i) et
hld Finansuojama i5 Europos '
PrOJekto ykdytojas: regioninés plétros fondo -
Vilniaus universiteto s
l|gomne Santaros kiinikos www.esinvesicijos.It :

TIROZINEMIJOS
DIAGNOSTIKOS, GYDYMO IR STEBESENOS
METODIKA

2019



Rengéjai:

Prof. Vaidotas Urbonas (Metodikos vadovas)

Vaiky ligoninés, Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialo Pediatrijos skyriaus gydytojas vaiky
gastroenterologas

Vaiky rety kepeny ligy, parenterinés ir enterinés mitybos kompetencijos centro koordinatorius

Vilniaus universitetas Medicinos fakultetas

Prof. R. Cerkauskiené

Vaiky ligoninés, Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialo Vaiky rety ligy koordinavimo centro
vadové

Vilniaus universitetas Medicinos fakultetas

Dr. B. Skerliene

Vaiky ligoninés, Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialo Vaiky neurologijos skyriaus vaiky ligy
gydytoja

Lizosominiy kaupimo ligy kompetencijos centro ir Vaiky rety kepeny ligy, parenterinés ir enterinés mityb0s
kompetencijos centro gydytoja eksperté

Gyd. rez. V. Sutkus

Vaiky ligoninés, Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialo Vaiky rety ligy koordinavimo centro
medicinos gydytojas

Vilniaus universitetas Medicinos fakultetas

Recenzentai:
Prof. Vytautas Usonis
Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas

Doc. Riita Kucinskiené
Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos fakulteto Medicinos fakultetas

Lietuvos pediatry draugija

Patvirtinta:
Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto 2019 m. geguzés 7 d. Tarybos posédyje, protokolas Nr. (1.1.)
150000-TP-6

Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos akademijos Medicinos fakulteto 2019 m. rugséjo 5 d.
Tarybos posédyje, protokolas Nr. 69



Turinys

I =TT gL L o] 1o F= LRSS 4
L. THUMPINIAL ¢ttt b bbbttt b bbbt E e bt b e et e s et bt bbb e et e e 4
i I To T S o = AV To [ 0 [ 4= SRR STSS RS 4

2. Trumpas aprasas apie T ............ocoiiiiiiiiii e )
P2 BN 1) (1) (71 11 T PRSPPI 5
2.2, PAPIITIMAS ...ttt b bbbttt b bbbt a e 5
2.3.Etiolo@ija ir PAtOGENEZE.............cuviiiiiiiiiiie et 5
2.4. Klinikiniai TR1 POZYMIAL............ccoooiiiiiiiiii s 6

TR I T TSR0 [ = To 01y ] 2 RSP 8
3.1, DIagnOSTINIAT TYFIM@I.....coviieiiiiiiiieiee ettt b bbb bt ese e 8

3.1.1. Reikalavimai sukcinilacetono méginio surinkimui ir transportavimui ................cc.coc..... 9
3.2. DIagnOStiKOS @lgOFTEMAS .....cceiiiieiiiie ettt ettt sbe e e sre e nnes 10
3.3. Diferenciné dia@nostiKa..............cccoiiiiiiiiiiiii 10

3.3.1.Paveldima tirozinemija 2 tipo (TR2) (TLK-10-AM kodas: E70.2; ORPHA:28378) ....... 11

3.3.2.Paveldima tirozinemija 3 tipo (TR3) (TLK-10-AM kodas: E70.2; ORPHA:69723) ....... 11

3.3.3.Haukinzinurija (TLK-10-AM kodas E70.2, ORPHA:2118) ......ccccceoiiinininininieieieeens 12

o I o 0TS0} Y0 |0 0 LSS SSTPSSRRSR 13
4.1.L1g0S GYAYMO METOUAI. .......ceiviiiiiiieiieiieieie ettt b bbbt 13
4.2 Medikamentinis gydymas (NITIZINONAS) ........cccueiuiiieiieiiec et 13

4.2.1.NITIZINONO OZAVIMES .....veuviiiitiieieiieie ettt bbbttt e ettt sttt 14

4.2.2.NItiZINONO VAITOJIMAS.......cciiiiieiieiie ettt ete st ste et te et este e st e e e s be e beaseesaeesteensesreenteeneenneas 14

4.2.3.Nitizinono gydymo efekLYVUMES ..........cciiiiiiiiiiiiieie e 14

4.2.4.Nitizinono Salutinis POVEIKIS..............cccciiiiiiiiiii i 14

4.2.5.Nitizinono skyrimo KontraindiKacijos. ... 15

4.2.6.NEStumas ir NItiZINOMAS. .............oooiiiiiiii e 15

4.2.7.2indymas ir NIIZINONAS ...............coovveveeieieieiecieceeeee et aes s 15

4.2.8.Nitizinono iS1eidimo fOrMOS...........ccoiiiiiii e 15
R N D11 (0] (=] =1 o] - USSPV URPRURPPUORIN 15
4.4. Kepenu transplantacija............cccccoiiiiiniiiii 15
4.5.Naujagimiy atranka ... s 15

5.Paciento ilgalaikeé stebésena ................ccccooiiiiiiiii 16
5.1.Stebéjimas taikant ilgalaikj gydyma NTBC ir dieta .................ccooooiiiiiiii 16
5.2.Kepeny transplantacijos indikacijos gydant NTBC....................cciii, 16
5.3.Stebéjimas po kepenuy transplantacijos ..............cccoooiiiiiiii 17

O I <) o 1 110 o VTR 18



1.BENDROJI DALIS

1.1. Trumpiniai

4-HPPD — 4-hidroksifenilpiruvato dioksigenazé
5-ALA — 5-aminolevulino rtigstis
ADTL-aktyvintas dalinis tromboplastino laikas
AFP — alfa fetoproteinas

ALT — alaninaminotransferazé

AST — aspartataminotransferazé

BKT — bendras kraujo tyrimas

CMV - citomegalovirusas

EDTA — etilendiaminotetraacto rugstis

FAA —fumarilacetoacetatas

FAH — fumarilacetoacetatohidrolazé

GGT — gamagliutamiltransferazé

HCK — hepatoceliuliné karcinoma

HGD —homogentizatodioksigenaz¢

HLH — hemofagocitinélimfohistiocitozé
4-HFPD- 4-hidroksifenilpiruvato dioksigenaze
INR — tarptautinis normalizuotas santykis

KFN — kepeny funkcijos nepakankamumas
KMP — kardiomiopatija

KT — kompiuteriné tomografija

MRT — magnetinio rezonanso tyrimas
NTBC-nitizinonas (2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)cikloheksano 1-, 3-dionas)
PT — protrombino laikas

SA — sukcinilacetonas

SF — $armin¢ fosfatazé

TAT —tirozinaminotransferazé

TFR — tubulin¢ fosfaty reabsorbcija

TR1 -1 tipo tirozinemija

1.2. Ligos pavadinimas (TLK-10-AM KODAS, ORPHA KODAS)

1 tipo tirozinemija
TLK-10-AM kodas: E70.2.
ORPHA kodas: 882



2. TRUMPAS APRASAS APIE LIGA

2.1. ApibéZimas

1 tipo tirozinemija (TR1), tai autosominiu recesyviniu biidu paveldima tirozino apykaitos liga, pasireiskianti
progresuojanciu kepeny pazeidimu, inksty tubuline disfunkcija, porfirija primenan¢iomis neurologinémis
krizémis.

2.2. Paplitimas

Ligos paplitimas yra nezinomas. D¢l savo retumo TR1 yra mazai zinoma ir gali likti neatpazinta, jei
neatlickamas visuotinis naujagimiy tikrinimas dél Sios patologijos. Apskaiciuota, kad dé¢l savo klinikinés
simptomatikos ir eigos ypatumy liga atpaZjstama maZiau, nei pusei visy ja serganéiy ligoniy. Salyse, kuriose
neatlieckamas visuotinis naujagimiy tikrinimas dél TR1, ja gali sirgti mazdaug 1 i§ 100 000 — 120 000 gyvy
gimusiy. Skandinavijos Salyse ja gali sirgti 1 i§ 74 000, Suomijoje — 1 i§ 60 000, Kanados Kvebeko
provincijoje — 1 i$ 16 000, Kvebeko provincijos Saguenay-LacSaint-Jeanregione — 1 i§ 1 846 naujagimiy.
Lietuvoje 2000 m. pirmakart diagnozuota ir pradéta gydyti TR1. Nuo to laiko §i liga nustatyta trims ligoniams.
Dviems 1§ jy atlikta kepeny transplantacija ir po jos specifinio gydymo nebereikia.

2.3. Etiologija ir patogenezé

Amino riigsties tirozino j organizma patenka su maistu, taip pat jo susidaro organizme i$ fenilalanino. Tirozino
skilimas didZia dalimi vyksta kepeny lasteliy citozolyje, dalyvaujant penkiems fermentams (1 pav.). Tirozino
skilime pirmosios reakcijos metu dalyvauja citozoliotirozinaminotransferazé (TAT), i§ tirozino susidarant 4-
hidroksifenilpiruvatui; antrosios reakcijos metu, dalyvaujant fermentui 4-hidroksifenilpiruvato dioksigenazei
(4-HFPD), susidaro homogentizatas; treciosios reakcijos metu dalyvaujant homogentizatodioksigenazei
(HGD), susidaro maleilacetoacetatas (MAA) ir fumarilacetoacetatas (FAA); paskutiniosios reakcijos metu,
dalyvaujant fermentui fumarilacetoacetatohidrolazei (FAH), FAA suskyla iki fumarato ir acetoacetato.

HT1 iSsivysto del jgimtos fermento FAH stokos, kurig salygoja 15 chromosomoje esancio FAH geno
mutacijos. Zinoma daugiau kaip 40 liga sukelian¢iy mutacijy. Yra nustatytos dazniausios mutacijos, badingos
atskiroms etninéms grupéms. Siaurés Europos $alyse dazniausia yra ¢.1062+5G>A (VS 12+5 G>A) mutacija.
Esant fermento FAH stokai, kaupiasi toksiskai kepeny ir inksty lasteles veikiantys tarpiniai tirozino skilimo
metabolitai FAA, MAA ir kiti. FAH stokos metu i§ FAA ir MAA taip pat susidaro didesni, nei normoje,
kiekiai sukcinilacetoacetato (SAA), kuris po dekarboksilinimo virsta atitinkamai didesniais kiekiais
sukcinilacetono (SA). SA slopina dviejy fermenty veiklg: 1) dél fermento 4-HPD aktyvumo slopinimo
iSsivysto antriné Sio fermento stoka ir didéja tirozino koncentracija kraujo plazmoje, 2) dél fermento
porfobilinogenosintazés (PBS) (8-aminolevulinés rigsties dehidratazé, 3-ALRD) slopinimo sutrinka hemo
sintez¢, padidéja 6-aminolevulinés riigsties (6-ALR) koncentracija, vystosi neurologinés krizés, primenancios
iminés hepatinésporfirijos metu iSsivystancig simptomatikg.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1515/table/tyrosinemia.T.fah_variants_discussed_in/?report=objectonly

1 pav. Tirozino katabolizme dalyvaujantys fermentai ir susidaranc¢ios medziagos

Fenilalaninas

\

Tirozinas

\I/TAT

4-hidroksifenillaktatas «—4-hidroksifenilpiruvatas —4-hidroksifenilacetatas

\lﬁl -HFPD

Homogentizatas

Y HGD
Maleilacetoacetatas

S

Sukcinilcetoacetatas %Fumarilacetoacetatas

FAH
Sukcinilacetonas Fumaratas + Acetoacetatas

\

o-aminolevuliné rugstis

¢PBS(E-ALRD)

Porfobilinogenas — Hemo sinteze

Fermento defekta Zvmi pastorintos juodos linijos.

2.4. Klinikiniai TR1 poZymiai

TR1 budingas platus klinikinis spektras. Liga gali pasireiksti bet kuriuo laikotarpiu nuo kiudikystes iki
suaugusiy amziaus. Ligos sunkumas koreliuoja su amziumi, ligos pasireiskimo metu. Skiriamos imine, potimé
ir 1étiné ligos formos, nors ribos tarp jy néra aiskios, ir net toje pacioje Seimoje sergantys asmenys gali turéti
skirtingas TR1 formas.

Uminé forma laikoma pacia dazniausia ir sunkiausia TR1 forma. Jos metu liga pasireiskia naujagimystéje,
pirmyjy gyvenimo ménesiy (0-2 meén.) laikotarpiu sunkaus kepeny funkcijos nepakankamumo (KFN)
poZymiais: vémimu, diar¢ja, gelta, hipoglikemija, edema ir ascitu dél hipoalbuminemijos ir ypa¢, hemoraginés
diatezés pozymiais. Nors Uminés TR1 formos pasireiSkia KFN poZymiais, tac¢iau net ir sunkiai seganciy
ligoniy gelta yra vidutinio laipsnio; be to, transaminaziy aktyvumas retai biina labai padidéj¢s. TR1 biidingi
dideli kraujo kreséjimo sistemos pokyciai. Kraujo kreSé¢jimo rodikliai gali biiti labai pakite, o kiti kepeny



pazeidimo pozymiai gali biiti visai menki. Uminés ligos metu daZnai i$sivysto sepsis. Dél tubulinés inksty
disfunkcijos ligoniams gali anksti pasirodyti hipofosfateminio rachito poZymiy.

Ligai manifestuojant kuidikystéje arba vaikystéje, liga gali pasireiksti poime forma: KFN, rachito pozymiais
arba ne tokia specifine simptomatika, kaip polinkis j kraujavimus, augimo sutrikimas, hepatomegalija,
hepatosplenomegalija.

Létiniy formy simptomai yra Svelnesni. Gali buti tik nedidelio laipsnio kepeny padidéjimas, nezymus augimo
atsilikimas ir subklinikinis rachitas. Apie polinkj j kraujavimus kartais galima suZinoti tik atidziai apklausiant.
Kai kuriy ligoniy kepeny ligos pozymiai yra labai menki, o kepeny pazeidimas iSaiSkéja po kruopStaus
biocheminio ar kepeny vaizdo iStyrimo. Ultragarsinio tyrimo metu galima pamatyti, kad kepeny struktiira yra
pakitusi, taciau $iuo metodu nevisada galima nustatyti visus diagnostiskai reikSmingus sutrikimus. Daugeliui
ligoniy, bet ne visiems, sergantiems létine TR1, susiformuoja tubuliné inksty disfunkcija ir rachitas. Gali biiti
stebima nefromegalija ir nefrokalcinozé. Kai kuriems ligoniams issivysto inksty tranplantacijos reikalaujantis
inksty funkcijos nepakankamumas. Kai kuriems ligoniams, sergantiems létine TR1 forma, kai néra rachito
pozymiy, o pastebimi tik pavieniai (jei i§ viso pastebimi) kepeny pazeidimo pozymiai, liga nediagnozuojama
tol, kol neissivysto akivaizdi kepeny cirozé ar hepatoceliuliné karcinoma (HCK). HCK yra pagrindiné visy
TR1 formy komplikacija net tiems ligoniams, kuriems buvo tik pavieniy kepeny pazeidimo pozymiy. HCK
gali i$sivystyti kiidikystéje, bet dazniausiai — vélyvoje vaikystéje arba paauglystéje.

Ligos eiga daznai komplikuoja TR1 budingos neurologinés krizés. Jas daznaiusiai provokuoja interkurentinés
infekcingés ligos. Krizés gali biiti sunkios, budingi pilvo skausmai, imituojantys fiming chirurging patologija.
Jy metu taip pat pasireiSkia skausminga periferiné polineuropatija su raumeny silpnumu arba Gminé
progresuojanti kylancioji motoriné neuropatija, dél kurios gali reikéti dirbtinés plauciy ventiliacijos dél
kvépavimo funkcijos sutrikimo. Dél katecholaminy apykaitos sutrikimo ir autonominés nervy sistemos
pazeidimo gali padidéti arterinis kraujospidis, vystytis kardiomiopatija. Labai retais atvejais pati liga vaikams
gali prasidéti nuo neurologiniy kriziy arba besikartojanciy polineuropatijos priepuoliy. Nervy sistemos
pazeidimo priepuoliai blina panasiis | kitos labai retos paveldimos medZziagy apykaitos ligos - Giminés
intermituojanciosporfirijos, atakas.



3. LIGOS DIAGNOSTIKA
3.1. Diagnostiniai tyrimai

Ligoniams nustatoma jvairaus laipsnio kepeny lgsteliy pazeidimo, kepeny sintetinés funkcijos
nepakankamumo biocheminiy poky¢iy (1 lentel¢). Biina Zzenkliis nuo vitamino K priklausanciy kreséjimo
rodikliy poky¢iai iiminiais ligos atvejais, taip pat daznai ir ligoniams, sergantiems létinémis ligos formomis.
Ligoniams, kuriy kiti kepeny fermentai yra normaliis, gali biiti randami padidéje gamagliutamiltransferazés
(GGT) ir/arba $armings fosfatazés (SF) aktyvumas.

Daznai Gimine forma serganciy ligoniy kraujyje nustatoma stipriai padidéjusi alfa fetoproteino (AFP)
koncentracija, bet ji gali buiti normali sergantiems létine forma.

Esant tubulopatijai, gali buti pastebimi visi Fanconi sindromui biidingi laboratoriniai pokyciai:
hiperaminoacidurija, gliukozurija ir hiperfosfaturija. Ultragarsinio tyrimo metu gali buti aptinkama
nefromegalija, nefrokalcinozé.

Kiti biocheminiai poky¢iai: kraujyje biina padidéjusi tirozino koncentracija, iiminés formos atveju padidé¢ja ir
metionino koncentracija. Tirozino ir metionino koncentracijos gali biiti padidintos bet kokios kilmés kepeny
funkcijos nepakankamumo atveju, d¢l ko hipertirozinemija néra patognominis TR1 poZymis.

Slapime daZnai esti didelés 4-HFP ir 4-hidroksifenillaktato (4-HFL) koncentracijos. Sie poky&iai taip pat néra
patognominiai TR1 pozymiai.

Patognominis TR1 laboratorinis rodiklis yra padidéjusi SA koncentracija Slapime, kraujo plazmoje arba
sausame kraujo laSe (atlieckama Medicininés genetikos centre, Vilniuje). Sukcinilacetono koncentracijai esant
normos ribose TR1 diagnozé negalima (2 lentel¢). Kai kuriems ligoniams, sergantiems TR 1, kaupiasi tik mazi
SA kiekiai. Labai mazus SA kiekius $lapime ir kraujo plazmoje galima nustatyti tik taikant jautry tyrimo
metoda.

Tais atvejais, kai SA koncentracijos padid¢jimas yra ribinis, diagnozei patvirtinti reikia atlikti geno mutacijy
tyrimus (atlickama Medicininés genetikos centre, Vilniuje) arba nustatyti FAH aktyvumg limfocituose arba
fibroblastuose. Taciau TR1 diagnozé neturéty biiti grindziama remiantis vien FAH aktyvumo tyrimo
iSvadomis, nes sveikiems individams pasitaiko genetinis variantas, lemiantis zema, panasy j serganciyjy
fermento aktyvumo lygi, FAH aktyvuma fibroblastuose ir limfocituose. FAH aktyvumo tyrimas kepeny
audinyje taip pat gali klaidinti.

Lentelé 1. PoZymiai ir rodikliai, leidZiantys jtarti TR1

Klinikiniai poZzymiai

1.Mitybos sutrikimas, maisto atpylimai, vémimai, fizinio vystymosi atsilikimas, nuovargis

2. Hepatomegalija; didelis pilvas.

3. Polinkis i kraujavima

4. Pilvo skausmy priepuoliai; galiiniy skausmai; priepuoliai su arterin¢ hipertenzija, pilvo ir galiiniy

5. Rachitas

Biocheminiai ir instrumentiniai pozymiai

Kepeny paZeidimas

1. Kepeny funkcijos nepakankamumo laboratoriniai rodikliai.Kepeny funkcijos nepakankamumo rodikliy
ypatumai:

a.kres¢jimo faktoriy (protrombino laikas, dalinis aktyvuotas tromboplastino laikas (DATL), fibrinogenas)
poky¢iai yra svarbiausi KFN biocheminiai rodikliai, leidZiantys jtarti TR1;

b. kepeny sintetinés funkcijos sutrikimo pozymiai gali biiti didesni, nei hepatocitycitolizés: albumino ir
gliukozés koncentracijy pokyc¢iai gali bati didesni, nei transaminaziy ir bilirubino;

c.amoniakokoncentracijos padidé¢jimas daZniausiai yra nedidelis;

d. GGT ir/arba SF koncentracijy padidéjimas

2. Padidéjusios tirozino, metioninokoncentracijos kraujyje; Slapime tirozilurija (tirozinas, 4-HFP, 4-HFLL) (3
lentelg).




3. Padidéjusi AFP koncentracija.
4.Kepeny dydzio ir audinio struktiiros poky¢iai, kepeny mazgeliai ultragarsinio tyrimo metu.
Inksty pazeidimas

1.Inksty kanaléliy pazeidimas:

a.sumazéjusios fosforo (ir kalcio) koncentracijos kraujyje;
b.gali biti sumazéjusi gliukozés koncentracija kraujyje;
c.gali buiti sumazéjusibikarbonaty koncentracija kraujyje;
d.slapime gali buti Zenkli nespecifiné aminoacidurija.

2. Nefromegalija, nefrokalcinozéultragarsinio tyrimo metu.
3. Rachito pozymiai kauly rentgenogramose.

Lentelé 2. TR1 diagnostiniai rodikliai

1.Padidéjusi SA koncentracija Slapime ir/arba kraujyje yra patognominis TR1 diagnostinis rodiklis.

2.FAH geno mutacijos.

3.Sumazéjes fermento FAH aktyvumas limfocituose arba fibroblastuose, taciau vien Siuo rodikliu gristi
diagnozés negalima. Fermento FAH aktyvumo tyrimai kepeny audinyje taip pat yra maziau tiksliis: rastas
normalus aktyvumas dar neleidzia atmesti TR1 diagnozés.

3.1.1.Reikalavimai sukcinilacetono méginio surinkimui ir transportavimui

Slapimo méginys:

Meéginys surenkamas | sterily indelj Slapimui.

Minimalus méginio tiris priklauso nuo kreatinino koncentracijos Slapime. Rekomenduojama
surinkti bent 5 ml.

Geriausiai tinkamas rytinis $lapimas

Meéginys iskart gabenamas j laboratorija tyrimo atlikimui arba uzsaldomas iki -20°C, tokiu atveju
jis i8lieka tinkamas naudoti iki 3 mén.

Sauso kraujo meéginys:

Meéginys surenkamas ant Guthrie kortelés.

Turi bti uzpildyti bent 2 skrituliukai.

Renkant méginj negalima naudoti priemoniy, kuriose yra EDTA.

Neisdzitivusio méginio negalima déti ant kity sauso kraujo méginiy.

Méginys dziovinamas horizontalioje padétyje 2-3 valandas kambario temperatiiroje, apsaugotas
nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

Meéginys gabenamas kambario temperatiiroje.



3.2. Diagnostikos algoritmas

2 pav. TR1 diagnostikos algoritmas

Klinikinis ligos jtarimas
Seiminé anamnezé

h J
5-sukcinilacetono koncentracijos Slapime tyrimas

- TAIP I
Padidéjusi sukcinilacetono koncentracija > 1 tipo tirozinemija
| NE
Kartoti 3-sukcinilacetono koncentracijos Elapime tyrima
- TAIP I
Padidéjusi sukcinilacetono koncentracija > 1 tipo tirozinemija
MNE
L 4

IZliekant ligos jtarimui:

Spresti dél genetinio ligos patvirtinimo tikslingumo

3 pav. Diagnostikos ir gydymo algoritmas esant iiminiam kepeny nepakankamumui

Ominis kepeny funkcijos nepakankamumas

Tirozinemijos diagnostikos algoritmas
Ir

Gydymas nitizinonu 1 mg/kg nelaukiant tyrimy rezultaty

TAIP

Bikle per 1 sav. pagereja Testi gydyma

ME

Spresti dél kepeny transplantacijos

3.3. Diferenciné diagnostika

Hipertirozinemija gali bti stebima bet kokios kilmés kepeny funkcijos sutrikimo metu, todélhipertirozinemija
néra laikoma TR1 patognominiu diagnostiniu rodikliu. Taip pat hipertirozinemija stebima kity bukliy metu,
tokiy, kaip tranzitoriné naujagimiy hipertirozinemija.

Be TR1 yra Zinomos dar kelios paveldimos tirozino skilimo arba katabolizmo ligos. Tai 2 ir 3 tipo paveldimos
tirozinemijos ir haukinzinurija, kurios yra svarbios TR1 diferencin¢je diagnostikoje, kadangi jy metu randama
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hipertirozinemija. | Siy ligy simptomatikg taip pat atsizvelgiama, kai TR1 sergantys ligoniai yra gydomi
nitizinonu. Skiriant nitizinong TR1 ligoniy kraujyje padidéja tirozino koncentracija, todél TR1 ligoniams
rekomenduojama laikytis dietos su sumazintu tirozino ir fenilalanino kiekiu maiste, kad neissivystyty tokios
komplikacijos, kaip sergant kitomis paveldimomis tirozinokatabolizmo ligomis.

Yra dar viena tirozinokatabolizmo liga — alkaptonurija, ta¢iau jos metu hipertirozinemijos nebtna. Ji Siose
metodinése rekomendacijose minima dél to, kad jos gydymui gali buti skiriamas nitizinonas, kaip ir TR1.

3.3.1.Paveldima tirozinemija 2 tipo (TR2) (TLK-10-AM kodas: E70.2,;
ORPHA:28378)

Sinonimai: Richner-Hanhart sindromas; delny ir pady keratozés-ragenos distrofijos sindromas; akiy ir odos
(okulokutaniné) tirozinemija; tirozinemija d¢l tirozinoaminotransferazésstokos;tirozinemija dél TAT stokos.
TR2 yra autosominiurecesyviniu biidu paveldima liga, kuri i$sivysto dél kepeny fermento TAT stokos. TAT
fermento stoka lemia TAT geno, esancio 16 chromosomoje (16q22.2), mutacijos.

TR2 yra labai reta liga (pasitaiko 1<1000 000), literatiroje aprasyta iki 150 ligos atvejy, daugiausia tarp Araby
ir Vidurzemio jiiros Saliy gyventojy.

Ligai budinga hipertirozinemija, akiy, odos ir centrinés nervy sistemos pazeidimai. Liga dazniausiai
pasireiSkia kudikystéje keratito pozymiais. Tirozinas yra viena i§ blogiausiai tirpstan¢iy aminorugséiy ir
precipitacijos metu sudaro kristalus, dél ko vystosi uzdegiminis atsakas ragenoje. Akis skauda, jos parausta,
bijo Sviesos, aSaroja, ragena gali iSopéti ir priminti herpetiforminj pazeidimg, vystosi randai, sutrinka
regéjimas. Tuo paciu metu arba dazniausiai vyresniame nei vieneriy mety amziuje, atsiranda ir hiperkerotozes
pozymiai. Delny ir pady odoje pradeda atsirasti nenieztintys skausmingi aiSkiom ribom nuospaudas
primenantys hiperkeratozés zidiniai, ligos eigoje jy daugéja, zidiniai gali iSopéti. Hiperkeratoz¢ dazniausiai
lydi hiperhidroze. Kai kuriais atvejais gali biiti pazeidziama tik oda. Centrinés nervy sistemos pazeidimo
pozymiais gali biiti elgesio sutrikimas, nistagmas, tremoras, ataksija, traukuliai. Mazdaug pusei ligoniy
sutrinka intelekto vystymasis. Nervy sistemos pazeidimas tiesiogiai koreliuoja su hipertirozinemijos lygiu.
Kai kuriais atvejais nustatoma tik hipertirozinemija. TR2 serganc¢iai moteriai pastojus, jos hipertirozinemija
gali salygoti sunky vaisiaus vystymosi sutrikima.

TR2 diagnozuojama, nustacius zenkliai padidéjusia (800->2000 mmol/l) tirozinokoncenracija kraujo
plazmoje  taip  pat  tirozilurija  (padidéjusi  4-hidroksifenilpiruvato,  4-hidroksifenillaktato,
4-hidroksifenilacetato, N-acetiltirozinoekskrecija §lapime).

Liga gydoma, ribojant fenilalanino ir tirozino kiekj maiste.

3.3.2.Paveldima tirozinemija 3 tipo (TR3) (TLK-10-AM kodas: E70.2;
ORPHA:69723)

Sinonimai: tirozinemija dél 4-hidroksifenilpiruvato dioksigenazés (4-HFPD)stokos; tirozinemija dél
4-hidroksifenilpiruvato oksidazes stokos.

TR3 yra autosominiurecesyviniu biidu paveldima liga. TIR3 iSsivysto d¢l fermento 4-HFPD stokos, kurig
salygoja HPD geno, esancio 12 chromosomoje (12q24.31), mutacijos. TIR3 yra reciausiai pasitaikantis
paveldimas tirozino skilimo defektas. Literatiiroje apraSyta maziau, nei dvideSimt Sios ligos klinikiniy atvejy.
Liga gali nepasireiksti jokiais klinikiniais poZymias arba nustatoma neurologiné simptomatika:
psichomotorinés raidos atsilikimas, protinis atsilikimas, ataksija, imi intermituojantiataksija, mieguistumas,
traukuliai, padidintas naujagimio CNS dirglumas. Kepenys nepaZzeidZiamos, taciau vienam naujagimiui
stebétas naujagimiy hepatitas.

Laboratoriniy tyrimy metu nustatoma hipertirozinemija ir Zenkli tirozilurija.

Gydymui rekomenduojama laikytis dietos, ribojant fenilalaning ir tirozing maiste.
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3.3.3.Haukinzinurija (TLK-10-AM kodas E70.2, ORPHA:2118)

Sinonimai: 4-HFPD stoka, 4-alfa-hidroksifenilpiruvato hidroksilazés stoka, 4-hidroksifenilpiruvato
diaksigenazés stoka.

Ligg sukelia fermento 4-HFPD strukturos ir aktyvumo poky¢iai, kaip ir TIR3, ta¢iau HPD geno, esancio 12
chromosomoje (12q24.31) mutacija yra heterozigotine, dél ko liga paveldima autosominiu dominantiniu biidu.
Haukinzinurija yra labai reta liga (paplitimas 1<1000 000).

Pirmieji ligos pozymiai pasireiSkiapirmaisiais amziaus metais, kai naujagimis arba ktidikis nustojamas zindyti
ir pradedamas maitinti karvés pienu arba miSiniais. Ligonis nustoja augti, tampa dirglus, padaznéja
kvépavimas, pradeda atpilti maista, vemia, plaukai ploni, reti, SiurkStiis, gali iSsivystyti hepatomegalija,
raumeny hipotonija, mazakraujysté su zemu hemoglobino kiekiu, sferocitoze, polichromazija, nustatoma
pastovi metabolinéacidozé. Kraujo plazmoje tirozino koncentracija yra vidutiniskai padidéjusi arba normali,
Slapime nustatoma tirozilurija (4-hidroksifenilpiruvatas, 4-hidroksifenilacetoacetatas, 4-hidroksifenillaktatas
Slapime).

Liga diagnozuojama Slapime nustacius 4-hidoksifenilpiruvato metabolitgaminoriigstjhaukinzing.

Gydymui skiriant askorbo ruigsti ir, svarbiausia, dietg su sumazintu baltymy kiekiu, ypa¢ ribojant tirozing ir
fenilalaning maiste, kiidikiai greitai atgauna svorj, pradeda augti, iSnyksta acidozé. Pasiekus vieneriy mety
amziy ir pageréjus organizmo tolerancijai fenilalaninui ir tirozinui, ligos pozymiai nyksta ir liga praeina
savaime, nepalikdama blogy pasekmiy, nepaisant pastoviai nustatomos haukinzinurijos.

Hipertirozinemijos ypatumai ir diagnostiskai svarbis laboratoriniai poky¢iai tirozino paveldimy katabolizmo
sutrikimo metu pateikta pateikta 3 lenteléje.

Lentelé 3. Hipertirozinemijos lygis ir sukcinilacetono koncentracija paveldimy tirozinokatabolizmo sutrikimy
metu

Adaptuota pagal: Holme E. Disordersoftyrosinedegradation. In: Physician‘sGuide to thelaboratorydiagnosticsofmetabolicdiseases,
2nd ed., eds. Blau et al. Springer, 2003.- p. 141-153.

Liga Tyr(p) SA(p) SA(S) Haukinzinas(8)
pmol/l pmol/l mmol/molkreatinino | mmol/mol kreatinino

TR1 150-1300 0,5->100 0,5 ->1000 neaptinkama

TR2 800->2000 <0,1 <1 neaptinkama

TR3 500-1200 <0,1 <1 neaptinkama

Haukinzinurija | N —vidutini$kai padidéjusi - <1 200 - 2000

TR1 — 1 tipo tirozinemija; TR2 — 2 tipo tirozinemija; TR3 — 3 tipo tirozinemija; Tyr — tirozinas; Met — metioninas; SA —
sukcinilacetonas; 8-ALR — delta-amino levulino riigstis; p — kraujo plazma; e — eritrocitai; § —§lapimas (vienkartinis); N — norma.
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4. LIGOS GYDYMAS

4.1, Ligos gydymo metodai
1 tipo tirozinemijos gydymas:

1. Medikamentinis gydymas (nitizinonas)
2. Dietoterapija (nevartoti tirozino ir fenilalanino)
3. Kepeny transplantacija (esant komplikacijoms)

4.2. Medikamentinis gydymas (nitizinonas)

Efektyviausias 1 tipo tirozinemijos gydymas — medikamentinis, kuris skiriamas visg gyvenimg, jei
netransplantuojamos kepenys. Siuo metu naudojamas vienintelis vaistas, kurio farmakologinis pavadinimas
nitizinonas, dar kitaip vadinamas 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)cikloheksano 1-, 3-dionu, sutrumpintai
NTBC. Jis blokuoja fermentg 4-hidroksifenilpiruvatodioksigenazg (4 pav.), neleisdamas susidaryti toksiniams
tirozino apykaitos metabolitams: maleilacetoacetatui  (maleylacetoacetate), fumarilacetoacetatui
(fumarylacetoacetate), sukcinilacetonui (succinylacetone). Pastarasis naudojamas 1 tipo tirozinemijos
diagnostikai ir gydymo efektyvumo jvertinimui.

Nitizinonaspradétas naudoti 1 tipotirozinemijos gydymui 1991m. Svedijoje (S.Lindstedt, K.Holmes),
uzregistruotas — JAV maisto ir vaisty agentiiros (FDA) 2002m., o Europos medicinos agentiiros (EMA)
2005m. Pradzioje S§is vaistas buvo atrastas kaip augaly ir piktZoliy augimg stabdantis chemikalas ir tik véliau
buvo pritaikytas HT-1 gydymui.

Nitizinono veikimo pusperiodis 54 val. sveikiems suaugusiems ir 25 val. 2-6m. vaikams sergantiems 1 tipo
tirozinemija, todél pakanka skirti vieng kartg per para, retais atvejais ar gydymo pradzioje du kartus per para.
Vaisto efektyvumas priklauso nuo jo dozés.

4 pav. Nitizinono veikimo mechanizmas.

Tyrosinemia

Tyrosine

Tyrosine-Transaminase '

p-OH-Phenylpyruvate <= p-OH-Phenyllactate

p-OH-Phenylpyruvate-dioxygenase * NTBC

Homogentisic acid

Homogentisic acid-deoxygenase

Maleylacetoacetate

M

Succinylacetoacetate

Maleylacetoacetase ‘ /
Fumarylacetoacetate I
Fumarylacetoacetase *
Succinylacetone

Fumarate + Acetoacetate
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4.2.1.Nitizinono dozavimas

Rekomenduojama paros dozé 1-2 mg/kg/p. Vaistas pradedamas skirti jtarus HT-1 diagnozg, idealiu atveju
gydymas pradedamas iki 1-2 mén. amziaus (maZesné rizika kepeny transplantacijai ateityje).

Pradiné dozé po 0,5 mg/kg du kartus per para. Jei §lapime SA, ALA, eritrocity porfobilinogeno (PBG)-sintazés
aktyvumas netampa normalus per 1 mén. doz¢ padidinama iki 1,5 mg/kg/p, o jei §i dozé per 3 mén.
nenormalizuoja SA, ALA, eritrocity porfobilinogeno (PBG)-sintazés aktyvumo,dozé padidinama iki
maksimalios 2 mg/kg/p.

Paros doze galima skirti per vieng karta, jei vaiky kraujo serume bei Slapime nerandama sukcinilacetono po
ne maziau kaip 4 savai¢iy gydymo nitizinonu nekeiciant dozeés.

Esant reikalui dozé koreguojama pagal biocheminj(sukcinilacetono, tirozino kiekj, reCiau pagal 5-
aminolevulinato (ALA) koncentracija Slapime ir eritrocity porfobilinogeno (PBG)-sintazés aktyvuma) ir/ar
klinikinj atsakg. ApraSyti atvejai, kuomet 0,3mg/kg/p dozé irgi buvo efektyvi — nerasta sukcinilacetono.
Galima nustatyti nitizinono koncentracija kraujo plazmoje, ji turéty bati>50 umol/l.

Maksimali vaisto koncentracija kraujyje iSgérus kapsules po 3,5 val., o po geriamos suspensijos po 15 min.
Kraujyje >95% nitizinono yra susijunggsualbuminu.

4.2.2 Nitizinono vartojimas

Kapsules reikia isgerti 1 valandg iki ar 2 valandas po valgio. Negalintiems i$gerti kapsuliy, jas galima atidaryti
ir turinj sumaisyti su nedideliu kiekiu vandens, adaptuotu pieno misiniu ar obuoliy sultimis pries pat iSgeriant.
Nitizinono geriamoji suspensijos forma gali biiti i§gerta nepriklausomai nuo valgio.

4.2.3.Nitizinono gydymo efektyvumas

Nitizinonas sumazina kepeny funkcijos sutrikimg ar nepakankamuma, inksty disfunkcija (per keletg savaiciy),
tubulopatija, rachita bei heptoceliulinés karcinomos (HCK) iSsivystymo rizika. Kuo anksc¢iau ligonis
pradedamas gydyti nitizinonu, tuo geresné ligos eiga. Pradéjus gydyti vyresnius nei 1m. amziaus ligonius
HCK rizika padidé¢ja 13 karty, kepeny cirozés 40 karty, rachito 19 karty, tubulopatijos 4,3 karto, palyginus su
tais kurie buvo pradéti gydyti naujagimystéje.

Geriant nitizinong SA §lapime neberandama vidutiniskai po 3,9 mén.

Nutraukus nitizinono vartojima, kartais net ir po 1 ménesio jvyksta rySkus sveikatos biiklés pablogéjimas:
kepeny ar inksty funkcijos sutrikimas, galima neurologiné krizé (panasi j porfirijos kriz¢) pasireiskiancia
anoreksija, vémimu, hiponatremija, galtiniy ir diafragmos parestezijomis ir paralyZiumi.

4.2.4 Nitizinono Salutinis poveikis

Pasalinis poveikis retas ir griztamas. DaZniausiai ligoniai skundziasi:
e Akiy simptomais (1-2%): akiy skausmu, niezéjimu, perstéjimu, konjunktivitu, keratitu, fotofobija,
blefaritu, katarakta, gali biiti randami kristalai ragenoje;
e Kraujo pokyciais (3%): trombocitopenija, leukopenija, granuliocitopenija,
e (Odos simptomais: skausmingos hiperkeratotinés plokstelés ant delny ir pady, sausa delnyoda,
eksfoliaciniu dermatitu, nieZuliu, alopecija.
e Padidéja tirozino koncentracija kraujyje(>10%).
Akiy pasalinai reiskiniai susij¢ su dideletirozino koncentracija organizme ir iSnyksta prisilaikant grieztos
dietos be tirozino ir fenilalanino. Kraujo pasaliniai simptomai gali iSnykti sumaZinus nitizinono dozg.
Sergantiesiems HT-1 gali biiti neurokognityvinio vystymosi sutrikimas,intelekto koeficiento sumazéjimas, net
ir prisilaikant dietos be tirozino ir fenilalanino. Sio reiskinio priezastis neaiki. Tai gali biiti dél tirozino
toksiskumo, fenilalanino trikumo, nitizinono toksiskumo ar natirali ligos eiga. Po kepeny transplantacijos
nutraukus nitizinono vartojima, vis tiek islieka intelekto koeficiento sumazéjimas. Sis faktas bity pries
nitizinono toksiskuma.

14



4.2.5.Nitizinono skyrimo kontraindikacijos

Kontraindikacijy nitizinono vartojimui néra.

4.2.6.NéStumas ir nitizinonas

Aprasyti 3 tirozinemijos 1 tipo atvejai, kuomet néscios geriancios nitizinong pagimdé naujagimius: visi gime
sveiki. Nitizinonas praeina placenta, ta¢iau gyviinams nesukelia teratogeninio poveikio.

4.2.7.Zindymas ir nitizinonas

Bandymuose su ziurkémis nitizinone patekdavo | motinos pieng. Duomeny apie poveikj kiidikiams néra. Ar
verta mamai gaunanciai nitizinone zindyti vaikg, aptariama su tévais individualiai.

4.2.8.Nitizinono iSleidimo formos

Lietuvoje nitizinono [Orfadin (SwedishOrphanBiovitrum International AB, Svedija) ir Nitisinone MDK
(MendeliKABS, Kanada)],registruotos farmacinés formos: kietosios kapsulés po 2mg, 5 mg, 10 mg, 20 mg
supakuotos buteliukuose po 60 bei geriamoji suspensija 4mg/ml.

Nitizinono pirmasis prekinis pavadinimas buvo Orfadin. Véliau pasibaigus licencijos galiojimo laikui pradétas
gaminti Nitisinone MDK (Kanadoje).

4.3. Dietoterapija

Dietoterapija naudojama kartu su nitizinonu, nes taikant tik dietoterapija teigiamo efekto negaunama.
Nitizinonas uzblokuoja tirozino skaldyma (4 pav.), dél ko organizme padaugéja Sios amino riigsties. Jos
perteklius gali sutrikdyti protinj vystymasi, todél rekomenduojama dieta su sumazintu tirozino ir jo pirmtako
fenilalanino kiekiu, kad tirozino koncentracija kraujyje bity maZiau 400 pmol/l. Specialiai skaiciuoti
suvalgomotirozino ar fenilalanino kiekio dazniausiai nereikia, uztenka riboti baltymy turintj maistg. Kadangi
tokia dieta sumaZina baltymy kiekj maiste, todel hipoproteinemijos profilaktikai papildomai naudojami
specialiis amino riig¢iy misiniai, neturintys tirozino ir fenilalanino: TYR Anamixinfant (Nutricia), Tyrex®
(AbbottNutrition), Enfamil TYROS metabolic 1, 2 (MeadJohnson). TYR AnamixInfant miSinio 100g yra 13,1
g baltymy ir 457 kcal. MiSinys paruoSiamas 15% koncentracijos (i 30 ml vandens pridéti 1 Saukstelj). Poreikis
paskaiciuojamas pagal tai kiek reikia vaikui papildomai baltymy.

4.4. Kepenu transplantacija

Kepeny trasnplantacija atlieckama, jei atsiranda HT-1 komplikacija — hepatoceliuliné karcinoma (HCK), kurios
kiti gydymo metodai yra neefektyvis. Po kepeny transplantacijos dazniausiai nebereikia gydymo nitizinonu
ir dieta, taciau biitinas tolesnis SA koncentracijos sekimas, kadangi tirozino metabolizmas vyksta ne tik
kepenyse, bet nedideliais kiekiais ir inkstuose. Lietuvoje dviems vaikams, sergantiems HT-1 transplantuotos
kepenys. Po transplantacijos specifinio HT-1 gydymo jie negauna ir jauciasi gerai.

4.5. Naujagimiy atranka

Kadangi ankstyva diagnostika turi didele reikSme ligos eigai, todél rekomenduojama visuotiné naujagimiy
patikra, nustatant SA sausame kraujo laSe. Lietuvoje $i patikra neatliekama.
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5. PACIENTO ILGALAIKE STEBESENA

5.1. Stebéjimas taikant ilgalaiki gydyma NTBC ir dieta

v —

ligonj, tuo dazniau turi buti atlikama tyrimy ir gydymo kontrolé. Pirmaisiais gyvenimo metais ligonis gali buti
apzitrimas kas ménesj arba net kas savaite, kol buklé tampa stabilia ir Seima jgyja patyrimo ligonj slaugant.
2. Kiekvieno vizito metu atliekami laboratoriniai tyrimai kepeny ir inksty funkcijos jvertinimui:

1) bendras kraujo tyrimas; 2) kraujo ph, dujos, elektrolitai, giukozé; 3) AST, ALT, GGT, SF, bilirubinas,
albuminas; slapalas, kreatininas, bendras kalcis, fosforas; kreSumo rodikliai: protrombino laikas, DATL,
fibrinogenas;iiminio kepeny funkcijos nepakankamumo atveju papildomai atlieckami gliukozés ir amoniako
tyrimai.

3. Stebima, ar nesivysto HCK:

1) AFP koncentracija tikrinama kudikiams kas 1-3 mén., vyresniems - kas 3 mén.

Pastaba: gali biti, kad ligoniams, kuriy AFP koncentracija gydant NTBC nickada netampa visiskai normalia,
yra didesné HCK rizika, nei ligoniams, kuriy AFP koncentracija gydant tampa normalia;

2) kepeny echoskopija atliekama kas 3 mén. (kiidikiams kas 1-3 mén.);

Pastaba:kadangi ultragarsinio tyrimo kokyb¢ labai priklauso nuo tyréjo,svarbu, kad ultragarsinj tyrima atlikty
patyres specialistas

3) kepeny magnetinio rezonanso tyrimas (MRT)arba kompiuterinés tomografijos (KT) tyrimas atliekamas 1
kartg metuose.

Pastabos:

1) kadangi HCK gali i$sivystyti bet kuriuo metu nuo gydymo NTBC pradZios, nereikia ilginti intervaly tarp
sveikatos patikrinimy, net jei ligonio sveikata atrodo stabili;

2) sunku nustatyti, kada 18 tikryjy vystosi HCK; radus padidéjusia AFP koncentracija, reikia diferencijuoti nuo
AFP koncentracijos padidéjimo dél suboptimalaus gydymo NTBC, paskiriant optimalia NTBC doze ir
tikrinant SA koncentracijg kraujyje / Slapime.

4. Tirozino koncentracija kraujyje turi biiti palaikoma zemiau nei 400-500 umol/I (200-500 pmol/I)

Pastaba: manoma, kad tai svarbu bent iki 12 mety amziaus

5. Fenilalanino koncentracija pernelyg nesumaZinama, kad neiSsivystyty fenilalanino stoka (stoka, kai <35
umol/l).

6. NTBC koncentracija kraujyje — apie 50 umol/I.

Pastaba: koks yra optimalus NTBC koncentracijos lygis kraujyje,Siuo metu bendros nuomonés néra.

5. Steb¢jimas dél tubulopatijos: neZinoma, ar visada gydymas NTBC padeda iSvengti tubulopatijos, todél:

. kraujyje stebéti fosforo, kalcio, kalio, gliukozés, bikarbonaty koncentracijas;

. Slapime tikrinti aminortigs§¢iy, fosforo, kalcio, kalio, gliukozés, bikarbonaty koncentracijas;

. Slapime tikrinti beta mikroalbuminy koncentracijas;.

. Inksty funkcijos nepakankamumas: gydant NTBC nestebéta.

. Uminés neurologinés krizés (iiminé intermituojantiporfirija): gydant NTBC nestebéta.

. Kardiomiopatija: gydant NTBC nestebeta.

OO oW

5.2. Kepenu transplantacijos indikacijos gydant NTBC

1. Nepavykus sustabdyti ZaibiSko kepeny funkcijos nepakankamumo progresavimo grei€iau nei per 1 savaite
(t.y., jei nuolat reikia skirti kreS¢jimo faktoriy, did¢ja bilirubino koncentracija, didé¢ja amoniako koncentracija,
didéja transaminaziy aktyvumas).

2. Nepavykus i1§vengti HCK iSsivystymo.
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5.3. Stebéjimas po kepeny transplantacijos

1. SA slapime ir/arba kraujyje.

2.Tubulopatija:

a.fosforas, kalcis, kalis, gliukoz¢, bikarbonatai kraujyje;

b.aminortgstys, fosforas, kalcis, kalis, gliukozé, bikarbonatai §lapime;

c.betamikroalbuminai Slapime.

3.Glomeruly filtracija: kreatinino klirensas.

4. Zenklios tubulopatijos arba glomeruly disfunkcijos atvejais skirti NTBC dozémis 0,2 mg/kg, paskiriant
dieta, kai tirozinas> 600 umol/I.

Pastaba: dé¢l indikacijy NTBC skyrimui ir NTBC doziy po kepeny transplantacijos aiskios nuomonés néra.
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