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Przydatnosc izoform transferyny
do rozpoznawania wrodzonej
nietolerancji fruktozy

The usefulness of transferrin isoforms to diagnosis

of hereditary fructose intolerance

Anna Bogdanska, Maciej Adamowicz

Pracownia Zaburzeh Metabolizmu, Zaktad Biochemii i Medycyny Doswiadczalnej, Instytut ,,Pomnik — Centrum Zdrowia

Dziecka”

Streszczenie

Transferyna surowicy wystepuje w postaci miesza-
niny izoform z r6zng iloscig reszt kwasu sjalowe-
go zwigzanych z N-glikanami. Izoformy transferyny
ocenia sie iloSciowo metoda elektroogniskowania,
stosujac wartos¢ %CDT (Carbohydrate Deficient Trans-
ferrin). Nieprawidtowy profil izoform z przesunieciem
katodowym oznacza obnizenie glikozylacji i jest
biochemicznym markerem wrodzonych zaburzeh
glikozylacji (CDG). Hipoglikozylacja transferyny, spo-
wodowana brakiem catych glikanéw, wystepuje row-
niez we fruktozemii. Niedoboér glikozylacji we frukto-
zemii jest przejSciowy i ustepuje w trakcie leczenia
dieta bez fruktozy. Fruktozemia jest spowodowana
deficytem aldolazy B enzymu watroby, nerek i jelit.
Typowe objawy: trudnosci z karmieniem, wymioty,
zahamowanie rozwoju, hepatomegalia, obrzeki, za-
burzenie krzepniecia, hipoglikemia, pojawiaja sie po
odstawieniu od piersi, na normalnej diecie zawiera-
jacej fruktoze i ustepuja po wykluczeniu fruktozy.
U czesci pacjentéw nietypowy obraz kliniczny obej-
muje objawy neurologiczne albo nasladuje inne cho-
roby metaboliczne, zaburzenia -oksydacji i CDG. Nor-
malizacja glikozylacji transferyny w trakcie leczenia
umozliwita zastosowanie profilu izoform transferyny
do diagnostyki fruktozemii. Obnizenie %CDT po 2—4
tygodniach leczenia wskazuje na rozpoznanie choroby.

Abstract

Serum transferrin consists of the mixture of isoforms
with a different number of sialic acid residues linked
to N-glycans. Isoforms are quantified by isofocusing
using %CDT (Carbohydrate Deficient Transferrin) value.
An abnormal profile of isoforms with the cathodal shift
indicates hypoglycosylation and serves as CDG marker.
Transferrin hypoglycosylation due to deficiency of the
entire glycans occurs also in patients with fructosemia.
Glycosylation deficit in fructosemia is transient and
pass on treatment with fructose free diet. Fructosemia
is caused by a deficiency of aldolase B the enzyme of
liver, kidney and intestine. The typical symptoms are
poor feeding, vomiting, failure to thrive, hepatomegaly,
edema, coagulation disorder, hypoglycemia and appear
after waning on normal diet containing fructose and
disappear on fructose free diet. In the part of patients
the atypical clinical picture include neurological symp-
toms or can mimic other inborn errors of metabolism
such as disorders of B-oxidation and CDG. Normaliza-
tion of the transferrin glycosylation during treatment
enables apply transferrin isoforms to fructosemia diag-
nosis. %CDT decreases after 2—-4 weeks of treatment
points to fructosemia.
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StOWA KLUCZOWE:

TRANSFERYNA ® IZOFORMY TRANSFERYNY W GLIKOZYLACJA

FRUKTOZEMIA

Wstep
Transferyna to glikoproteina krwi obwodowej, syn-
tetyzowana w watrobie, o masie 79,5 kD i stezeniach
w zakresie 200—400 mg/dl. Jej podstawowa funkcjg
jest transport zelaza. Czasteczka transferyny zbu-
dowana jest z pojedynczego tancucha polipeptydo-
wego, do ktérego przylaczone sa wigzaniem N-gli-
kozydowym dwa glikany typu zlozonego. Wiekszo§¢
glikanéw zakonczona jest dwoma resztami kwasu
sjalowego, co powoduje, ze w populacji dominuje
izoforma - tetrasjalotransferyna. W mniejszej iloSci
na transferynie obecne sa glikany z jedna albo trze-
ma resztami kwasu sjalowego, odpowiadajace za wy-
stepowanie innych izoform, jak disjalo-, trisjalo- czy
heksasjalotransferynal-2 (Rycina 1.). Mikrohetero-
genno§¢ transferyny jest dobrze widoczna w rozdzia-
Tach elektroforetycznych (elektroogniskowanie IEF,
elektroforeza kapilarna CE) oraz innych metodach
opartych na réznicach tadunku na rozdzielanym
biatku, jak chromatografia jonowymienna?3-4,

W IEF na zelu agarozowym transferyna rozdziela
sie na pie¢ frakcji — w kierunku anodowym od disja-

KEY WORDS:

TRANSFERRIN ® TRANSFERIN ISOFORMS m GLYCOSYLATION

FRUCTOSEMIA

lotransferyny do heksasjalotransferyny?®. Nieprawid-
lowos$ci we wzorze izoform moga by¢ spowodowane
brakiem catych glikanéw na czasteczce transferyny
albo zaburzeniem struktury N-glikanéw, obejmuja-
cym tylko niedobér koncowych cukréw. Oba rodzaje
nieprawidlowo$ci sa charakterystyczne dla grupy ge-
netycznie uwarunkowanych defektéw metabolizmu
nazywanych wrodzonymi zaburzeniami glikozylacji
(CDG - Congenital Disorders of Glycosylation). Wy-
réznia sie dwa typy CDG: IiII, w zalezno$ci od loka-
lizacji defektu na drodze syntezy N-glikanu®7.
N-glikozylacja jest zlozonym i wieloetapowym
procesem sktadajacym sie z dwéch podstawowych
czesci. Pierwsza, nazwana glikozylacja podstawows,
ma miejsce w cytoplazmie i endoplazmatycznym reti-
kulum i obejmuje synteze na no$niku lipidowym - fo-
sforanie dolicholu, pierwotnego oligosacharydu (LLO
- Lipid Linked Oligosacharide), oraz jego przeniesie-
nie na nowo powstajacy polipeptyd. Defekty syntezy
LLO sa zaliczane do CDG typu I. Druga cze$¢, na-
zwana glikozylacja terminalng, przebiega w aparacie
Golgiego i polega na enzymatycznej obréobce glikanu

RYC. 1. Schemat budowy czasteczek transferyny z dwona N-glikanami typu ztozonego, ktére przytaczone s do
asparagin domeny C - koficowej polipeptydu. Po lewej: tetra-sjalotransferyna z dwoma dwuantenowymi glikanami.
Po prawej: penta-sjalotransferyna z jednym dwu- i jednym tréjantenowym glikanem.

SR

NS NS No
i Asn Asn i Asn Asn
N : C N E C
v atom zelaza | galaktoza
| N-acetyloglukozamina kwas sjalowy
mannoza Asn  reszta asparaginy

www.standardy.pl/pediatria

STANDARDY MEDYCZNE/PEDIATRIA = 2010 m T. 7 m 624-631 625



prace pogladowe

L & F &

6
e 2 X
4
A, )
1
| — 0
F G H |

A B C D
D, H, I - prawidtowy wzér izoform transferyny
A, B, G — nieprawidtowe izoformy w typie | CDG, fruktozemii i galaktozemii
C,F  —nieprawidtowe izoformy w typie Il CDG
0-6 - kolejne frakcje od asjalo- do heksasjalotransferyny

RYC. 2. Wzory izoform transferyny oznaczane metodga elektroogniskowania (IEF).

zwigzanego z biatkiem. Defekty glikozylacji termi-
nalnej sg klasyfikowane jako CDG typu 11678,

Obnizenie glikozylacji transferyny o mniejszym
niz w CDG nasileniu wystepuje w przewlektym nad-
uzywaniu etanolu. W alkoholizmie hipoglikozylacja
transferyny jest przej$ciowa i ustepuje po odstawie-
niu alkoholu®19, Przej$ciowa, zalezng od diety, hipo-
glikozylacje transferyny obserwowano réwniez w in-
nych wrodzonych defektach metabolizmu cukréw,
galaktozemii i fruktozemiill,12,13,

Oznaczanie izoform transferyny metoda
elektroogniskowania (IEF) oraz interpretacja
profili nieprawidtowych

Wysycona zelazem transferyna rozdziela sie na pieé
frakcji w gradiencie pH utworzonym przez elek-
troforetyczny rozdzial amfolin dodanych do zelu
agarozowego. Poszczegdlne frakcje sg izoformami
transferyny, a ich pozycja w zelu zalezy od ilo$ci elek-
troujemnych reszt kwasu sjalowego na glikanach.
Po rozdziale izoformy sa precypitowane w zelu prze-
ciwciatami przeciwko transferynie. Biatka niezwig-
zane przez przeciwciala sg wyptukiwane, nastepnie
zel suszy sie i barwi. Procentowy udzial poszcze-
gblnych frakcji we wzorze izoform ocenia sie ilo$-
ciowo przy uzyciu densytometru®. We wrodzonych
zaburzeniach glikozylacji obserwuje sie dwa rodzaje
nieprawidlowo$ci we wzorze izoform transferyny.
Moze to by¢ pojawienie sie patologicznej frakeji asja-

lo- oraz podwyzszenie frakcji disjalo- (wzér typu 1)
charakterystyczne dla I typu CDG (brak jednego
albo dwéch glikanéw na transferynie) albo tez pod-
wyzszenie w réznym stopniu frakcji katodowych,
asjalo-, monosjalo-, disjalo- i trisjalo- (wzér typu 2)
charakterystyczne dla typu II CDG (defekty gliko-
zylacji terminalnej z brakiem koncowych cukréw
na glikanach transferyny) — Rycina 2. Do ilo§ciowego
oszacowania stopnia glikozylacji transferyny w typie
1 wzoru stosuje sie warto$¢ %CDT jako sume izoform
katodowych: asjalo-, monosjalo- i disjalotransferyny.
%CDT wprowadzita Stibler do oceny hipoglikozylacji
transferyny u alkoholikéw!? (Rycina 3.)

Wrodzona nietolerancja fruktozy (hereditary
fructose intolerance HFl) — fruktozemia

Wrodzona nietolerancja fruktozy (OMIM 229600)
jest dziedziczaca sie autosomalnie recesywnie wada
katabolizmu fruktozy. Choroba jest spowodowana
deficytem aldolazy B, enzymu watroby, nerek i jelit,
dziatajacego na wezesnym etapie metabolizmu egzo-
gennej fruktozy. Wykryto ponad 40 mutacji w obrebie
genu aldolazy B (ALDO) z przewaga mutacji typu
missence powodujacych substytucje aminokwaséw
w tancuchu polipeptydowym: A150P, A 175D, N335K.
W Polsce najcze$ciej wystepuje mutacja A150P14,
Szacuje sie, ze w populacji europejskiej fruktozemia
wystepuje z czestoscig 1:20 0005, natomiast w Polsce
1:31 0004,
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Zaburzenia metaboliczne

Aldolaza B rozklada fruktozo-1-fosforan (Fru-1-P)
na dwie triozy, aldehyd glicerolowy i fosfodihydrok-
syaceton, ktére sg nastepnie wigczane w procesy gli-
kolizy i glukoneogenezy. Niedob6r enzymu prowadzi
do nagromadzenia sie w komoérkach watroby, jelit
inerek fruktozo-1-fosforanu, co powoduje zaburzenie
wielu szlakéw metabolicznych.

Fru-1-P hamuje glukoneogeneze poprzez inhibi-
cje aldolazy A i izomerazy glukozo-6 fosforanowej
oraz glikogenolize w wyniku hamowania aktywno-
Sci fosforylazy. Zaburzenie w/w szlakéw prowadzi
do hipoglikemii oraz podwyzszenia pozioméw mle-
czanu, pirogronianu i alaniny. Akumulacja Fru-1-P
ma powazne konsekwencje energetyczne. Obniza sie
komoérkowy poziom ATP w wyniku jego szybkiego
zuzycia do syntezy Fru-1-P. Fru-1-P wigze fosfor nie-
organiczny, obnizajac jego stezenie. Hipofosfatemia
aktywuje deaminaze AMP, co zwieksza katabolizm
puryn i prowadzi do hiperurikemii. Szybkie zuzycie
ATP po podaniu fruktozy jest przyczyng podwyz-
szenia poziomu magnezu. Magnez pozostaje zwigza-
ny z ATP w stosunku ekwimolarnym i uwalnia sie
z kompleksu ATP-Mg w trakcie zuzycia ATP w re-
akcji fosforylacjils. Akumulacja Fru-1-P w obrebie
komorki okazata sie rowniez przyczyna zaburzenia
procesu N-glikozylacji!2.

Obnizenie glikozylacji

Po raz pierwszy nieprawidlowy wzér izoform trans-
feryny we fruktozemii obserwowano w IP CZD
w roku 1995. U 3-miesiecznego chiopca z cholesta-
zg, powiekszeniem watroby i obrzekami, u ktérego
oznaczono izoformy transferyny w ramach skrinin-
gu w kierunku wrodzonych zaburzen glikozylacji,
stwierdzono obecno$é patologicznej frakeji asjalo-
oraz podwyzszenie frakcji disjalotransferyny z war-
toScig %CDT wynoszaca 37,112, Fruktozemia zostala
rozpoznana na podstawie nieprawidlowych wynikéw
testu z doustnym obcigzeniem fruktoza i nastepnie
potwierdzona badaniem molekularnym. Obraz izo-
form transferyny u pacjenta nie réznit sie od wzoréw
obserwowanych w typie I CDG, jednak normalizowat
sie calkowicie albo tylko cze$ciowo w trakcie lecze-
nia dietg z wykluczeniem fruktozy. Na tej podstawie
fruktozemia zostala uznana za wtérne zaburzenie
glikozylacjil2. Przyczyna nieprawidlowej N-glikozy-
lacji we fruktozemii zostala wyjasniona w roku 1996
przez Jaekena i wsp. W badaniu in vitro wykazano,

ze Fru-1-P hamuje aktywno$¢ izomerazy fosfoman-
nozowej (PMI). Enzym bierze udzial w syntezie
GDP-Man, aktywnej formy mannozy wykorzysty-
wanej do syntezy pierwotnego oligosacharydu LLO.
Fru-1-P wspétzawodniczy z mannozo 6-fosforanem
0 miejsce aktywne enzymu!? (Rycina 4.)

Genetycznie uwarunkowany niedobér PMI odpo-
wiada za CDG typu Ib, rzadki defekt glikozylacji kli-
nicznie manifestujacy sie objawami ze strony uktadu
pokarmowego i watroby”.

Badania przeprowadzone w nastepnych latach
przez Sturiale u pacjentéw z nieleczong fruktozemia
metoda MALDI-TOF wykazaly brak catych glikanéw
na transferynie, co ttumaczyto obecno$¢ nieprawid-
Towego wzoru izoform transferyny typu 1 w elektro-
ogniskowaniuls,

W IP CZD wlatach 1997-2005 oznaczono izoformy
transferyny u 31 dzieci z rozpoznaniem fruktozemii.
U 10 dzieci z tej grupy oznaczano izoformy przed le-
czeniem, na normalnej diecie albo krétko po wprowa-
dzeniu diety z wykluczeniem fruktozy oraz w okresie
2-4 tygodni w trakcie leczenia dietetycznego. War-
tosci %CDT przed leczeniem albo po kilku dniach
leczenia byly podwyzszone, pozostajac w granicach
27,3 £ 11,5% (norma 1,5-6,2). Po 2—-4 tygodniach le-
czenia obserwowano obnizenie %CDT w zakresie
9,3 + 5,1%. U czesci pacjentéw z grupy 31 badanych
pomimo leczenia wartosci CDT przekraczaly gérny

RYC. 3. Densytogramy wzorow izoform transferyny
- % udziatu frakcji we wzorze izoform.

wzér wzor
prawidtowy nieprawidtowy
%CDT
l i
} asjalo 0 | i
monosjalo 0 J
‘ disjalo 1,5-6,2 \ It
trisjalo 7,4-17,1 I
tetrasjalo 55,7-67,2 | |
l pentasjalo 13,2-19,9 uidh
i, heksajalo  2,5-5,6 | ! I !
" I
AR |
i . bt {11}
,...’] e ¥l | e Al .
6543 2 6543 2 1 0
0-6 —izoformy z rdzna zawartoscia reszt kwasu sjalowego,

kolejne frakcje od asjalo- do heksasjalotransferyny

%CDT — suma procentowych udziatéow we wzorze frakcji asjalo-,
monosjalo- i disjalotransferyny (zakres wartosci prawid-
towych: 1,5-6,2)

www.standardy.pl/pediatria

STANDARDY MEDYCZNE/PEDIATRIA = 2010 m T. 7 m 624-631 627



prace pogladowe

Fru Fru-1-P

(" Aldolaza B (HF) )

Glc

Glc-6-P

Fru-6-P

( PMI(CDGIB) )

Man-6-P

Man-1-P

Aldehyd glicerolowy + fosfodihydroksyaceton

Glc - glukoza
Fru — fruktoza

GDP-Man

N-glikozylacja

GDP-Man - aktywna mannoza zwigzana z nukleotydem guanozynowym

PMI —izomeraza fosfomannozowa

RYC. 4. Schemat inhibicji N-glikozylacji przez Fruktozo-1-P.

zakres referencyjny. Obnizenie %CDT w trakcie le-
czenia dietg bez fruktozy bylo specyficzne dla fruk-
tozemii. Nie obserwowano spadku %CDT w trakcie
diety z wykluczeniem fruktozy u pacjentéw z roz-
poznaniami innych defektéw metabolizmu charak-
teryzujacych sie hipoglikozylacja transferyny, CDG
i galaktozemiiB,daneniepublikowane_

Obraz kliniczny pacjentow z HFI i trudnosci
diagnostyczne

Objawy fruktozemii zwykle pojawiaja sie wraz z od-
stawieniem dziecka od piersi i wprowadzeniem
do diety soczkéw, warzyw i mieszanek zawierajacych
sacharoze albo fruktoze. Niemowleta karmione wy-
Iacznie mlekiem matki nie rozwijajg objawow, ponie-
waz mleko nie zawiera fruktozy, a wylacznie laktoze,
dwucukier zlozony z galaktozy i glukozy.

Choroba moze ujawnia¢ sie jako ostry zespét in-
toksykacji z bélem brzucha, wymiotami, objawami
hipoglikemii i zaburzeniami krzepniecia, ktory nie
leczony moze prowadzi¢ do zgonu. Czesto przybiera
postaé przewlekla przejawiajacy sie zahamowaniem
rozwoju, nawracajagcymi wymiotami, hepatomega-
lig, obrzekami oraz zaburzeniami funkeji watroby
i nerek. U starszych dzieci, ktére same unikaja po-

karméw stodkich, zawierajgcych fruktoze, obserwuje
sie powiekszenie watroby i niedobér wzrostu. Konty-
nuacja diety z duza zawarto$cia fruktozy, niezaleznie
od wieku, prowadzi do hipoglikemii, uszkodzenia
watroby prowadzacego do marskosci, zespotu Fan-
coniego i skazy krwotocznej. Badania laboratoryjne
sugerujg zaburzenie funkcji watroby i uszkodzenie
cewek nerkowych. Podwyzszone sg aminotransfera-
zy i nieprawidlowe parametry ukladu krzepniecia.
Wystepuje aminoacyduria, proteinuria, kalcinuria,
fruktozuria oraz zwiekszone jest nerkowe wydala-
nie dwuweglanéw. We krwi obserwuje sie réwniez
podwyzszony poziom fruktozy, magnezu, kwasu
mlekowego, alaniny i kwasu moczowego. U czeSci
pacjentéw kwas moczowy moze by¢ jednak obnizony
w wyniku utraty nerkowej. Obnizone sa czesto pozio-
my glukozy i fosforu.

Zwykle dzieci z fruktozemia same unikaja po-
karmoéw stodkich, ale niemowleta i male dzieci nie
decyduja o swojej diecie i moga by¢ narazone na po-
danie fruktozy albo sacharozy w mieszankach albo
w postaci syropow!s-15.16,19 Starsze dzieci i dorosli,
nawet z rozpoznana fruktozemia i zaleceniami die-
tetycznymi, moga nie zdawacé sobie sprawy z obecno-
$ci w spozywanych produktach fruktozy, sorbitolu,
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rafinozy oraz konserwantéw, pochodnych sorbitolu
z numerami E. (Tabele 1.1 2.)

Obraz Kkliniczny fruktozemii czesto odbiega
od klasycznego schematu i r6znorodnosé objawéw
moze sugerowaé inne choroby metaboliczne. Znane
sa przypadki pacjentéw, ktérych objawy wskazywaty
na zaburzenia B-oksydacji kwaséw ttuszezowych albo
wrodzone zaburzenia glikozylacji. Stormon i wsp.
opisuja 6-miesiecznego chlopca przyjetego do szpi-
tala z powodu przewleklej biegunki i trudnosci
w karmieniu. U pacjenta stwierdzono powiekszenie
watroby z podwyzszona aktywnos$ciag aminotransfe-
raz, zaburzenia krzepniecia, hipoglikemie hipoke-
totyczna, pogrubienie przegrody miedzykomorowej
serca sugerujacg kardiomiopatie oraz niski poziom
karnityny w surowicy. Obraz kliniczny i niepra-
widlowosci biochemiczne sugerowaly zaburzenie
B-oksydacji kwaséw ttuszczowych. Prawidlowy profil
acylokarnityn w suchej kropli krwi, poziomy kwasu
B-hydroksymastowego i wolnych kwaséw ttuszczo-
wych w surowicy nie wskazywaly jednak na defekt
B-oksydacji. Nie potwierdzila tego rowniez analiza
DNA w kierunku mutacji dla najcze$ciej wystepu-
jacych deficytéw enzymatycznych p-oksydacji. Bie-
gunka, dysfunkcja watroby, hipoglikemia i niepra-
widlowe parametry krzepniecia mogly wskazywaé
rowniez na wrodzone zaburzenie glikozylacji typu
Ib. CDG typu Ib sugerowatl nieprawidtowy wzér izo-
form transferyny, jednak badanie aktywnos$ci PMI
wykluczyto kolejne rozpoznanie. Ustgpienie objawéw
w trakcie diety z wykluczeniem fruktozy wskazywa-
o na fruktozemie. Ostatecznie rozpoznano wrodzong
nietolerancje fruktozy na podstawie obecno$ci pato-
gennych mutacji w genie ALDOB20,

Znane sa przypadki fruktozemii z objawami
neurologicznymi i cechami dysmorfii sugerujacymi
CDG. Adamowicz i wsp. opisuja pacjenta z op6znie-
niem rozwoju psychoruchowego w okresie niemow-
lecym. Chlopiec zaczat siada¢ w 1. r.z., sta¢ samo-
dzielnie i méwi¢ pojedyncze stowa w 3. r.z., chodzi¢
z podtrzymywaniem w 4. r.z. Ponadto zwracaty
uwage cechy dysmorfii (wypukta gtadzizna czolo-
wa, odstajace, nisko osadzone, zrotowane ku tylowi
uszy, zmarszczka nakatna), zez, jasna skora, obni-
zone napiecie mieSniowe oraz powiekszenie watro-
by z hipertransaminazemia. Przeprowadzona w 2.
r.z. diagnostyka w kierunku choréb metabolicznych
(profil kwaséw organicznych metoda GCMS, profil
acylokarnityn metoda tandem MS) nie doprowadzita

TABELA. 1
NATURALNE PRZETWORZONE
PRODUKTY ZAWIERAJACE FRUKTOZE
B wszystkie owoce miekkie B stodycze
B mi6d u dzemy
B rosliny stragczkowe ® napoje stodzone
B orzechy B mleko skondensowane

® warzywa korzeniowe stodzone
B pomidory, stodka kapusta | ® napoje mleczne z cukrem
B jogurty owocowe

PRODUKTY ZAWIERAJACE SORBITOL*

M owoce, szczegdlnie:
« jabtka, morele, agrest
*» winogrona (rodzynki)
* brzoskwinie, gruszki, sliwki
« maliny, truskawki
m sokiz ww.

PRODUKTY ZAWIERAJACE SACHAROZE**

B buraki cukrowe B cukier trzcinowy
W trzcina cukrowa W cukier buraczany

PRODUKTY ZAWIERAJACE RAFINOZE***

B nasiona bawetny
¥ buraki cukrowe
¥ nasiona soi

*

sorbitol (alkohol wielowodorotlenowy) nie zawiera fruktozy, jednak
wchtoniety przez przewéd pokarmowy ulega przemianie do fruktozy
sacharoza (disacharyd zbudowany z fruktozy i glukozy)

rafinoza (trisacharyd zbudowany z glukozy fruktozy i galaktozy)

ok

ok k

do ustalenia rozpoznania. Poniewaz objawy neurolo-
giczne, dysmorfizm oraz cechy uszkodzenia watroby
sugerowaly CDG, oznaczono izoformy transferyny.
Nieprawidtowy profil izoform sugerowat CDG typu 1.
Badanie aktywno$ci PMM nie potwierdzily obecno-
$cinajezesciej wystepujgcego CDG-Ia, a prawidlowy
profil LLO w fibroblastach wykluczyt kilka innych

TABELA 2.

EMULGATORY SRODKI SEODZACE

E 420: sorbitol

E 473: estry sacharozy i kwa-
sow ttuszczowych

E 474: sacharoglicerydy

E 491: monostearynian sor-
bitolu

E 492: tristearynian sorbitolu

E 493: monolaurynian sorbitolu

E 494: monooleinian sorbitolu

E 495: monopalmitynian
sorbitolu

E 953: izomalt*

* izomalt - jest mieszankg uwodornionych mono- i disacharydéw,
zawiera m.in. sorbitol
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podtypéw CDG-I. Pacjent, ze wstepnym rozpozna-
niem CDG-Ix, oczekiwal na wyniki innych specja-
listycznych badan majgcych na celu lokalizacje de-
fektu glikozylacji. Dopiero w 4. r.z. kolejny wywiad
z matka dziecka ujawnil nieche¢ pacjenta do owocow,
warzyw oraz pokarmoéw stodkich, co skierowato uwa-
ge lekarzy na fruktozemie. W trakcie diety bez fruk-
tozy, wraz z poprawg kliniczng, nieprawidlowy profil
izoform transferyny ulegt normalizacji, a przepro-
wadzone badanie DNA wykazalo obecno$¢é mutacji
na obu allelach genu ALDOB?!,

Quintana i wsp. przedstawiaja pacjenta z objawa-
mi ze strony ukladéw: nerwowego i pokarmowego
w okresie noworodkowym oraz przewleklg chorobg
watroby prowadzgcg do zaawansowanej marskos$ci,
ktéra wymagata transplantacji narzadu. Po urodze-
niu obserwowano zwiekszone napiecie mie$niowe,
okresowo bradykardie z hiperwentylacja, szczeko-
$cisk, nadmierne §linienie, brak odruchu potykania
ikaszlu oraz refluks zotadkowo-przetykowy. W bada-
niach laboratoryjnych zwracata uwage nieznacznie
podwyzszona aktywno§¢é aminotransferaz i obnizo-
na karnityna w surowicy. W okresie niemowlecym,
po wprowadzeniu do diety owocéw i warzyw, stwier-
dzano powiekszenie watroby z hipertransaminaze-
mia, maloglowie (obwdd ponizej 3. percentyla) oraz
opdznienie rozwoju ruchowego. Objawy neurologicz-
ne od urodzenia, uszkodzenie watroby oraz zaha-
mowanie rozwoju motorycznego sugerowato CDG.
Nieprawidlowy profil izoform transferyny w 3. r.z.
wskazywal na rozpoznanie wrodzonego zaburzenia
glikozylacji typu I. W ramach dalszej diagnostyki
w kierunku CDG oznaczono aktywno$ci PMM i PMI
oraz wykonano profil LLO w fibroblastach. Wyniki
badan pozostawaly w granicach normy, co sktonito
do szukania innej niz CDG przyczyny nieprawidlo-
wej glikozylacji transferyny. Postepujaca choroba
watroby oraz wykrycie awersji do owocéw skierowa-
o uwage na wrodzona nietolerancje fruktozy. Osta-
tecznie, dopiero w 4. r.z., rozpoznano fruktozemie
na podstawie badania molekularnego. Leczenie
dieta eliminacyjna z wykluczeniem fruktozy, roz-
poczete ze znacznym opdznieniem, tylko czeSciowo
poprawilo stan dziecka. Zaawansowana marskosci
watroby z obecno$cia zylakéw przetyku i hipersple-
nizmem byly wskazaniem do transplantacji watro-
by. Po zabiegu rozwdj dziecka, pozostajacego na die-
cie eliminacyjnej, przebiegal prawidiowo, ustapily
szczeko$cisk i hipertonia, ulegta poprawie motoryka.

Obecno$¢ niespecyficznych dla fruktozemii objawoéw
neurologicznych u noworodka w czasie karmienia
mlekiem jest trudna do wyjasnienia. Autorzy przy-
puszczaja, ze wysokie stezenia fruktozy w krazeniu
heterozygotycznej matki w okresie cigzy mogly za-
burzaé rozwdj ptodu?2.

Nietypowy obraz kliniczny fruktozemii nie jest
tak rzadkiiwwiekszych grupach pacjentéw czesto$é
jego wystepowania mozna oszacowaé¢ na okolo 5%.
Labrune i wsp. przedstawiajg 5 przypadkéw z grupy
55 pacjentéw z fruktozemia, u ktérych pomimo wpro-
wadzenia diety z wykluczeniem fruktozy, w okresie
dzieciecym i pézniej, wystapily objawy moézgowe, jak
ciezka encefalopatia ze §lepota i objawami pirami-
dowymi, drgawki, opéznienie mowy, giuchota oraz
zahamowanie rozwoju intelektualnego i ruchowego.
W 3 przypadkach autorzy ttumacza wystapienie p6z-
nych objawy mézgowych hipoglikemia, zaburzenia-
mi krzepniecia albo zalamaniem krazenia w wyniku
ciezkiej intoksykacji fruktoza w wieku niemowle-
cym. W pozostatych dwoéch przypadkach takiego
zwigzku nie udalo sie ustali¢23.

Opisane powyzej przypadki wskazuja na znaczng
heterogenno$¢ fenotypowa fruktozemii i mozliwo$é
napotykania powaznych trudnos$ci w jej rozpoznawa-
niu na podstawie objawéw klinicznych.

Diagnostyka fruktozemii

Rozpoznawanie wrodzonej nietolerancji fruktozy
poczatkowo opierato sie na wynikach testu z dozyl-
nym lub doustnym obcigzeniem fruktozg. W tescie
doustnym pacjentom podawano 0,5 g fruktozy/kg
i mierzono przez okres 3 godzin w odstepach p6i-
godzinnych stezenia fruktozy, glukozy, kwasu
mlekowego i fosforu!6:13, U chorych ponad zakresy
referencyjne wzrastaly poziomy fruktozy i kwasu
mlekowego, a obnizal sie poziom glukozy i fosforu.
Podobna procedura obowiazywata w teScie dozyl-
nym. Jednak ze wzgledu na zagrazajaca zyciu ciezkg
hipoglikemie, ktéra wystepuje po podaniu fruktozy,
testy z obcigzeniem nie sg obecnie zalecane. Waznym
elementem diagnostyki, badaniem potwierdzajacym
wyniki nieprawidlowego testu obcigzeniowego, byto
oznaczanie aktywno$ci aldolazy B w tkance watro-
bowejl6. Jednak biopsja watroby jest badaniem in-
wazyjnym i stwarza zagrozenie dla zycia pacjenta
przy wspotistniejacych zaburzeniach krzepniecia.
Obecnie badaniem rozstrzygajacym jest wykrycie
patogennej mutacji w genie ALDOB. Jednak badania
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molekularne nie sg latwe ze wzgledu na wystepowa-
nie ponad 40 mutacji w obrebie genu ALDOB4,

Wykrycie obnizenia glikozylacji u pacjentéow
z nieleczong fruktozemia i normalizacja glikozylacji
w trakcie diety eliminacyjnej umozliwilo zastoso-
wanie oznaczania izoform transferyny do wczesnego
rozpoznawania fruktozemii. Oznacza sie izoformy
przed wprowadzeniem leczenia z wykluczeniem
fruktozy i po 2-4 tygodniach leczenia dietg elimina-
cyjna. Calkowita normalizacja albo obnizenie %CDT
wskazuje na rozpoznanie wrodzonej nietolerancji
fruktozy. Wstepne rozpoznanie fruktozemii nalezy
potwierdzi¢ badaniem genu ALDOB w trakcie diety
z wykluczeniem fruktozy!s.

Podsumowanie
Nieprawidtowe izoformy transferyny surowicy sg mar-
kerem obnizenia N-glikozylacji.

Oznaczenie wzoru izoform transferyny metoda IEF
jest wykorzystywane do wykrywania wrodzonych za-
burzen glikozylacji, a rodzaj wzoru umozliwia wstepna
klasyfikacje CDG.

Wykrycie hipoglikozylacji transferyny u pacjentéw
z fruktozemig umozliwito zaliczenie wrodzonej nietole-
rancji fruktozy do grupy wtoérnych zaburzen glikozylacji
oraz zastosowanie oznaczenia izoform transferyny do
wstepnej diagnostyki tej choroby. W diagnostyce réz-
nicowej fruktozemii, nalezy bra¢ pod uwage CDG i ga-
laktozemie ze wzgledu na wystepowanie tego samego
typu nieprawidtowosci we wzorze izoform transferyny
oraz niespecyficznos¢ obrazu klinicznego. M

mgr Anna Bogdariska

Pracownia Zaburzer Metabolizmu, Zaktad Biochemii
i{ Medycyny Doswiadczalnej

Instytut ,, Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”
04-730 Warszawa, Al. Dzieci Polskich 20

abogdanska@op.pl

PiSmiennictwo

! De Jong G, van Dijk JP, van Eijk HG. The biology of transferrin. Clin Chim
Acta. 1990;190:1-46

2 Van Eijk HG, Van Noort WL, Dubelaar ML, van der Heul C. The microheteroge-
nity of human transferrins in biological fluids. Clin Chim Acta. 1983;132: 167-171.

3 Jeppsson J-O, Kristensson H, Fimiani C. Carbohydrate-deficient transferrin
quantified by HPLC to determine heavy consumption of alcohol. Clin Chem.
1993;39:2115-2120

# Carchon HA, Chevigne R, Falmagne J-B, Jaeken J. Diagnosis of congenital
disorders of glycosylation by capillary zone electroforesis of serum transfer-
rin. Clin Chem. 2004;101-111

> Adamowicz M, Wymystowska A, Kuczynski D i wsp. Izoformy transferyny
w diagnostyce pierwotnych i wtérnych zespotéw glikoprotein z niedoborem
oligosacharydéw. Diagn Lab. 1999;35:211-217

6 Participants of the First International Workshop on CDG. Carbohydrate-
deficient glycoprotein syndromes become congenital disorders of glyco-
sylation: an updated nomenclature for CDG. Glycobiology. 2000;10:1I-IV

7 Griinewald S, Matthijs G, Jaeken J. Congenital disorders of glycosylation.
A review. Pediatr Res. 2002;52:618-624

8 Kornfeld R, Kornfeld S. Assembly of asparagine — linked oligosaccharides.
Annu Rev Biochem. 1985;54:631-664.

9 Stibler H, Allgulander C, Borg S, Kjellin KG. Abnormal microheterogeneity
of transferrin in serum and cerebrospinal fluid in alcoholism. Acta Med
Scand. 1978;204:49-56

10 Stibler H. Carbohydrate-deficient transferrin in serum: a new marker of
potentially harmful alcohol consumption reviewed. Clin Chem. 1991;37:
2029-2037.

I Jaeken J, Kint J, Spaapen L. Serum lysosomal enzyme abnormalities in ga-
lactosaemia. Lancet. 1992;340:1472-1473

12 Adamowicz M, Pronicka E. Carbohydrate-deficient glycoprotein syndrome
—like transferrin isoelectric focusing pattern in untreated fructosaemia. Eur
J Pediatr. 1996;155: 347-348

13 Pronicka E, Adamowicz M, Kowalik A i wsp. Elevated carbohydrate-deficient
transferrin (CDT) and its normalization on dietary treatment as a useful
biochemical test for hereditary fructose intolerance and galactosemia.
Ped Research. 2007;1

 Gruchota J, Pronicka E, Korniszewski L i wsp. Aldolase B mutations and
prevalence of hereditary fructose intolerance in a Polish population. Mol
Genet Metab.2006;87:376-378.

B Ali M, Rellos P, Cox TM. Hereditary fructose intolerance. J Med Ge-
net.1998;35:353-365

16 Gitzelmann R, Steinmann B, Van den Berghe G. Disorders of fructose meta-
bolism. W: Scriver ChR |, Beaudet AL, Sly WS, Valle D. The metabolic and mo-
lecular bases of inherited disease. New York, McGraw-Hill Inc.1995;905-934.

17 Jaeken J, Pirard M, Adamowicz M i wsp. Inhibition of phosphomannose isom-
erase by fructose 1-phosphate: An explanation for defective N-glycosylation
in hereditary fructose intolerance. Ped Res. 1996;40:764-766

18 Sturiale L, Barone R, Palmigiano A i wsp. Multiplexed glycoproteomic analysis
of glycosylation disorders by segential IgY immunoseparation and MALDI
TOF MS. Proteomics. 2008;18:3822-32

19 Mock DM, Perman JA, Thaler MM, Morris RC. Chronic fructose intoxication
after infancy in children with hereditary fructose intolerance. A cause of
growth retardation. The New Eng J Med. 1983;309:764-770.

20Stormon MO, Cutz E, Furuya K i wsp. A six-month infant with liver steatosis.
J Pediatr. 2004;144:258-263.

21 Adamowicz M, Ptoski R, Rokicki D i wsp. Transferin hypoglycosylation in
hereditary fructose intolerance: using the chies and avoiding the pitfalls.
J Inherit Metab Dis. 2007;30:407

22 Quintana E, Sturiale L, Montero R i wsp. Secondary disorders of glycosylation
in inborn errors of fructose metabolism. J Inherit Metab Dis. 2009

2 Labrune P, Chatelon S, Huguet P, Odievre M. Unusual cerebral manifesta-
tions in hereditary fructose intolerance. Arch Neurol.1990;47:1243-1244.

www.standardy.pl/pediatria

STANDARDY MEDYCZNE/PEDIATRIA = 2010 m T. 7 m 624-631 631



