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Laboratorijska dijagnostika
nasljednih metabolickih

poremecaja

Prema nacinu organizacije i pristupu laboratorijskoj dijagnostici

razlikujemo:

1. sustavno traganje (novorodenacki probir)
2. selektivno traganje

Lizosomske bolesti
nakupljanja (LSD)

cytosol
H' APase (praton pump)

W'yt o acid
BH S hydrolases  n

Uzrok LSD:

1. nedostatak ili znacajno snizena aktivnost nekog
lizosomskog enzima
2. nedostatak nekog od pomoc¢nih proteina:
- proteinski kofaktor
- lizosomski membranski protein
- protein uklju¢en u posttranslacijske modifikacije [&4
- transportni protein
Posljedica: postepeno nakupljanje odgovarajuceg
nerazgradenog materijala — osStecenje

Lizosomi:
« stani¢ne organele
« kiseli pH
* proces katabolize
« hidroliti¢ki enzimi

stanice — oStecenje lokalnog tkiva
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Podjela lizosomskih bolesti
nakupljanja

Prema strukturi nakupljenog supstrata:
. mukopolisaharidoze

. sfingolipidoze

. lipidoze

. oligosaharidoze

. mukolipidoze

. glikogenoze

. heuronalne ceroidne lipofuscinoze

. poremecaji prijenosa

O~NO O WDN PR

klinicka slika: HETEROGENA!!!

dijagnosticka obrada:

+ zapocinje analizom GAG i oligosaharida u urinu

» za postavljanje dijagnoze test potvrde (visokospecifi¢ni 4-
metilumbeliferonski supstrati) iz homogenata leukocita ili kulture
fibroblasta

* novi biljezi: lizosomski membranski proteini (LAMP1 i LAMP2)
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Mukopolisaharidoze (MPS)
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«mukopolisaharidoze - poremecaji koji
nastaju zbog nakupljanja GAG

* nakupljanje GAG uzrokovano je nepravilnom

razgradnjom postranicnih ugljikohidratnih lanaca

tih kiselih mukopolisaharida u lizosomima
* nerazgradeni materijal pohranjuje se u

lizosomima parenhimskog i mezenhimskog tkiva

* pojedini tipovi uzrokovani manjkom razlicitih
enzima

Klasifikacija MPS

tip MPS deficitaran enzim
teild MPSTH u-L-iduronidaza
blagi MPS 18 u-L-iduronidaza
intermedij armi MPS I H'S u-L-iduronidaza
MPS IT iduronat-2-sulfataza
MPS IIA heparan-N-sulfataza
MPS 1B o-N-acetil-D-ghikozaminidaza
MPS TIIC acetiltransferaza (acetil CoAu-ghikozaminid-N-acetiltransferaza)
MPS IIID N-acetilglukozamin-6-sulfatza
MPSIVA N-acetilgalakotozamin-6-sulfatza
MPS TVB B-D-galaktozidaza
MPS VI arilsulfataza B (N-acetilgalaktozamin-4-sulfataza)
MPS VI B-D-ghikozidaza
MPS IX hijaluronidaza-1
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Klasifikacija MPS

tip MPS naziv sindroma

=> [[teski MPSIH Hurl erin sindrom

=> ||blagi MPS IS Scheteov sindrom

-> intermedij arni MPS I H'S Hurl er/Scheie sindrom
MPS 1T Hunterov sindrom
MPS IIA Sanfilippov sindrom A
MEPS B Sanfilippov sindrom B
MPS TIC Sanfilippov sindrom C
MPS IIID Sanfilippov sindrom D
MPS TVA Morqui oov sindrom A
MPS TVE Morquioov sindrom B
MPS VI Maroteaux-Lamyjev sindrom
MPS VII Slvev sindrom
MPS T -

Grada glikozaminoglikana

* linearni rigidni polimeri (polisaharidi) izgradeni od velikog broja
ponavljajucih disaharidnih jedinica.

* pojedina disaharidna jedinica se sastoji od:
Uronic acid Glucosamine
1. heksouronske kiseline (glukuronske ili .
iduronske kiseline) ili heksoze galaktoze . o,f‘.\jf’a’
(samo keratan sulfat) e T ~ ‘\
. - ra - - ra & - 1
2. jednostavnog Secera - aminosecera e OV fm, Lo
(heksozamin): N- acetilglukozamin ili N- oR,
acetl|ga|akt02amln Ry =S0/H Rz = SOyJH R;= SO,/HICOCH,

A

n

*mnogi od aminosecera su esterificirani u sulfate
* podjedinice su medusobno povezane glikozidnim vezama koje mogu
biti a i B konfiguracije

* velik stupanj heterogenosti izmedu podjedinica (stupnjevi
sulfatacije, acetilacije i vezanje drugih monosaharida)
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Dijagnostiku se preporu¢ava napraviti u ova Cetiri | cs '

Uloga GAG

kolagen tipa 3.
kolagen tipa 4

otpornost na kidanje

tip tkiva mehani¢ka svojstva protein GAG
kosti opterecenje tefinom kolagen tipa 1 ‘hondroitin sulfat,
(&vrstoca na pritisak) hijaluronska kiselina,
keratan sulfat
hrskavica, rebra évrstoca na pritisak, kolagen tipa 2 ‘hondroitin sulfat.
slabo trenje. (keratan sulfat)
dobra elasti¢nost
tetive velika évrstocana tlak, | kolagen tipa 1 dermatan sulfat,
slaba elasticnost hondoitin sulfat
velike krvne Zile velika rastezljivost, elastin hondoitin sulfat.

hijaluironska kiselina
dermatan sulfat,
heparan sulfat,
(heparin)

podmazivanje.
ublaZavanje udara

tekuéina u zglobovima

hijahironska kiselina

koza cvrstica kod umjerene | kolagen tipa 1.
rastezljivosti i savijanja | kolagen tipa 3.
keratin

dermatan sulfat.

hijaluronska kiselina

bazalna membrana |dobra moguénost izvijanja,| kolagen tipa 4
funkefja odvajanja,

heparan sulfat (7)

selektiviio permabilna
kornea providna, kolagen tipa 1. keratan sulfat
&vrsta kolegen tipa 2 hondoitin
(hondroitin sulfat)

Dijagnostika M

PS

koraka: s
1. nespecifiéni skrining test (test probira)
izlu€ivanja GAG mokrac¢om;. A
2. diferencijacija GAG u mokradci - provjera
distribucije GAG izlu€enih u mokraci (TLC ili
elektroforeza)
3. analiza enzimske aktivnosti na temelju
osnovane sumnje iz drugog koraka - potvrdni
test za nedostatak odredenog enzima
4. molekularnom analizom identificirati to€nu

mutaciju u genu za odredeni enzim

standard dermatan
sulfata

standard keratan sulfata

hondroitin sulfat

heparan sulfat

dermatan sulfat
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Mukopolisaharidoza tipa 1

« deficit enzima a-L-iduronidaze
* oblici MPS 1:

1. teZi oblik ili MPS 1-H (Hurlerin sindrom) 1:100 000
2. blazi oblik ili MPS I-S (Scheieov sindrom) 1:500 000

3

» autosomno-recesivno nasljedivanje

* povecano i kvalitativno i kvantitativho

izluGivanje GAG u mokraci

* kod kvalitativne analize povec¢ane su
koli¢ine dermatan sulfata i heparan sulfata

intermedijarni oblik MPS I-H/S ( Hurler-Scheieov sindrom) 1:115 000

carrier
mother

non carrier
[+ ouT OF 4 CHANCE
25%

faulty
gene
carrier
father

— carriers —!
2 OUT OF 4 CHANCE
50%

1 OUT OF 4 CHANCH
25%

Klinicka slika

kranofacijalni

grube crte lica,

fizicki makroglosija
izgled zadebljanje usana,
zadebljanje usnih lobula,
kosa gruba i gusta
trbuh i prsa "pileca prsa"
hepatosplenomegalija kardiovaskularni | zadebljanje i ukrucivanje sréanih zalisaka
kastur progresivna koitana displazija mitralna i sortalna regurgitacija

patuljast rast

aritmije

deformacija kraljeinice

bolesti koronarnih arterija

koljena su valgus ili varus deformirana

sluh

mogué gubitak sluha

loZa formiranost zjedlice

otorinolaringologija

kroniéni rahitis

deformiteti zglobova

prosireni krajnici i adenoidi

"pandia ruke"

uvecan jezik

sindrom karpalnog tunela

buéno disanje

oftamotolodki

zamucenje roinice

nocna apneja

glaukom

gastrointestinalni

preponske kile

degeneracija mreinice

moguca sljepoca

sustav pupéane kile
meka i/ili tvrda stolica
glava hidroecefalus
makroecefalus
intelekt psihomotorno zaostajanje

salbe intelektualne sposobnosti

ogranicene jezitne vjeitine
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Klinicka slika MPS 1

> @Y (=

e Cn

enzimska nadomjesna terapija (laronidaza)
transplatacija hematopoetskih mati¢nih stanica
genska terapija

supresija preranih stop matacija Q70X i W402X
(aminoglikozidi)

terapija smanjenja sinteze supstrata
simptomatsko lije¢enje

mmmmmmmmm

AUDURAZYME" [

(LARONIDASE)

2.9 mg/5 mL
(0.58 mg/mL)

Concentrated Solution For
Intravenous Intusion Only

@ Modied DNA injcted
into v

Vector binds to
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» enzim neophodan za razgradnju glikozaminoglikana S o KRl
« glikozidaza koja kida a- glikozidnu vezu a-L- T e 9
iduronskog ostatka sa nereducirajuc¢eg kraja GAG B N

« takve skupine nalazimo u dva GAG: heparan-sulfatu i Heparan Suliate

dermatan-sulfatu

u o e @Go B,
= p
* Gen koji kodira za sintezu a-L-iduronidaze smjesten je \Q\ Dy

na kracem p kraku kromosoma 4 na poziciji 16.3

Hooag o H o NHECH,

TdaA} (Gal¥ Ay
Dermatan Sulfate

Be-dwrosic acid N-Acotyl-DGalaciosamine

Mogucénosti mjerenja

. fluorometrijska metoda — mjeri se

enzimska aktivnost (4-metilumbeliferil-a-L-iduronid)

. masena spektrometrija — mjeri se
enzimska aktivnost

. imunokemijska metoda - mjeri se
koncentracija enzimskog proteina

o §

Odredivanje moZze biti napravljeno u razli€itim tjelesnim teku¢inama
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Analiza uzorka osusene kapi

krvi na filter papiru

DBS — engl. dried blood spots

* puna krv

* iz pete ili prsta ruke

* suSenje 4 h (vrijeme suSenja ne
utjeCe na analizu)

* uvjet za analit: otporan na susenje i
mogucnost selektivne ekstrakcije s
filter papira

Analiza uzorka osusene kapi

P

krvi na filter papiru

REDNOSTI

mali volumen krvi (60 pL; odli€no za pedijatrijske uzorke)

uzorkovanje pojednostavljeno i manje invazivno od
venepunkcije

nema potrebe za centrifugiranjem niti drugim koracima
pripreme uzorka

nema potrebe za alikvotiranjem uzorka

pohrana uzorka zauzima malo prostora

kap krvi dovoljna za obavljanje testa u vise serija

brza i lakSa obrada od obrade iz leukocita i fibroblasta
prijevoz uzorka siguran (moZze se slati postom!!!)
vecina analita stabilna na sobnoj temp. susenja

mala opasnost (virusi gube infektivnost procesom susenja)
komercijalno dostupni reagensi

manji trosak analize

pogodna za neonatalni probir i epidemioloSke studije
mikrotitarska plocica i LC-MS analiza

3 x 15ulL
dried blood spots

8.6.2015.
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Analiza uzorka osusene kapi

krvi na filter papiru

NEDOSTACI

+ selektivnost eluiranja analita s filter papira (rijeSenje:dodatno eluiranje?)

 nestabilnost analita

* obvezno odredivanje aktivnosti i kontrolnog enzima (ugl. 3-galaktozidaze)
* automatizacija metoda (novije vrijeme tandem MS)

» veli¢ina uzorka (razlicita od labosa do labosa)
* razlika u opremi
* kemikalije u vodi

* nema smjernica za DBS uzorkovanja (postoje samo smjernice o

prihvatljivost uspjesSne validacije)

» vrijednost hematokrita utje¢e na analizu

» razliciti tipovi kartica (eluiranje pojedinih analita)
* mjesto busenja na kartici

Acceptable Specimen

Insufficient Specimen

®6)®)
NV BN,

Valid specimen:
p ot Allow a sufficient quantity of blood to soak through

to completely fill the preprinted circle on the filter

paper. Fill all required circles with blood. Do not
layer successive drops of blood or apply blood
more than once in the same collection circle.

Invalid specimen: Possible causes:

Avoid touching or smearing spots.

* Removing filter paper before blood has completely filled circle or before blood

™ 0 ” a a has soaked through to second side.

® I “ ; « Applying blood to filter paper with a capillary tube.

« Allowing filter paper to come into contact with gloved or ungloved hands or substances
1. Specimen quantity insufficient for testing. such as hand lotion or powder, either before or after blood specimen collection.

2. Specimen appears scratched or abraded.

iif . . i i * Applying blood with a capillary tube or other device.

3. Specimen not dry before mailing.

* Mailing specimen before drying for a minimum of four hours.

« Applying blood to both sides of filter paper.

4. Specimen appears supersaturated.

« Applying excess blood to filter paper, usually with a device.

5. Specimen appears diluted, discolored o« Exposing blood spots to direct heat.
contaminated.

% * Squeezing or “milking” of area surrounding the puncture site.
« Allowing fitter paper to come into contact with gloved or ungloved hands or
substances such as alcohol, formula, antiseptic solutions, water, hand lotion

or powder, etc., either before or after blood specimen collection.

* Drying specimen improperly.

6. Specimen exhibits serum rings.

« Not wiping alcohol from puncture site before making skin puncture.
« Allowing filter paper to come into contact with alcohol, hand lotion, etc.
* Sqt area puncture site i

* Applying blood to filter paper with a capillary tube.

« Filling circle on both sides of filter paper.

88000

7. Specimen appears clotted or layered.

« Touching the same circle on filter paper to blood drop several times.

8.6.2015.
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Srednje vrijednosti o¢itanih fluorescencija proba

Vrijednosti o¢itanih flourescencija slijepih proba

8.6.2015.
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reference interval

‘ .
FUEpicious values
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metoda bez TCA

metoda sa TCA

metoda bez TCA

metoda sa TCA
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Usporedba broja ispitanika u pojedinoj skupini za klasiénu metodu ' ja ispitanika u pojedinoj skupini za

g

skupina 1 skupina 2 skupina3 skupina4

1
skupina 1 skupina2 skupina3 skupina4

2. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencije probai slijepih proba

o L ]

1 1 1
SRmetodabezTCA ~ SRmetodasaTCA  SP metodabezTCA  SP metodasa TCA

kupina ispitanika

metoda_bez_ TCA metoda_sa_TCA

18
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3. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencije probai slijepih proba

* —_ Y
1 1 1

1 —
SR_metoda_bez TCA SR_metoda_sa_TCA SP_metoda_bez TCA  SP metodasa TCA|

metoda_bez TCA metoda_sa_TCA

4. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencija probai slijepih proba

60
50 =
40
30
20~
10
I ==
=
oE 1 1 1 1
SRmetodabezTCA ~ SRmetodasaTCA ~ SP metodabezTCA  SP metodasa TCA 16
141 4.skupina
12
10f
8k
6
E WL
2k
of —

| metoda bez TCA metoda sa TCA
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Scatter dijagram za Passing-Bablock regresiju proba

80 100 120
metoda sa TCA (usporedivana metoda)
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ZAKLJUCCI

za rutinski rad pretrazivanja na MPS tipa | iz uzorka suhe kapi krvi na filtar papiru
bolje je koristiti klasi¢nu in house metodu od modificirane s TCA

za cut-off vrijednost in house metode bez TCA se preporuca vrijednost fluorescencije
od 45 pri na spektrofotometru VARIAN i pod uvjetima koje smo optimizirali

zdravi ispitanici daju jaci izlazni signal fluorescencije u metodi bez TCA, a srednje
vrijednost grani¢nih ispitanika su podjednake, dok metoda sa TCA daje previSe
granicnih ispitanika

svaku izmjerenu aktivnost ispod cut-off vrijednosti potrebno je u najkracem roku
provjeriti u drugom bioloSkom materijalu: homogenatu leukocita ili kultiviranih koznih
fibroblasta, a konacnu dijagnozu potvrditi analizom DNA

laboratorij koji koristi ovu in house metodu treba se ukljugiti u vanjsku procjenu
kvalitete ¢im ona postane dostupna

Passing-Bablok regresijska nalaza potvrduje statistic¢ki znatnu razliku izmedu dvije
metode, te da ne postoji proporcionalna razlika izmedu ove dvije metode.

modificiranu in house metodu trebalo bi ispitati s nekim drugim agensom koji
precipitira hemoglobin (suspenzija cinka, dodatak cinkovog sulfata/barijevog
hidroksida) i ustanoviti hoce li tada do¢i do poboljSanja metode
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