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Abstract: Hereditary diseases of the mitochondrial respiratory chain are detected late, do not have etiological treatment. The existence of methods for correcting oxidative phosphorylation is a motivation for early diagnostics.
To study the clinical phenotype of a rare disease, to evaluate the effect of synthropy on the clinical and biochemical features of the pathology for developing a strategy for improving the quality of life of patients.

Since 2014, 7997 patients with suspected hereditary metabolic diseases have undergone gas chromatography/mass spectrometry of urine. An increase of the level of 3-methylglutaconic acid was found in 1,070 cases. In 2 patients, its level remained elevated and coincided. Monitoring for the family lasts 5 years. Both patients are siblings 3 and 5 years old. Sick from birth - psycho-motor retardation, muscle hypotonia, pyramidal insufficiency, microcephaly, epilepsy. Excluded are the Rett and Angelmann syndrome. At the examination - nonspecific hyperaminoacidopathy, lactate-acidosis, hiperhomocysteinemia, MTHFR 677 C/T, MTRR 66 G/G (violation of cobalamin E). The treatment strategy is aimed at long-term correction of the revealed disorders in the form of a combination of energotropic and folate therapy, complex rehabilitation with the use of special nutrition (USA) and correction of natural nutrition in accordance with biochemical indicators. The quality of life of patients is progressively improving.
Diseases of the respiratory chain of mitochondria are many-sided, rare, in total constitute a great medical and social problem and are subject to individual etiopathogenetic and symptomatic therapy.
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Резюме. Наследственные болезни дыхательной цепи митохондрий  все чаще выявляются среди генетически гетерогенных метаболических болезней.              К.Д. Краснопольская еще  в 2005г. выделила 11 вариантов с различной манифестацией. В современной классификации их число значительно выросло. 


Среди моногенных заболеваний, вызванных нарушением митохондрий, встречаются как относительно частые, так и крайне редкие нарушения, при которых диагностика является сложной и требует многопараметрического изучения.

Одним из биохимических маркеров, общим для всей группы болезней дыхательной  цепи  митохондрий, являются метаболиты цикла Кребса, в том числе, 3-метилглютаконовая кислота. Для указанной группы болезней отсутствует этиопатогенетическая терапия. Но вместе с тем рядом исследователей разработаны методы коррекции окислительного фосфорилирования, которые при динамическом наблюдении за больным с индивидуальной оценкой его состояния, позволяют улучшить качество жизни пациента. 

Целью нашего исследования явилось изучение времени манифестации, характера клинического и биохимического фенотипов метилглютаконовой ацидурии, наличия гено- и фенотипической синтропии для разработки адекватной индивидуальной коррекции метаболических нарушений до полной манифестации, предупреждения угрожающих жизни последствий путем симптоматического лечения и последующей реабилитации.

За последние 5 лет (с 2012-2016гг.) проведено 7997 исследований органических кислот с помощью ГХ-МС у пациентов с подозрением на наследственные метаболические болезни. 3-метилглутаконовая кислота обнаружена в 1070 случаях, 3-метилглутаровая кислота – в 523 случаях, и лишь у 2-х пациентов эти биохимические маркеры в динамике совпали с другими показателями митохондриальной дисфункции и клиническими проявлениями 3-метилглутаконовой ацидурии.

Введение. В соответствии с развитием современных технологий, расширился доступ к уточняющей диагностике многих метаболических нарушений. Вырос научный интерес и практическая оценка заболеваний связанных с нарушением обмена аминокислот - органических ацидемий и ацидурий.


Наследственные болезни дыхательной цепи митохондрий  включают значительное число клинически полиморфных и генетически гетерогенных форм. Среди них: летальная инфантильная митохондриальная болезнь, синдром истощения митохондриальной ДНК; летальная инфантильная кардиомиопатия, Х-сцепленная кардиоскелетная миопатия, синдром Барта; болезнь Лея, подострая некротизирующая энцефаломиелопатия; мионейрогастроинтести-нальный синдром, целиакия-подобный синдром; синдром Де Тони-Фанкони-Дебре; синдром Пирсона, синдром поражения костного мозга/поджелудочной железы; синдром Вольфрама (DIDMOAD); фатальный инфантильный мультисистемный синдром, недостаточность I-го комплекса дыхательной цепи митохондрий; фатальная инфантильная миопатия, недостаточность IV-го комплекса дыхательной цепи митохондрий; фатальная инфантильная энцефаломиопатия, недостаточность III-го комплекса дыхательной цепи митохондрий; фатальная инфантильная гепатопатия.

Все перечисленные заболевания характеризуются прогредиентным течением, выраженным клиническим полиморфизмом, различным биохимическим профилем, но их нередко объединяет общность биохимического фенотипа, которая определяется на основании исследования плазмы, мочи и биоптата мышц. Одним из биохимических маркеров, общим для всей перечисленной группы, являются метаболиты цикла Кребса, в том числе 3-метилглютаконовая кислота. Поэтому дифференциальная диагностика крайне затруднена. Наибольшие трудности возникают при дифференциальной диагностике с различными заболеваниями дыхательной цепи митохондрий. 3-метилглутаконовая кислота является промежуточным продуктом (так же как КоА тиоэфир) в пути распада лейцина, кроме того через мевалонат метаболический путь связывается с метаболизмом изопреноидов с участием метаболизма митохондриальной ацил-КоА (PMID:7603789). Значительное его  повышение приводит к уменьшению способности метаболизироваться лейцину. Измененные значения  лейцина найдены при метилглу-таконовой ацидурии и митохондриальных нарушениях,  но изменения метаболитов лейцина  могут быть и  не связанны с НБО (Рис. 1)

Это  мы можем наблюдать  при приеме препаратов, содержащих вальпроевую кислоту; кетозе; лактат-ацидозе; Рейе и Рейе-подобных синдромах; уремии; беременности; анорексии; раке легких. Повышением метаболитов  лейцина  сопровождается  некоторые  другие НБО: лактат-ацидоз; дефекты ферментов дыхательной цепи; нарушения в цикле Кребса (анаэробный гликолиз); недостаточность множественных карбоксилаз (недостаточность биотинизпзы); недостаточность множественных карбоксилаз (недостаточность синтетазы холокарбоксилазы); дефицит множественных ацил-КоА дегидрогеназ; глутаровая ацидурия II-го типа; этилмалоновая энцефалопатия; недостаточность пируватдегидрогеназы; 3-гидроксиизобутировая ацидурия, OMIM:236795; недостаточность трансфераз сукцинил КоА: 3-кетоксилот-КоА, OMIM:245050; дефицит митохондриальной АТР синтазы; синдром Смита-Лемли-Опитца, OMIM:270400; недостаточность карбомилфосфататсинтетазы; недостаточность креатина, недостаточность метилтрансферазы гуанидиноацетата, OMIM:601240; синдром Пирсона; диабеты.

РИС.1 Метаболический путь деградации α-лейцина
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При повышении 3-метилглутаконовой кислоты может быть повышена и 3-метилглутаровая кислота. При этом такое нарушение может быть не связаным с наследственным нарушением обмена веществ, как  это бывает при  уремии, беременности, приобретенном дефиците 3-гидрокси-3-метилглутариллиазы (наблюдается при 3-гидрокси-3-метилглутаровой ацидурии). Повышение уровня 3-метилглютаровой кислоты   может быть ассоциировано с наследственными нарушениями обмена: 3-гидрокси-3-метилглутаровой ацидурией, OMIM:246450; 3-метилглутаконовой ацидурией I типа, OMIM:250950; 3метилглутаконовой ацидурией II типа (Синдром Барта), OMIM:302060; 3-метилглутаконовой ацидурией III типа (Синдром Костефа), OMIM:258501; 3-метилглутаконовой ацидурией IV типа, OMIM: 250951; 3-метилглутаконовой ацидурей V типа, OMIM: 610198; 3-метилглутаконовой ацидурией, новый подтип; дефектами ферментов дыхательной цепи; синдромом Пирсона; дефицитом митохондриальной АТР синтазы; синдромом Смита-Лемли-Опитца, OMIM:270400; недостаточностью карбомилфосфататсинтетазы; недостаточностью креатина; недостаточностью метилтрансферазы гуанидиноацетата, OMIM:601240.      

Для указанной группы болезней отсутствует причинная терапия. Но вместе с тем, рядом исследователей разработаны методы коррекции окислительного фосфорилирования, которые при динамическом наблюдении за больным с индивидуальной  терапией, позволяют улучшить качество жизни пациента. Мы попытались разработать подход к такой терапии с использованием разнообразной информации – клинического и биохимического фенотипа и параклинического обследования.

Среди моногенных заболеваний, вызванных нарушением митохондрий, встречаются как относительно частые, так и крайне редкие нарушения, при которых диагностика является сложной и требует много параметрического изучения. К таким очень редким заболеваниям относится метилглутаконовая ацидурия (МГА) – наследственное заболевание из группы органических ацидемий, в результате которого накапливаются 3-метилглутаконовая и 3-метилглутаровая кислоты. Оно относится к числу митохондриальных заболеваний и наследуется по аутосомно-рецессивному типу. Родители являются облигатными гетерозиготами, и, соответственно, каждый из них имеет одну копию мутации, являющейся причиной этого заболевания.

По времени манифестации заболевание характеризуется полиморфизмом – в некоторых случаях признаки и симптомы впервые проявляются в возрасте 20-ти – 30-ти лет. При манифестации данного заболевания с раннего детства проявляется задержка психомоторного и речевого развития, непроизвольные мышечные судороги (дистонии), слабость рук и ног (спастические квадрипарезы), нередко имеет место атрофия зрительного нерва. Прогрессивно развивающаяся энцефалопатия влечет за собой нарушения речи (дизартрии), затрудненную координацию движений (атаксию), атрофию зрительного нерва и интеллектуальные нарушения различной степени выраженности. В связи с тем, что первыми клиническими проявлениями МГА является судорожный синдром, данная группа пациентов чаще всего наблюдается у невропатолога и получает антиконвульсантную симптоматическую терапию, направленную на купирование приступов, и поэтому поздно обращается за специализированной медико-генетической помощью для уточнения диагноза.

Целью нашего исследования явилось изучение времени манифестации,  клинического и биохимического фенотипов метилглютаконовой ацидурии при условии наличия гено- и фенотипической синтропии для разработки адекватной индивидуальной коррекции метаболических нарушений до полной манифестации, предупреждения угрожающих жизни последствий путем симптоматического лечения.

Метериалы и методы. Исследование проводилось в соответствии с разработанным алгоритмом определения нозологической формы метаболических нарушений (L.Hudgins et all, 2015). 

Использованы сомато-генетическое исследование с синдромологическим анализом, клинико-генеалогическое исследование и параклинические методы, а также цитогенетические, биохимические (исследование аминокислот, органических кислот, уровня карнитина, ацилкарнитиновый профиль и др.), молекулярно-генетические тесты. 

Для обеспечения адекватной дифференциальной диагностики в качестве матрицы использована современная классификация и описанные биохимические характерные признаки изучаемой патологии, представленные  в приводимой схеме 1.

3-метилглутаконовая ацидурия I типа (Недостаточность гидратазы 3-метилглутаконил-КоА)

· Аммиак – ↑ (www.metagene.de), N или ↑ (N. Blau) 

· Глюкоза – N или ↓

· Трансаминазы (аспартаттрансаминаза, аланинтрансаминаза) в сыворотке - N или ↑ 

· Карнитин, свободный и общий в плазме - ↓ 

· C5-гидроксиацилкарнитин - ↑ - ↑↑↑

· C6-ненасыщенный ацилкарнитин - ↑ - ↑↑↑

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

· 3-гидроксиизовалериановая кислота - ↑ - ↑↑

Клинический фенотип

· Когнитивные нарушения

· Задержка речевого развития

· Дефицит внимания

· Фебрильные судороги

· Задержка роста

· Дизартрия

· Прогрессирующая церебральная атрофия

· Мозжечковая атаксия

· Атрофия базальных ганглиев

· Лейкоэнцефалопатия

· Энурез (у взрослых)

Молекулярной основой является мутации гена в AUA специфическом RNA-связывающем  белок (AUH,600529.001)9q22.31.

3-метилглутаконовая ацидурия II типа (синдром Барта; кардио миопатия, скелетная миопатия с атипичной митохондропатией)

· Мочевая кислота в крови – N или ↑

· Карнитин, свободный и общий в плазме – N или ↓

· 3-метилглутаконовая кисолта - ↑ - ↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑ - ↑↑

· 2-этилгидракриловая кислота – N или ↑

· Соотношение монолизокардиолипина (Monolysocardiolipin – MLCL) и тетралиноил-кардио-липина (tetralinoleyl-cardiolipin – CL4) - ↑

Клинический фенотип

· Задержка развития и роста 

· Задержка моторного развития

· Миопатическое круглое лицо

· Высокий, широкий лоб

· Полные щеки

· Выступающий подбародок

· Большие уши

· Глубоко посаженные глаза

· Гипертрофическая кардиомиопатия

· Нарушение сердечного ритма

· Фиброэластоз эндокарда

· Некомпактный левый желудочек

· Дилятирующая кардиомиопатия

· Застойная сердечная недостаточность

· Варусная косолапость

· Проксимальная слабость

· Нарушение походки

· Скелетная миопатия

· Гнусавый голос


Найдены мутации в гене tafazzin (TAZ, 300394.0001)xq28,EFE2, BTHS, CMDSA, LVNCX

3-метилглутаконова ацидурия III типа (синдром Костефа)

Атрофия зрительных нервов 3, аутосомно-рецессивная

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

Клинический фенотип

· Когнитивные нарушения, дизартрия

· Зрительная атрофия

· Снижение остроты зрения

· Атаксия

· Спастичность

· Гиперрефлексия

· Подошвенная реакция разгибательная

· Экстрапирамидные знаки

Обнаружены  мутации в  OPA3 гене (OPA3, 606580.0001).

3-метилглутаконовая ацидурия IV типа

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

Клинический фенотип

· Тяжелая задержка психомоторного развития

· Неонатальная гипотония

· Отсутствие рефлексы

· Субаортальный стеноз 

· Бивентрикулярная гипертрофия

Молекулярно-генетическая характеристика — мутации MGCA1, MGA4.

3-метилглутаконовая ацидурия V типа 

(расширенная кардиомиопатия с атаксией)

· 3-метилглутаконовой кислоты - ↑ - ↑ ↑

· 3-метилглутаровой кислота - ↑ - ↑ ↑

· Трансаминазы (аспартаттрансаминаза, аланинтрансаминаза) в сыворотке - N или ↑

Клинический фенотип

· нарушение пренатального развития;

·  нарушение постнатального развития; 

· зрительную атрофию  (у некоторых пациентов);

·  дилятационную кардиомиопатию, раннее начало; 

· длинный qt синдром; 

· сердечную недостаточность; 

· губчатую кардиомиопатию;

· внезапную смерть от остановки сердца; 

· микровезикулярный стеатоз печени гипоспадию; 

· хорду пениса; 

· маленькие атрофированные семенники (яички); 

· крипторхизм;

· мышечную слабость; 

· незначительное  снижение активности митохондрий дыхательной цепи; 

· мозжечковую атаксию, непрогрессирующую; 

· умственную отсталость, мягкую, непрогрессирующую; 

· микроцитарную анемию.

Молекулярно-генетические особенности-вызванные мутации в гомологичном гене E. coli DNAJ подсемейство C член 19, TIM 14, 3q25.33

MEGDEL, (3-метилглутаконовая ацидурия с глухотой, энцефалопатией и Лея-подобным синдромом)

3-метилглутаконовая ацидурия VI типа

· Аммиак – ↑ (www.metagene.de), N или ↑ (N. Blau) 

· Глюкоза – N или ↓

· Метионин в крови - N или ↑↑ 

· Креатинкиназа в сыворотке - N или ↑ 

· Трансаминазы (аспартаттрансаминаза, аланинтрансаминаза) в сыворотке - N или ↑ 

· Карнитин, свободный и общий в плазме - ↓ 

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑ - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑ - ↑↑↑

· Лактат в моче – N или ↑

· Лактат в крови – N или ↑

· Холестерол в сыворотке – N или ↓

· Внутриклеточное накопление неэтерифиципованного холестерола

· Ненормальный фосфолипидный профиль

                            Клинический фенотип

· характеризуются: нарушением роста, микроцефалией, нейросенсорной глухотой, недостаточным питаним, гипотонией, митохондриальной дисфункцией, психомоторной регрессией, умственной отсталостью, спастичностью, дистонией, экстрапирамидными симптомами, судорогами (реже), leigh синдром, поражением  базальных ганглиев, атрофией мозга и мозжечка, лактоацидозом, гипогликемией, рецидивирующими инфекциями, неонатальным сепсисом, лактатацидозом, дефектами в митохондриальном оксидативном фосфорилировании, 3-метилглюконовой ацидурией, аномалиями фосфолипидного профиля, аномалиями профиля  фосфатидилглицерина, изменениями  кардиолипинового профиля, внутриклеточным накоплением холестерина, снижением холестерина (иногда),повышенными трансаминаз в сыворотке, гипераммониемией, повышением в сыворотке альфаетопротеина, коагулопатией

Молекулярно-генетические особенности  SERAC1, MEGDEL 6q25.3

3-метилглутаконовая ацидурия с катарактой с неврологическим вовлечением и нейтропенией

(MEGCANN, 3-метилглутаконовая ацидурия VII типа)

· 2-метил-2,3-дигидроксибутировой кислоты - ↑ - ↑↑ 

· S-(2-карбоксипропил)-цистеина

· 3-метилглутаконовой кислоты - ↑↑ - ↑↑↑

· 3-метилглутаровой кислоты - ↑↑ - ↑↑↑

· Вторичным снижением активности копмлекса дегидрогеназы пировиноградной кислоты

· Лактат в мочеи в крови – ↑

Клинические особенности характеризуются:

· слабым (низким) рост; 

· микроцефалией; 

· дизморфичными чертами лица(у некоторых пациентов); 

· катарактой (у большинства пациентов); 

· недостаточным питанием; 

· гипотонией, неонатальной;  

· повышением мышечного тонуса, у новорожденных (у сильно пострадавших пациентов); 

· задержкой психомоторного развития (у большинства пациентов);

· интеллектуальными инвалидности; 

· развитие регрессии (у некоторых пациентов);

· спастичность; 

· пирамидальные симптомы; 

· экстрапирамидальные симптомы; 

· аномальные движения; 

· судороги (у некоторых пациентов); 

· мозжечковая атрофия; церебральная атрофия;

· атрофия базальных ганглиев(ядер); 

· нейтропения (у большинства пациентов);

·  гранулопоез показывает дефицит костного мозга; 

· рецидивирующие инфекции (у некоторых пациентов);

· повышение  в моче 3-метилглутаконовой кислоты; 

· начало при рождении;  

· наступление в утробе матери у сильно пострадавших пациентов;

· высоко изменчивый фенотип;

· прогрессирующиее расстройства; 

· смерть часто в детстве.

Вызванные мутации в казеинолитической пептидазе B гена (CLPB,616254.0001)

3-метилглутаконовая ацидурия VIII типа

· мочевая кислота в крови – N или ↑

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑ - ↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑ - ↑↑

Недостаточность гидратазы 1 короткоцепочечных еноил-КоА

· 2-метил-2,3-дигидроксибутировая кислота - ↑ - ↑↑ 

· S-(2-карбоксипропил)-цистеин

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

· Вторичное снижение активности копилекса дегидрогеназы пировиноградной кислоты

· Лактат в моче – ↑

· Лактат в крови – ↑

3-гидрокси-3-метилглутаровая ацидурия (недостаточность лиазы 3-гидроксиметилглутарил-КоА)

· Аммиак – ↑ (www.metagene.de), N или ↑ (N. Blau) 

· Глюкоза – N или ↓

· Трансаминазы (аспартаттрансаминаза, аланинтрансаминаза) в сыворотке - N или ↑ 

· Карнитин, свободный и общий в плазме - ↓ 

· C5-гидроксиацилкарнитин - ↑ - ↑↑↑

· C6-ненасыщенный ацилкарнитин - ↑ - ↑↑↑

· 3-метилглутаконовая кислота - ↑↑↑

· 3-метилглутаровая кислота - ↑↑ - ↑↑↑

· 3-гидроксиизовалериановая кислота - ↑ - ↑↑

Приведенная классификация свидетельствует  о чрезвычайной важности для дифференциальной диагностики как традиционных клинических и лабораторных исследований, так  и использование  современных тонких технологий. Вместе с тем, становится очевидной возможность диагностической интерпретации анамнестических, клинических, биохимических и молекулярно-генетических данных в каждом  отдельном случае при условии наличия многопараметрической информации  и работы по принципу 1+5 (пациент + врач-генетик, врач-узкий специалист, врач-биохимик, специалист в молекулярно-генетической диагностики, врач-фармакогенетик).

Материалы и методы.

В ХМСМГЦ-ЦР(О)З  ежегодно обследуются   значительное число пациентов  с подозрением на наследственные ( в том числе и метаболические) заболевания (табл.1).

Проанализированы данные  посещений ХМСМГЦ-ЦР(О)З с 2006  по 2015гг. для определения  числа  МГА среди обследованных  больных (таб 2. ) – Динамика числа  консультаций  больных с  подозрением на наследственную патологию.                                      
                         (табл.1).
	
	2015
	2014
	2013
	2012
	2011
	2010
	2009
	2008
	2007
	2006
	За 10 лет

	Всего 
посещений
	38612
	24060
	38548
	38489
	35464
	35041
	35036
	34699
	34683
	34505
	373137

	первичных 
	12000
	13018
	13867
	11258
	10429
	10837
	18746
	18018
	17630
	12641
	138444

	повторных
	26612
	29042
	21681
	24240
	25035
	24204
	16290
	16681
	17053
	21864
	

	Уточненные нозологичес-кие
формы 
	533
	424
	430
	445
	387
	444
	591
	523
	432
	405
	


Было обнаружено 2 пациента  МГА, остальные  1593 обследованных  пациентов, у которых однократно выявлено  повышение 3-метилгютаконовой и 3-метилглютаровой кислот  были отнесены в группу риска митохондриальной дисфункции, вызванной различными причинами. Углубленное  обследование этой группы пациентов продолжается. 

В ХСМГЦ  с 2008года по  настоящее время,  проводится селективный скрининг носителей  полиморфизмов фолатно-метионинового цикла в  святи с все возрастающей  потребностью  оценки эпигенетического статуса. У пациентов с подозрением на наследственную патологию, проведена молекулярно-генетическая диагностика 8793. Анализируя полученные результаты виявлено 884 пациента с гомозиготной мутацией MTHFR C677T, что составило 10,1% от общего числа обследуемых в нашем центре. Данный показатель ниже по сравнению с аналогичным в европейской популяции (от 10 до 35%).

Нами обработан материал 306 генетических карт пациентов с гомозигоной мутацией гена MTHFR C677T, получены следующие результаты (Таблица 2) 

Таблица 2.

	
	Всего человек,  число
	Всего человек,  %

	Диагноз установлен
	257
	83,9

	Диагноз неустановлен
	48
	15,6

	Хромосомная патология и хромосомный полиморфизм
	15
	4,9

	Моногенная патология
	71
	23,2

	Метаболические нарушения: 
из них с ЗТПРР, аутистический спектр
	186
14
	60,7
4,6


Популяционные частоты полиморфных вариантов С677Т и А66G

                                                                                                              Таблица 3
	Polymorphisms
	Ukrainians 
N=200
	Caucasians
N=159 
	Hispanic
N=96
	Afro-Americans
N=97
	Ashkenazi Jews
N=155

	С677Т MTHFR

	Heterozygotes
	40.7% 
	42.8%
	43.8%
	21.6% 
	42.6%

	Homozygotes 
	7.04% 
	11.3%
	26.0%
	1.0% 
	26.5%

	Norm 
	52.26% 
	45.9%
	30.2% 
	77.3%
	31.0%

	Allelic frequency 
	27.39%
	32.7%
	47.9% 
	11.9% 
	47.7%

	А66G MTRR

	Heterozygotes
	43.0%
	49.7%
	42.7% 
	47.4%
	47.2%

	Homozygotes
	35.5%
	29.6%
	7.3%
	10.3%
	19.5%

	Norm 
	21.5%
	20.8%
	50.0%
	42.3%
	33.3%

	Allelic frequency
	57.0%
	54.4%
	28.6%
	34.0%
	43.1%


	Полимор-
физмы
	Генотипы 
и аллели
	Частота, %
	Наблюдаемая
частота генотипов/

%
	Ожидаемая
частота генотипов / %

	С677Т
MTHFR
	N=437

	
	СТ
	44.16
	193 / 44.16
	184.6 / 42.24

	
	ТТ
	8.24
	36 / 8.24
	40.12 / 9.18

	
	СС
	47.6
	208 / 47.6
	212.3 / 48.58

	
	С
	69.6
	-
	-

	
	Т
	30.3
	-
	-

	А66G
MTRR
	AG
	40.5
	177 / 40.5
	211.8 / 48.46

	
	GG
	38.22
	167 / 38.22
	149.04 / 34.1

	
	AA
	21.28
	93 / 21.28
	75.26 / 17.22

	
	A
	41.5
	-
	-

	
	G
	58.46
	-
	-


Среди  всех обнаруженных случаев  наибольшего внимания  заслуживает семья Г., имеющая 2-х детей  с МГА, и состоящая  на учете  в Центре  с 2014г.
[image: image5.emf]10
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Фот 1 Пациенты Ю., 5 лет и К.,3 лет

За консультацией в ХСМГЦ обратилась мама двоих детей -  девочек Ю. 5-ти и К. 3-х лет  с жалобами:
- у  Ю. - жалобы на задержку темпов развития, самостоятельно не сидит, опирается на ножки только  при поддержке; не берет  и не удерживает предметы в руках; слюнотечение; периодическое попёрхивание во время еды;  плохую прибавку в весе; гипертонус в конечностях.
Из анамнеза жизни известно, что девочка Ю.  родилась от I беременности, наступившей без преконцепционной подготовки, протекала на фоне многоводия с 17 недель. Роды в сроке гестации 40-41 неделя осложнились слабостью родовой деятельности. Вес девочки при рождении - 3830гр., рост- 53см. Выписана на 5-е сутки. Из перенесенных заболеваний: с 3-х лет беспокоит метеоризм. С 2-х до 3,5 лет находилась на безглютеновой и безказеиновой диете (по рекомендации психолога, без исследования уровня антител к глиадину и казеину). В 5 лет оперирована по поводу перелома правой бедренной кости. В этот же период перенесла скарлатину. После проведения операции появились вздрагивания и гипертонус в конечностях.
Анамнез заболевания Ю.: мама считает ребенка больным с 2-х месяцев, когда обратила внимание на то, что девочка не следит за игрушками, обратилась к неврологу. Проведена НСГ- обнаружена минимальная наружная гидроцефалия. Назначеное лечение диакарбом и аспаркамом   эффекта не дало.
В последующем прогрессировала задержка психо-речевого развития. 

Невропатологи расценивали  ее как  следствие перинатального гипоксически-ишемического поражения ЦНС. В 6 месяцев проведена МРТ головного мозга: обнаружены признаки расширенных субарахноидальных пространств, уменьшение в объеме лобных долей. Рекомендовано проведение курсов массажа, лечебная физкультура. В 7 месяцев появились вздрагивания и постоянный наклон головы вперед, нарастала мышечная гипотония. С этими жалобами обратились в Центр реабилитации детей с органическим поражением нервной системы. Установлен диагноз: задержка психического, предречевого и статокинетического развития, проксимальная гипотония с пирамидной недостаточностью в ногах; микроцефалия. Симптоматическая эпилепсия. Кривошея. При обследовании в метаболическом центре г.Киева по результатам ТМС исследования данных за наследственные аминоацидопатии, органические ацидурии и дефекты митохондриального бета - окисления не выявлено. Функция слуха не нарушена.  Назначены цераксон, магне В6, агвантар, глицин, церебрумкомпозитум, коэнзимкомпозитум (без эффекта).
Приступов в течении года  не наблюдалось, но в  1 год 7 месяцев появился немотивированный  смех, не реагировала на происходящее вокруг; стала замкнута; появились раскачивания туловища из стороны в сторону; сидела только с использованием опоры. Проведена молекулярная диагностика синдрома Ангельмана (диагноз не подтвержден). При  МРТ головного мозга выявлены признаки атрофических изменений лобных долей.
В 4,5 года снова появились миоклонические абсансы, проведено 8 инъекций препарата синактен-депо (в течение 1-го месяца замираний не было, затем опять появились), в терапию добавлен левицитам, который принимает по настоящий момент.
В 4,5 года обследована в Германии (InstitutFurKlinischeGenetikBoon) -проведена молекулярная диагностика, синдром Ретта не установлен (мутация в гене MECP2 не выявлена). Проведено 5 курсов кранио-сакральной терапии, которую периодически повторяет ежегодно.

В 2014 году  семья  обратилась  в ХМСМГЦ-ЦР(о)З в связи с неуточненным диагнозом. После тчательного анализа  анамнестических данных ребенок  был осмотрен врачем-генетиком, врачем-невропатологом генетиком, врачем лаборантом генетиком  Центра
Фенотипически было отмечено незначительное снижение массы тела при нормальном росте: Ю. вес: 13кг. ( N 18кг.), рост: 108см. (N 109см.); бледность, мраморность кожных покровов, поверхностное расположение сосудов; недоразвитие подкожно-жировой клетчатки; истончение волос; лицо узкое; нос короткий; гиперплазия десен; узкая грудная клетка; кифосколиотическое искривление позвоночника; узкие кисти, гипермобильность суставов верхних конечностей, выраженная  мышечная гипотония.
Родословная отягощена сердечно-сосудистой патологией.
Результаты проведенных исследований:
Кариотип - 46 ХХ, G-, С-окрашивание, 1 % хромосомной нестабильности.
Обследование Ю.:
- ВЭЖХ аминокислот крови от 06.11.2014: метионин  ↑, триптофан↑, аланин ↑), треонин ↑, лизин ↑, остальные аминокислоты -  N.
- ВЭЖХ аминокислот крови от 10.09.2015: метионин  ↑, цистин ↓, глутамат ↑ , глютамин ↑, аспартат ↑, аспарагин ↑, аргинин ↑, орнитин ↑, аланин ↑, лизин ↑, серин ↑.
      -  Гомоцистеин крови  ↑; лактат крови ↑; витамины группы В – N.
      - вирусологическое исследование (ПЦР-слюна): ЦМВ, ВЭБ, вирус простого герпеса, тип 1, тип 2 - не обнаружено.
-  Вирус герпеса, тип 6 ПЦР (слюна) – обнаружено.
       -  Биотин - N
       -  Пируват - N
       -  Аммиак - ↓ 
  - Электролиты крови: кальций, фосфор, железо, глюкоза натощак, церулоплазмин – N, цинк ↓, медь —↓. 
       - Биохимический анализ крови: мочевая кислота- ↓, креатинин, мочевина в пределах референтных значений.
 - Исследованы полиморфные варианты генов ферментов фолатного цикла: выявлено: ген MTHFR  677 СT; MTRR 66 GG.
      - УЗИ абдоминальное: повышение эхо-плотности паренхимы печени. Выраженный пневматоз кишечника.
      - УЗИ почек: двусторонний гидрокаликоз. Признаки солевого диатеза.
      - Клинический анализ крови от 26.07.2016: эритроциты - ↑, цветной показатель - ↓ , моноциты - ↑ , остальные показатели в пределах возрастной нормы.
- Анализ мочи методом газовой хроматографии - в динамике выявлены следующие изменения: 
·  От 06.02.2015 – выявлены умеренные повышения 3-метилглутаровой (7,68 mmol/molKREA), 3-метилглутаконовой (130,18mmol/molKREA) кислот и изменения метаболитов: АК лейцина; недостаточности коэнзима Q10; соединительной ткани и/или недостаточности витамина С. 
· от 27.04.2015 - Выявлены изменения метаболитов: цикла Кребса и ферментов дыхательной цепи; пиримидинов; чрезмерного роста грибков и дрожжей, бактерий в ЖКТ; нейротрансмиттеров; кетоза, нарушения окисления АК с разветвленной цепью; недостаточности В3, В6, биотина, фолиевой кислоты, В12, коэнзима Q10, Fe, Cu, Mg, Zn;
· от 10.09.2015 - Выявлены метаболиты характерны для 3- метилглутаконовых ацидурий, а также изменения метаболитов: нельзя исключить недостаточность триптофана и /или серотонина; недостаточности В6, Mg; повышение молочной кислоты.
· от 06.01.2016 - Выявлены метаболиты характерные для 3-метилглутаконовых ацидурий и изменения метаболитов: истощения глутатиона.
· от 29.07.2016 - Выявлены метаболиты характерные для 3-метилглутаконовых ацидурий и изменения метаболитов: нарушения микрофлоры ЖКТ; нельзя исключить недостаточность триптофана и/или серотонина;
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В связи с тем, что при обследовании обеих девочек выявлены полиморфизмы генов (ген MTHFR 677СT; ген MTRR 66GG, сочетающиеся с умеренно повышенным гомоцистеином, было основание предположить недостаточность метионин-синтазыредуктазы (легкий тип нарушения обмена кобаламина - тип Е). 

С нашей точки зрения, обнаруженные  полиморфизмы можно считать факторами риска, которые могут иметь клиническое значение, являясь генетическим фоном для этого ребенка.  Многолетний анализ изучения характера полиморфизмов фолатно-метионинового цикла в регионе исследования  показал, что частота алелей MTRR в популяции  составляет  57%. Наличие у ребенка высоких уровней гемоглобина и эритроцитов в динамике указывает на нарушение биосинтеза кобаламина, что непосредственно связано с функцией  ферментов метионинсинтазыредуктазы и метионинсинтазы.

Эти данные  были учтены при определении уточняющей диагностики  из разработке  тактики симптоматического лечения. Было также очевидным, что в патологический процесс вовлечены наследственые нарушения дыхательной цепи митохондрий, маркером чего явились 3-метилглютаконовая кислота  и 3-метилглютаровая кислота, которые определялись при всех последующих исследованиях мочи  с помощью ГХСМ.  Учитывая эти обстоятельства, предположительный диагноз сформулирован следующим образом: Нарушение обмена дыхательной цепи митохондрий - метилглутаконовая ацидурия .

Недостаточность метионинсинтазыредуктазы (нарушение обмена кобаламина).  Снижение активности метилентетрагидрофолатредуктазы. 

Ребенку проведена коррекция питания в соответствии с показателями  основных анализов  крови и мочи в динамике.  В США подобрано диетическое питание. Медикоментозное лечение контролируется  в процессе диспансерного наблюдения (повторные реальные осмотры и использование телекоммуникационных технологий). Ежегодно проводится  кранио-сакральная терапия в Германии (фото 2). 
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Фото 2. Процесс реабилитации детей.
Жалобы у К.: самостоятельно не сидит, не стоит, произносит только звуки; частичный зрительный контакт; недолго удерживает предметы в руках; стереотипии.
Пробанд К. от II беременности, наступившей без преконцепционной подготовки. Во время беременности проведено инфектологическое обследование- инфекции не выявлены. Роды в сроке 39-40 недель. Выписана на 9 сутки с диагнозом: желтуха новорожденных. Из перенесенных заболеваний: острые респираторные болезни.

Анамнез заболевания: мама считает ребенка больным с 5-ти месяцев. Но на учете у невропатолога ребенок состоит с 1-го месяца, т. к. в семье болен  1-й ребенок.

В 1 месяц проведена НСГ: кисты сосудистых сплетений (назначался прием сомазины). В 5 месяцев семья обратилась в центр реабилитации с жалобами на то, что ребенок самостоятельно не переворачивается. Установлен диагноз: задержка стато-кинетического развития.

 В 7,5 месяцев появились стереотипные движения руками, не было зрительного контакта, появилась более выраженная мышечная гипотония.

Обследована в ОХМАТДЕТ (г.Киев). Проведена ТМС: количественное содержание аминокислот и ацилкарнитинов соответствует нормативным значениям.

С 9 месяцев до 1 года 5 месяцев находилась на безглютеновой и безказеиновой диете. 

В 10 месяцев гомеопатом назначена терапия (без эффекта).

26.02.2012 проведена МРТ головного мозга: признаки незрелой миелинизации.

В 1 год 5 месяцев обследована в Германии (InstitutFurKlinischeGenetikBoon) - проведена молекулярная диагностика синдрома Ретта (мутация в гене MECP2 не выявлена). 

Прошла 5 курсов кранио-сакральной терапии в Германии. 

Фенотипически:вес - 10кг. (N 15кг), рост - 93см. (N 97см.), обращает на себя внимание бледность, мраморность кожных покровов, поверхностное расположение сосудов; недоразвитие подкожно-жировой клетчатки; истончение волос; лицо узкое; нос короткий; гиперплазия десен; узкая грудная клетка; кифосколиотическое искривление позвоночника; узкие кисти, гипермобильность суставов верхних конечностей.
Родословная отягощена сердечно-сосудистой патологией.

Обследование К.:
· Гомоцистеин крови - 7,88 ↑ мкмоль/л (до 5 мкмоль/л). 
· Лактат крови - 1,66 ммоль/л (0,56-1,67 ммоль/л).
· Фолиевая кислота - 56,13 ммоль/л (норма 52,55-119,59).
· Витамин В12 - 0,181нмоль/л (норма 0,074 – 0,516).
· Витамин В1- 26,92 нмоль/л (норма 0 – 75,4).
· Витамин В2 -: 20,31 нмоль/л (норма 0 - 33)
· Витамин В3 - 4,97 ммоль/л (норма 4,70-8,34).
· Витамин В6 - 15,72 нмоль/л (норма 14,6-72,8).
· Вирусологическое исследование (ПЦР-слюна): ЦМВ, ВЭБ, вирус простого герпеса, тип 1, тип 2, тип 6 - не обнаружено.
· Биотин - 45,16 нмоль/л (36,8 - 65,5).
· Пируват - 58,24 мкмоль/л (45,6-114)
· Аммиак - 20,57↓мкмоль/л (21-50).
· Биохимический анализ крови: мочевина, мочевая кислота, креатинин в пределах референтных значений.
· УЗИ органов брюшной полости: Осмотр резко затруднен из-за выраженного пневматоза кишечника.
· УЗИ почек: двустороннийгидрокаликоз. Признаки солевого диатеза.
- Анализ мочи методом газовой хроматографии - в динамике выявлены следующие изменения:
· выявлены умеренные повышения 3- метилглутаровой, 3- метилглутаконовой кислот и изменения метаболитов: АК лейцина; соединительной ткани и/или недостаточности витамина С; низкие уровни метаболитов цикла Кребса, истощения глютатиона, недостаточность фолиевой кислоты, изменения микрофлоры гастроинтестинального тракта. Нельзя исключить недостаточность триптофана или серотонина.
· от 06.01.2016 - Выявлены метаболиты характерные для 3-метилглутаконовых ацидурий и изменения: метаболитов: чрезмерного роста бактерий в ЖКТ; цикла Кребса; недостаточности В3, Mg; повышенных, при приеме пищи, богатой полифенолами и флавонидами.
· от 29.07.2016 - Выявлены метаболиты характерные для 3-метилглутаконовых ацидурий и изменения метаболитов: фенола; недостаточности Mg; Нельзя исключить недостаточность триптофана или серотонина. 
Креатинин 2,34↓ (N2,36 — 13,07)

·  Исследованы полиморфные варианты генов ферментов фолатного цикла: выявлено: ген MTHFR  677 СT; MTRR 66 GG.
· ВЭЖХ аминокислот крови: валин ↓ 0,115 (0,132 -  0, 480ммоль/л)
В связи с тем, что при обследовании обеих девочек выявлены полиморфизмы генов (ген MTHFR 677СT; ген MTRR 66GG, сочетающиеся с умеренно повышенным гомоцистеином, есть основание предположить недостаточность метионин-синтазыредуктазы (нарушение обмена кобаламина - тип Е). Обнаруженные факторы риска потенциально могут иметь клиническое значение, являясь генетическим фоном для этих детей.
 Предположен диагноз: Метилглутаконовая ацидурия (↑3-метилглютарорвой, 3-метилглютаконовой кислот, АК лейцина, СТД, недостаточность витамина С).
Недостаточность метионинсинтазыредуктазы (нарушение обмена кобаламина) 
Выводы. 

1. Различные клинические и метаболические проявления и только для отдельных форм возможно однозначное установление диагноза по биохимическим изменениям

2. Различные уровни повышения кислот для разных форм НБО

3. Сложность интерпретации даже при умеренном повышении кислот.

4. Только полное клиническое обследование с обязательным применением генетических методик позволяет достоверно диагностировать MGA.

Гречанина Ю.Б., Канюка М, Водопьянова В., Максютина И.А.
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