjeduje i osnovno znanje francuskog jezika.
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