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				Wykaz skrótów: CTLN2 – cytrulinemia do-rosłych (cytrulinemia typu 2); FTTDCD – cy-trulinemia u starszych dzieci objawiająca się jako niedobór masy ciała i wzrostu oraz dys-lipidemia; GGTP – gamma-glutamylotran-speptydaza; MCT – średniołańuchowe kwasy tłuszczowe; NICCD – cytrulinemia noworod-kowa (noworodkowa/niemowlęca cholestaza wewnątrzwątrobową); UDCA – kwas ursode-oksycholowy
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				Streszczenie

				Deficyt cytrynu stanowi wrodzoną chorobę metaboliczną spowodowaną biallelicznymi wariantami molekularnymi w genie SLC25A13 kodującym białko transportowe cytryn. Przebieg kliniczny deficytu cytrynu jest kilkufazowy i wyróżnia się trzy charakterystyczne fenotypy kliniczne i biochemiczne, które są zależne od wieku: cytrulinemię noworodkową, zwaną noworodkową/niemowlęcą cholestazą wewnątrzwątrobową, cytrulinemię u starszych dzieci objawiająca się jako niedobór masy ciała i wzrostu oraz dyslipidemię oraz cytruline-mię dorosłych zwaną cytrulinemią typu 2. W pracy przedstawiono charakterystykę patoge-nezy deficytu cytrynu, opis kliniczny i biochemiczny poszczególnych fenotypów, diagnosty-kę różnicową oraz leczenie deficytu cytrynu.

				Patomechanizm

				Cytryn (ang. Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2, citrin) to biał-ko transportowe będące produktem ekspresji genu SLC25A13 (*603859), umiej-scowione w wewnętrznej błonie mitochondriów wątroby, przenoszące L-aspa-raginian do cytoplazmy hepatocytów z jednoczasowym transportem L-glutami-nianu do mitochondriów (Ryc. 1) [1,2]. W cytozolu asparaginian jest przekształ-cany przez cytozolową aminotransferazę asparaginianową w szczawiooctan. Asparaginian stanowi aminokwas niezbędny w cyklu mocznikowym, połowa azotu wchodząca w skład mocznika pochodzi z asparaginianu. Cykl przebiega w mitochondriach (gdzie sprzężony jest z cyklem Krebsa przez łańcuch odde-chowy i ATP oraz fumaran i asparaginian) oraz cytoplazmie hepatocytów.

				Mitochondrialna izoforma aminotransferazy asparaginianowej (mAST) stanowi główne źródło produkcji asparaginianu dla cyklu mocznikowego, 

			

		

		
			
				Rycina 1. Udział cytrynu w przemianach biochemicznych w hepatocytach (opracowanie własne).
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				który dzięki cytrynowi może być dostarczony do cytopla-zmy hepatocytu. W reakcji katalizowanej przez syntetazę argininobursztynianową (ASS) L-asparaginian ulega kon-densacji z cytruliną, tworząc argininobursztynian. Niedo-bór cytrynu powoduje niedobór asparaginianu jako sub-stratu dla ASS, co prowadzi do wzrostu stężenia cytruliny i amoniaku w następstwie zaburzeń cyklu mocznikowego [1,2].

				Zaburzenia cyklu mocznikowego (ang. urea cycle disor-ders) to grupa wrodzonych defektów enzymatycznych bez-pośrednio upośledzających usuwanie amoniaku. Do tej gru-py chorób należą wrodzone deficyty enzymatyczne (Tab. 1), a także defekty białek transportu przezbłonowego (wśród nich deficyt cytrynu) ze względu na podobieństwa patofi-zjologiczne oraz kliniczne (nie są związane pierwotnie z ak-tywnością enzymów cyklu mocznikowego, przebiegają ze stałą lub przejściową hiperamonemią) [3].

				Deficyt cytrynu zaburza transport L-asparaginianu, co wpływa niekorzystnie na funkcjonowanie czółenka jabłcza-nowo-asparaginianowego, którego celem jest transport do mitochondrium powstałych w procesie glikolizy równoważ-ników redukcyjnych (NADH). Elektrony ze zredukowanych dinukleotydów NADH są przenoszone do cytozolowego szczawiooctanu z wytworzeniem jabłczanu. Następnie jabł-czan przenika przez wewnętrzną błonę mitochondrialną do macierzy mitochondrialnej, gdzie jest przekształcany przez mitochondrialną dehydrogenazę jabłczanową w szczawio-octan, natomiast NAD+ jest redukowany za pomocą dwóch elektronów, tworząc NADH. Szczawiooctan jest następnie przekształcany w asparaginian przez mitochondrialną ami-notransferazę asparaginianową (mAST). Zwiększeniu ulega stosunek zredukowanego do utlenionego dinukleotydu ni-kotynamidoadeninowego (NADH/NAD+) w cytozolu, po-wodując wzrost syntezy kwasów tłuszczowych, i w efekcie stłuszczenie wątroby [4-6].

				Hepatocyty wykorzystują glukozę i kwasy tłuszczowe jako źródła energii odpowiednio po posiłku i na czczo. Po posiłku większość glukozy jest wykorzystywana do synte-zy glikogenu, natomiast niewielka część jako źródło energii lub do lipogenezy de novo. Lipogeneza de novo w wątrobie jest sprzężona z glikolizą i powoduje zwiększenie ekspresji receptora α aktywowanego przez proliferatory peroksyso-mów (PPARα). W deficycie cytrynu hepatocyty nie mogą 

			

		

		
			
				wykorzystywać glukozy i kwasów tłuszczowych jako źró-deł energii z powodu odpowiednio upośledzenia glikolizy i beta-oksydacji kwasów tłuszczowych, co prowadzi do de-ficytu energii [4-6]. Obniżenie ekspresji PPARα jest z kolei związane ze stłuszczeniem wątroby i hiperlipidemią.

				Suplementacja średniołańuchowych kwasów tłuszczo-wych (ang. medium chain triglycerides, MCT) jest ważna dla pacjentów z niedoborem cytrynu celem zapewnienia ener-gii hepatocytom [4-7]. MCT ulegają hydrolizie i są wchła-niane głównie w postaci średniołańcuchowych wolnych kwasów tłuszczowych, które docierają do wątroby przez żyłę wrotną i są metabolizowane do acetylo-CoA i ATP poprzez beta-oksydację. Energia dostarczana hepatocytom przez suplementację MCT sprzyja lipogenezie i glikogene-zie. Lipogeneza de novo może zwiększać cytozolowy stosu-nek NAD+/NADH poprzez transport jabłczanowo-cytry-nianowy, prowadząc do wzrostu ekspresji PPARα, co ma ochronny wpływ na stłuszczenie wątroby.

				Obraz kliniczny

				Przebieg kliniczny deficytu cytrynu jest kilkufazowy i wyróżnia się trzy charakterystyczne fenotypy kliniczne i biochemiczne, które są zależne od wieku:

				cytrulinemię noworodkową, zwaną noworodkową/niemowlęcą cholestazą wewnątrzwątrobową – NICCD (ang. neonatal intrahepatic cholestasis caused by citrin defi-ciency, # 605814),

				cytrulinemię u starszych dzieci objawiająca się jako nie-dobór masy ciała i wzrostu oraz dyslipidemię – FTTDCD (ang. failure to thrive and dyslipidemia caused by citrin defi-ciency),

				cytrulinemię dorosłych (początek nawet w 2. dekadzie życia), zwaną cytrulinemią typu 2 – CTLN2 (ang. adult--onset citrullinemia type 2) [2,5].

				Noworodkowa/niemowlęca cholestaza wewnątrzwątrobową spowodowana deficytem cytrynu

				U noworodków i niemowląt deficyt cytrynu może prze-biegać w postaci cholestazy [2,5,8-9]. Większość noworod-ków z deficytem cytrynu rodzi się z niską masą urodzenio-wą (ang. small for gestational age). U części pacjentów opisy-wano manifestację prenatalną w postaci wewnątrzmacicz-nego opóźnienia wzrastania płodu (ang. intrauterine growth restriction).

				Objawy kliniczne i biochemiczne NICCD obejmują:

				żółtaczkę cholestatyczną z obecnością acholicznych stol-ców z prawidłową (rzadziej podwyższoną) aktywnością gamma-glutamylotranspeptydazy (GGTP),

				powiększenie i stłuszczenie wątroby, zaburzenia czyn-ności syntetycznej wątroby – koagulopatia (wydłużony INR), hipoalbuminemia,

				łagodną hiperamonemię (zwykle bezobjawową),

				hipoglikemię,

				podwyższone stężenie alfa-fetoproteiny (AFP) [2,5,8-9].

			

		

		
			
				Tabela 1. Klasyfikacja zaburzeń cyklu mocznikowego.
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				Stopień upośledzenia czynności wątroby jest różny, najczęściej łagodny – zwykle między 6. a 12. miesiącem ży-cia choroba ustępuje samoistnie lub pod wpływem stosowa-nego leczenia:

				kwas ursodeoksycholowy (UDCA) w dawce 5-15 mg/kg/dobę,

				suplementacja witamin rozpuszczalnych w tłuszczach (A, D, E, K),

				dieta bez laktozy z dodatkiem kwasów tłuszczowych MCT,

				jednakże możliwa jest progresja do marskości wątroby i konieczności przeszczepienia narządu [2,5,8-11].

				Niedobór masy ciała i wzrostu oraz dyslipidemia spowodowane deficytem cytrynu

				Okres między cytrulinemią u niemowląt, a początkiem cytrulinemii u dorosłych jest etapem adaptacji metabolicz-nej [5]. Po ustąpieniu cholestazy większość pacjentów nie zgłasza żadnych dolegliwości. Pacjenci wykazują wyjątko-we preferencje żywieniowe (niechęć do pokarmów węglo-wodanowych, takich jak płatki zbożowe, słodycze; prefe-rencja pokarmów wysokobiałkowych i wysokotłuszczo-wych, takie jak nabiał, jajka, ryby i mięso), które stanowią w rzeczywistości schemat leczenia.

				Hipoglikemia (nawracające epizody), zmęczenie, ogólne złe samopoczucie są obserwowane u pacjentów w okresie dekompensacji metabolicznej, spowodowanej niewłaściwą dietą (bogatą w węglowodany) [5,12-13]. Niewłaściwa dieta może ponadto powodować zahamowanie wzrostu i utratę masy ciała (ang. failure to thrive) [14]. Stłuszczenie wątroby obserwowane już u pacjentów z NICCD może się nadal utrzymywać [15-17].

				U pacjentów w tym okresie obserwuje się hiperlipidemię (hipertriglicerydemia, podwyższone stężenie cholesterolu całkowitego i frakcji LDL oraz niskie stężenie cholesterolu frakcji LDL) [5]. Uważa się, że hipercholesterolemia jest spo-wodowana zwiększoną syntezą tłuszczów związaną z nie-doborem cytrynu. Efektem zaburzeń lipidowych mogą być nawracające epizody ostrego zapalenia trzustki.

				Stosowanie diety (zgodnej z obserwowanymi prefe-rencjami żywieniowymi) ubowęglowodanowej (przede wszystkim ograniczenie sacharozy i laktozy/galaktozy), opartej na białkach i tłuszczu, stanowi podstawę leczenia [5,18]. Podobnie jak w przypadku NICCD, kluczowe zna-czenie ma suplementacja MCT. Dieta oparta na węglowoda-nach stanowi główny czynnik ryzyka rozwoju cytrulinemii dorosłych. Toksyczny wpływ węglowodanów stwierdzono zarówno przy nadmiernym spożyciu przez długi czas, jak i przy krótkotrwałym, masowym spożyciu.

				Mimo ograniczenia węglowodanów i wprowadzeniu do diety większej ilości białka i tłuszczu oraz MCT nie zaleca się stosowania diety ketogennej.

				U niemowląt należy wprowadzić mieszankę mleczną bez laktozy. Po 6. miesiącu życia, w czasie rozszerzania diety, można zacząć wprowadzać MCT. W praktyce wykorzystuje 

			

		

		
			
				się olej MCT. Dodaje się go do potraw na surowo (bez pod-grzewania) zaczynając od małych porcji, np. 3x1 ml na dobę i co kilka dni zwiększa ilość do docelowej.

				Dieta pacjenta powinna być analizowana przez dietetyka na każdej wizycie kontrolnej.

				Cytrulinemia dorosłych (cytrulinemia typu 2)

				Choroba objawia się w postaci nawracających epizodów hiperamonemii z typową symptomatologią neurologiczno--psychiatryczną: zaburzeniami świadomości (do śpiączki włącznie), napadami drgawkowymi, drżeniem mimowol-nym, zaburzeniami zachowania (agresja, drażliwość, nad-pobudliwość), zaburzeniami pamięci – obrazem encefalo-patii hiperamonemicznej, z objawami jak w przypadku kla-sycznych hiperamonemii wrodzonych [5]. Do czynników indukujących objawy zalicza się między innymi: błąd die-tetyczny (pokarmy bogatowęglowodanowe, alkohol, leki (między innymi acetaminofen, rabeprazol).

				U większości pacjentów, pomimo szczupłej budowy ciała (90% pacjentów ma BMI poniżej 20 kg/m2) stwierdza się stłuszczenie wątroby, u niektórych wykazujące cechy histologiczne identyczne z NAFLD (niealkoholową choro-bą stłuszczeniową wątroby) czy NASH (niealkoholowym stłuszczeniowym zapaleniem wątroby) [15-17].

				Postępowanie lecznicze obejmuje:

				postępowanie dietetyczne – dieta ubowęglowodanowa, oparta na białkach i tłuszczu,

				leczenie farmakologiczne – suplementacja argininą, któ-ra ma na celu usprawnienie działania detoksykacyjnego cyklu mocznikowego,

				przeszczepienie wątroby – jedyna metoda pozwalająca na wyleczenie (w przypadkach niepoddających się lecze-niu zachowawczemu) [2,5].

				Diagnostyka deficytu cytrynu

				W ramach programu badań przesiewowych noworod-ków w Polsce na lata 2015-2018 poszerzono panel badań wykonywanych metodą tandemowej spektrometrii mas (tandem MS) m.in. o cytrulinemię typu 2 (deficyt cytrynu) [19]. Biorąc pod uwagę wyniki badań z ośrodków zagra-nicznych, tylko ok. 40% noworodków z cytrulinemią jest identyfikowanych na podstawie badań przesiewowych noworodków za pomocą tandemowej spektrometrii mas [5,20].

				Diagnostyka różnicowa cholestazy występującej w prze-biegu deficytu cytrynu jest trudna z uwagi na mnogość przy-czyn, niejednokrotnie stanowiąc wyzwanie diagnostyczne. U każdego pacjenta z cholestazą należy przeprowadzić peł-ną diagnostykę różnicową, uwzględniając inne przyczyny cholestazy zewnątrz- i wewnątrzwątrobowej. W pierwszej kolejności, ze względu na oddawanie przez niemowlę acho-licznych stolców, należy wykluczyć przyczyny cholestazy zewnatrzwątrobowej, takie jak atrezja dróg żółciowych czy torbiele dróg żółciowych (utrudniony pasaż żółci do jelit). Jednakże należy pamiętać, że acholiczne stolce mogą wystę-
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				pować także u niemowląt z mukowiscydozą, niedoborem alfa-1-antytrypsyny, postępującą rodzinną cholestazą we-wnątrzwątrobową czy zespołem Alagille’a. Równolegle z prowadzoną diagnostyką cholestazy zewnątrzwątrobowej należy przeprowadzić diagnostykę cholestazy wewnątrz-wątrobowej – obligatoryjnie wykluczyć przyczyny infekcyj-ne oraz schorzenia, które nieleczone zagrażają życiu dziec-ka (np. galaktozemia, niedobór kortyzolu) [21].

				Z uwagi na obecność łagodnej hiperamonemii w prze-biegu cytrulinemii noworodkowej/niemowlęcej (NICCD), u każdego noworodka/niemowlęcia z cholestazą zaleca się kilkukrotne (w różnym czasie) oznaczenie stężenia amo-niaku w surowicy krwi. U osób zdrowych, w warunkach zdrowia i przy prawidłowym pobraniu jego stężenie nie powinno przekraczać 50 μmol/L (80 μg/dL), z wyjątkiem wczesnego okresu noworodkowego, kiedy jest zwiększone.

				Kluczowym badaniem, które może nasunąć podejrzenie deficytu cytrynu jest ocena stężenia aminokwasów w oso-czu, jednakże należy pamiętać że profil aminokwasów jest zależny od fazy choroby. W grupie pacjentów z cytrulinemią noworodkową/niemowlęcą (NICCD) oraz cytrulinemią dorosłych (CTLN2) obserwuje się podwyższone stężenia cytruliny (najbardziej charakterystyczne), argininy, metio-niny, fenyloalaniny, tyrozyny, treoniny oraz podwyższony stosunek stężenia treonina/seryna (Thr/Ser). W przypadku dzieci starszych w okresie adapatcji (FTTDCD) stężenia ar-gininy, ornityny i cytruliny utrzymują w granicach wartości referencyjnych lub są niezncznie podwyższone. Charak-tersytyczne dla tego okresu mogą być także podwyższone stężenia leucyny, izoleucyny, waliny (aminokwasów rozga-łęzionych) będące efektem m.in. diety bogatobiałkowej oraz lizyny, tyrozyny, tryptofanu (aminokwasów ketogennych), a także obniżone stężenia glycyny, seryny, alaniny, cyste-iny, metioniny (aminokwasów glukogennych).

				Diagnostyka pacjentów starszych, u których ustąpiła cholestaza (lub nie obserwowano cholestazy) jest trudna z uwagi na fakt, iż większość może pozostać bezobjawowych w okresie adaptacji/kompensacji [5]. Pewnego rodzaju ułatwienie stanowi fakt szczególnych preferencji żywie-niowych w tej grupie pacjentów – preferencja diety boga-

			

		

		
			
				tobiałkowej i bogatotłuszczowej, z unikaniem węglowoda-nów (awersja do owoców, słodyczy). Błąd dietetyczny może być przyczyną dekompensacji metabolicznej objawiającej się epizodami hipoglikemii i hiperamonemii. Przewlekły deficyt energii oraz wzrost syntezy kwasów tłuszczowych obserwowane w deficycie cytrynu są przyczyną hiperlipi-demii obserwowanej w FTTDCD oraz stłuszczenia wątroby. Stłuszczenie wątroby obserwowane jest już u pacjentów z NICCD. Z uwagi na łatwą dostępność i nieinwazyjność ba-dania ultrasonografia jamy brzusznej jest najpowszechniej stosowaną metodą rozpoznawania stłuszczenia wątroby. Rozponanie stłuszczenia wątroby u dziecka wymaga prze-prowadzenia diagnostyki różnicowej, uwzględniającej inne (metaboliczne, infekcyjne, toksyczne, układowe) przyczy-ny stłuszczenia wątroby (Tab. 2). Aktualnie niealkoholowa choroba stłuszczeniowa wątroby (NAFLD) jest coraz czę-ściej rozpoznawana u dzieci i młodzieży, co ma związek ze zwiększonym występowaniem nadwagi i otyłości w tym wieku [22]. W populacji dzieci młodszych należy wykonać badanie w kierunku chorób genetycznie uwarunkowanych, zwłaszcza wrodzonych chorób metabolicznych, takich jak zaburzenia oksydacji kwasów tłuszczowych, lizosomalne choroby spichrzeniowe (choroba spichrzania estrów chole-sterolu) [22].

				CTLN2 ujawnia się zwykle nagle jako encefalopatia hi-peramonemiczna, z objawami jak w przypadku klasycz-nych hiperamonemii wrodzonych. Epizody hiperamonemii wyzwalana są nadmiernym spożyciem węglowodanów.

				Ponieważ hiperamonemia jest obecna w wielu wrodzo-nych defektach metabolicznych przebiegających jako zespół zatrucia, w przypadku jej pierwszorazowego stwierdzenia należy wykonać badania w ramach skriningu selektywnego w kierunku wrodzonych chorób metabolicznych obejmu-jące: profil kwasów organicznych moczu metodą GC/MS, profil acylokarnityn w suchej kropli krwi metodą tandem MS, aminoacidogram osocza, wydalanie kwasu orotowego z moczem (marker deficytu transkarbamoilazy ornityno-wej) [3]. W przypadku hiperamonemii wrodzonej objawy mogą pojawiać się w różnym wieku i z różnym nasileniem (od gwałtownego zespołu intoksykacji po niespecyficzne objawy neurologiczno-psychiatryczne).

			

		

		
			
				Tabela 2. Przyczyny stłuszczenia wątroby u dzieci [22].
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				Ostateczne potwierdzenie rozpoznania deficytu cytrynu stanowi badanie molekularne genu SLC25A13 [23]. Choroba dziedziczona jest w sposób autosomalny recesywny, dlate-go u pacjentów z deficytem cytrynu stwierdza się biallelicz-ne warianty molekularne. Oboje rodzice chorego dziecka są bezobjawowymi nosicielami zidentyfikowanych zmian. Badania dla krewnych z grupy ryzyka i badania prenatal-ne w przypadku ciąż o podwyższonym ryzyku są możliwe, jeśli znane są patogenne warianty SLC25A13 w rodzinie. W większości przypadków (85-90%) są to zmiany punktowe (ang. single nucleotide variant) identyfikowane metodą se-kwencjonowania, a u 10-15% chorych występują rozległe delecje/duplikacje/rearanżacje chromosomowe obejmujące gen SLC25A13, które identyfikuje się metodami dedykowa-nymi do analizy zmian typu CNV (ang. copy numer variant), m.in., techniką hybrydyzacji porównawczej do mikromacie-rzy DNA lub MLPA [24-25].
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				Abstract

				Citrin deficiency is an inherited metabolic disease caused by biallelic pathogenic variants in the SLC25A13 gene encoding the carrier protein called citrin. There are observed three characteristic clinical and biochemical age-dependent phenotypes: neonatal intrahepatic cholestasis caused by citrin deficiency, failure to thrive and dyslipidemia caused by citrin deficiency and adult-onset citrullinemia type 2. The paper pre-sents the characteristics of the pathogenesis of citrin deficiency, clinical and biochemical delineation of individual phenotypes, differential diagnosis and treatment of citrin deficiency.
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STRESZCZENIE

Deﬁcyl cytrynu stanowi wrodzona chorobe metaboliczna spowodowana biallelicznymi
‘wariantami molekularnymi w genie SLC25413 kodujacym bialko transportowe cytryn.
Przebieg Kliniczny deficytu cytrynu jest kilkufazowy i wyréznia sie trzy charakterystyczne
fenotypy Kliniczne i biochemiczne, ktére sq zalezne od wieku: cytrulinemie noworodkowa,
zwana noworodkowa/niemowleca cholestaza wewnatrzwatrobowa, cytrulinemie u starszych
dzieci objawiajaca sig jako niedobér masy ciala i wzrostu oraz dyslipidemie oraz cytruline-
mie doroslych zwana cytrulinemia typu 2. W pracy przedstawiono charakterystyke patoge-
nezy deficytu cytrynu, opis Kliniczny i biochemiczny poszezegdlnych fenotypow, diagnosty-
ke roznicowa oraz leczenie deficytu cytrynu.

PATOMECHANIZM

Cytryn (ang, Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2, citrin) to bial-
ko transportowe bedace produktem ekspresji genu SLC25A13 (“603859), umiej-
scowione w wewnetrznej blonie mitochondriow watroby, przenoszace L-aspa-
raginian do cytoplazmy hepatocytéw z jednoczasowym transportem L-glutami-
nianu do mitochondriow (Ryc. 1) [1,2]. W cytozolu asparaginian jest przeksztal-
cany przez cytozolowa aminotransferaze asparaginianowa w szczawiooctan.
Asparaginian stanowi aminokwas niezbedny w cyklu mocznikowym, polowa
azotu wehodzaca w sklad mocznika pochodzi z asparaginianu. Cykl przebiega
w mitochondriach (gdzie sprzezony jest z cyklem Krebsa przez tasicuch odde-
chowy i ATP oraz fumaran i asparaginian) oraz cytoplazmie hepatocytow.

Mitochondrialna izoforma  aminotransferazy ~asparaginianowej (mAST)
stanowi glowne zrédlo produkeji asparaginianu dla cyKlu mocznikowego,
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Rycina 1. Udzial cytrynu w przemianach biochemicznych w hepatocytach (opracowanie wiasne).
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