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Probirni test za 

mukopolisaharidozu 1 

Tihana Pavošević  
mag.med.biochem 

KBC Osijek - Odjel za kliničko laboratorijsku dijagnostiku 

Nasljedne metaboličke bolesti 

mutacija određenog gena 

 

poremećaj strukture i funkcije 

određenog proteina 

 

biokemijski poremećaj 

 

razvoj odgovarajuće kliničke 

slike 

• monogenetske bolesti  

• nasljeđuju se po Mendelovom zakonu nasljeđivanja 

• većina je autosomno recesivna 

• manje X- vezano, vrlo rijetko autosomno dominantne, najmanje 

mitohondrijskim nasljeđivanje 

• oboljeli se uglavnom rađaju normalni, prvi poremećaji u djetinjstvu 

• učestalost u populaciji iznimno mala (1% novorođenčadi) 
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skupine nasljednih metaboličkih 

bolesti 
1. podjela prema: 

• metabolitu 

• defektnom proteinu 

• metaboličkom putu 

• funkciji enzima 

• staničnoj organeli 

• patofiziološka podjela 

2. podjela prema poremećaju 

metabolizma: 

• aminokiselina 

• ciklusa ureje 

• ugljikohidrata (monosaharida i glikogena) 

• steroida 

• lipida 

• purina i/ili pirimidina 

• porfirina 

• bakra 

• organske acidemije 

• peroksisomski poremećaji 

• poremećaji fja mitohondrija 

• lizosomske bolesti nakupljanja 

Mogućnosti liječenja 

• transplantacija hematopoetskih matičnih stanica 

• transplantacija jetre 

• enzimska nadomjesna terapija 

• nove generacije biotehnološki modificiranih lijekova 

• terapija “chaperonima” 

• genska terapija  

 

potreba za ranim kliničkim prepoznavanjem (klinička slika nije 

dovoljna!!!) 
 



8.6.2015. 

3 

Laboratorijska dijagnostika 

nasljednih metaboličkih 

poremećaja 

Prema načinu organizacije i pristupu laboratorijskoj dijagnostici 

razlikujemo: 

1. sustavno traganje (novorođenački probir) 

2. selektivno traganje 

Lizosomske bolesti 

nakupljanja (LSD) 

normalni fibroblasti 

 fibroblasti bolesne osobe 

Lizosomi: 

• stanične organele 

• kiseli pH 

• proces katabolize 

• hidrolitički enzimi 

 

 
Uzrok LSD: 

1. nedostatak ili značajno snižena aktivnost nekog 

lizosomskog enzima 

2. nedostatak nekog od pomoćnih proteina: 

          - proteinski kofaktor 

          - lizosomski membranski protein 

          - protein uključen u posttranslacijske modifikacije 

          - transportni protein 

Posljedica: postepeno nakupljanje odgovarajućeg 

                   nerazgrađenog materijala  oštećenje  

                   stanice  oštećenje lokalnog tkiva 
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Podjela lizosomskih bolesti 

nakupljanja 

Prema strukturi nakupljenog supstrata: 

1. mukopolisaharidoze 

2. sfingolipidoze 

3. lipidoze 

4. oligosaharidoze 

5. mukolipidoze 

6. glikogenoze 

7. neuronalne ceroidne lipofuscinoze 

8. poremećaji prijenosa 

 

klinička slika: HETEROGENA!!! 

 

dijagnostička obrada:  

• započinje analizom GAG i oligosaharida u urinu 

• za postavljanje dijagnoze test potvrde (visokospecifični 4-

metilumbeliferonski supstrati) iz homogenata leukocita ili kulture 

fibroblasta 

• novi biljezi: lizosomski membranski proteini (LAMP1 i LAMP2) 
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Mukopolisaharidoze (MPS) 

• mukopolisaharidoze  - poremećaji koji 

nastaju zbog nakupljanja GAG 

 

 

• nakupljanje GAG uzrokovano je nepravilnom 

razgradnjom postraničnih ugljikohidratnih lanaca 

tih kiselih mukopolisaharida u lizosomima 

• nerazgrađeni materijal pohranjuje se u 

lizosomima parenhimskog i mezenhimskog tkiva 

 

• pojedini tipovi uzrokovani manjkom različitih 

enzima  

Klasifikacija MPS 
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Klasifikacija MPS 

Građa glikozaminoglikana 

• linearni rigidni polimeri (polisaharidi) izgrađeni od velikog broja 

ponavljajućih  disaharidnih jedinica.  

• pojedina disaharidna jedinica se  sastoji  od:  

        

 

 

 

 

 

  

•mnogi od aminošećera su esterificirani u sulfate   

• podjedinice su međusobno  povezane glikozidnim vezama koje mogu 

biti α i β konfiguracije 

• velik stupanj heterogenosti između podjedinica (stupnjevi 

sulfatacije, acetilacije i vezanje drugih monosaharida) 

1.  heksouronske kiseline (glukuronske ili 

iduronske kiseline)  ili   heksoze galaktoze 

(samo keratan sulfat) 

2. jednostavnog šećera - aminošećera 

(heksozamin): N- acetilglukozamin ili N- 

acetilgalaktozamin  
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Vrste glikozaminoglikana 

Podjeljeni su u dvije skupine:  

• nesulfatirani GAG: 

 

 

 

 

• sulfatirani GAG: 

- hijaluronska kiselina/hijaluronat  

-hondroitin-4-sulfat 

-hondroitin-6-sulfat 

-dermatan-sulfat 

-keratan sulfat  

-heparan sulfat  

-heparin 

Proteoglikani 

• veliki molekulski kompleksi koji čine osnovu vezivnog tkiva 

koji se sastoje od proteinske srži (5% molekule) za koju su 

vezani dugački polisaharidni lanci (95% molekule)  

• u osnovi proteoglikanske  molekule nalazi se hijaluronat 

• na njega su bočno vezani glikozaminoglikani  preko sržnog 

proteina 
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Uloga GAG 

Dijagnostika MPS 

Dijagnostiku se preporučava napraviti u ova četiri 

koraka:  

1. nespecifični skrining test (test probira) 

izlučivanja GAG mokraćom;.  

2.  diferencijacija GAG u mokraći - provjera 

distribucije GAG izlučenih u mokraći  (TLC ili 

elektroforeza) 

3. analiza enzimske aktivnosti na temelju 

osnovane sumnje iz drugog koraka - potvrdni 

test za nedostatak određenog enzima 

4. molekularnom analizom identificirati točnu 

mutaciju u genu za određeni enzim 
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Mukopolisaharidoza tipa 1 

• deficit enzima α-L-iduronidaze 
• oblici MPS 1: 

1. teži oblik ili MPS 1-H (Hurlerin sindrom)  1:100 000 

2. blaži oblik ili MPS I-S (Scheieov sindrom)  1:500 000 

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

 

 
• autosomno-recesivno nasljeđivanje 

• povećano i kvalitativno i kvantitativno 

izlučivanje GAG u mokraći 

• kod kvalitativne analize povećane su 

količine dermatan sulfata i heparan sulfata 

Klinička slika 
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Klinička slika MPS 1 

Mogućnosti liječenja MPS I 

1. enzimska nadomjesna terapija (laronidaza) 

2. transplatacija hematopoetskih matičnih stanica 

3. genska terapija 

4. supresija preranih stop matacija Q70X i W402X 

(aminoglikozidi) 

5. terapija smanjenja sinteze supstrata 

6. simptomatsko liječenje 
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α-L-iduronidaza 

• enzim neophodan za razgradnju glikozaminoglikana 

•  glikozidaza koja kida α- glikozidnu vezu α-L-

iduronskog ostatka sa nereducirajućeg kraja GAG 

• takve skupine nalazimo u dva GAG: heparan-sulfatu i 

dermatan-sulfatu 

 

• Gen koji kodira za sintezu α-L-iduronidaze smješten je 

na kraćem p kraku kromosoma 4 na poziciji 16.3 

Mogućnosti mjerenja 

1. fluorometrijska metoda – mjeri se 

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

2. masena spektrometrija – mjeri se 

enzimska aktivnost  

3. imunokemijska metoda - mjeri se 

koncentracija enzimskog proteina 

 Određivanje može biti napravljeno u različitim tjelesnim tekućinama 
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Analiza uzorka osušene kapi 

krvi na filter papiru 
DBS – engl. dried blood spots 

• puna krv 

• iz pete ili prsta ruke 

• sušenje 4 h (vrijeme sušenja ne 

utječe na analizu) 

• uvjet za analit: otporan na sušenje i 

mogućnost selektivne ekstrakcije s 

filter papira 

Analiza uzorka osušene kapi 

krvi na filter papiru 
PREDNOSTI 
• mali volumen krvi (60 μL; odlično 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 više serija 

• brža i lakša obrada od obrade iz leukocita i fibroblasta 

• prijevoz uzorka siguran (može se slati poštom!!!) 

• većina analita stabilna na sobnoj temp. sušenja 

• mala opasnost (virusi gube infektivnost procesom sušenja) 

• komercijalno dostupni reagensi 

• manji trošak analize 

• pogodna za neonatalni probir i epidemiološke studije 

• mikrotitarska pločica i LC-MS analiza 
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Analiza uzorka osušene kapi 

krvi na filter papiru 

NEDOSTACI 

• selektivnost eluiranja analita s filter papira (riješenje:dodatno eluiranje?) 

• nestabilnost analita 

• obvezno određivanje aktivnosti i kontrolnog enzima (ugl. β-galaktozidaze) 

• automatizacija metoda (novije vrijeme tandem MS) 

• veličina uzorka (različita od labosa do labosa) 

• razlika u opremi 

• kemikalije u vodi 

• nema smjernica za DBS uzorkovanja (postoje samo smjernice o 

prihvatljivost uspješne validacije) 

• vrijednost hematokrita utječe na analizu 

• različiti tipovi kartica (eluiranje pojedinih analita) 

• mjesto bušenja na kartici 
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Istraživanje 

Cilj istraživanja 

MPS 1vrlo teška bolest  što ranija dijagnostika  što ranija terapija 

1. cilj prvog dijela 

istraživanja  

     Optimirati in house probirni 

test za MPS 1 iz uzorka 

osušene kapljice krvi na 

filter papiru (DBS) koja 

koristi specifični 

komercijalni 4-MUF 

supstrat za α-L-

iduronidazu 

2.  cilj drugog dijela 

istraživanja je usporediti 

ovu optimiranu “klasičnu 

metodu” određivanja α-L-

iduronidaze iz uzoraka 

DBS s modificiranom  

metodom (modificirana 

metoda je klasična 

metoda kojoj je pridodan 

dodatan korak sa TCA u 

cilju smanjenja 

interferencije 

hemoglobina). 
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Srednje vrijednosti očitanih fluorescencija proba
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Box&Whisker plot raspodjele vrijednosti fluorescencije proba 

Vrijednosti očitanih flourescencija slijepih proba
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Određivanje cut-off vrijednosti 

referentni raspon: 95% izračun po metodi za normalnu 

distribuciju 

izračun po neparametrijskoj 

percentile metodi 

90% CI 22,971 – 43,533 37,543 – 55,002 

preporučeni referentni inerval 33,252 45,072 

referentni raspon: 90% izračun po metodi za normalnu 

distribuciju 

izračun po neparametrijskoj 

percentil metodi 

90% CI 36,742 - 57,304 46,260 – 62,007 

preporučeni referentni inerval 47,023 55,029 

dijagnostička osjetljivost i specifičnost metode 

osjetljivost (Se) 100,00% 2,50% – 100,00% 

specifičnost (Sp) 95,54% 89,89% – 98,53% 

pozitivni omjer vjerojatnosti 

(LRpoz) 

22,40 9,51 – 52,76 

negativni omjer vjerojatnosti 

(LRneg) 

0,00 

prevalencija bolesti 0,88% 0,02% – 4,83% 

pozitivna prediktivna 

vrijednosti (PR+) 

16,67% 0,42% – 64,12% 

negativna prediktivna 

vrijednost (PR-) 

100,00% 96,61% – 100,00% 
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Usporedba fluorescencije proba 
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Usporedba broja ispitanika u pojedinoj skupini za klasičnu metodu
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uzoci  raspoređeni u 4 skupine: 

 

1.  skupina – bolesni ispitanici odnosno pozitivne kontrole  

2. skupina – zdravi ispitanici koji su potvrđeni ovom metodom 

3. skupina – bolesni ispitanici odnosno ispitanici u kojima je rezultat 

pretrage granična vrijednost (tj. onima kojima je očitana vrijednost 

fluorescencije u interval od 30 do 60) – granični ispitanici 

4. skupina – ispitanici kod kojih su vrijednosti  u jednoj od metoda  

svrstane u granične ispitanike, a u drugoj su svrstane u zdravu 

populaciju 

 Usporedba broja ispitanika u pojedinoj skupini za modificiranu metodu
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2. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencije proba i slijepih proba 
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3. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencije proba i slijepih proba
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4. skupina - usporedba srednjih vrijednosti fluorescencija proba i slijepih proba
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Passing- Bablok pravac regresije 

Scatter dijagram za Passing-Bablock regresiju proba
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Usporedba osjetljivosti i 

specifičnosti 

osjetljivost (Se) 100,00% 2,50% – 100,00% 

specifičnost (Sp) 95,92% 86,02% – 99,50% 

pozitivni omjer 

vjerojatnosti (LRpoz) 

24,50 6,30 – 55,20 

negativni omjer 

vjerojatnosti (LRneg) 

0,00 

prevalencija bolesti 2,00% 0,05% – 10,65% 

pozitivna prediktivna 

vrijednosti (PR+) 

33,33% 0,84% – 90,57% 

negativna prediktivna 

vrijednost (PR-) 

100,00% 92,45% – 100,00% 

osjetljivost (Se) 100,00% 2,50% – 100,00% 

specifičnost (Sp) 89,00% 77,77% – 96,60% 

pozitivni omjer 

vjerojatnosti (LRpoz) 

9,80 4,27 – 22,49 

negativni omjer 

vjerojatnosti (LRneg) 

0,00 

prevalencija bolesti 2,00% 0,05% – 10,65% 

pozitivna prediktivna 

vrijednosti (PR+) 

16,67% 0,42% – 64,12% 

negativna prediktivna 

vrijednost (PR-) 

100,00% 91,96% – 100,00% 

metoda bez TCA metoda sa TCA 
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ZAKLJUČCI 

• za rutinski rad pretraživanja na MPS tipa I iz uzorka suhe kapi krvi na filtar papiru 

bolje je koristiti  klasičnu in house metodu od modificirane s TCA 

• za cut-off vrijednost  in house metode bez TCA se preporuča vrijednost fluorescencije 

od 45 pri na spektrofotometru VARIAN i pod uvjetima koje smo optimizirali 

• zdravi ispitanici daju jači izlazni signal fluorescencije u metodi bez TCA, a srednje 

vrijednost graničnih ispitanika su podjednake, dok  metoda sa TCA daje previše 

graničnih ispitanika 

• svaku izmjerenu aktivnost ispod cut-off vrijednosti potrebno je u najkraćem roku 

provjeriti u drugom biološkom materijalu: homogenatu leukocita ili kultiviranih kožnih 

fibroblasta, a konačnu dijagnozu potvrditi analizom DNA 

• laboratorij koji koristi ovu in house metodu treba se uključiti u vanjsku procjenu 

kvalitete čim ona postane dostupna 

• Passing-Bablok regresijska nalaza potvrđuje statistički znatnu razliku između dvije 

metode, te da ne postoji proporcionalna razlika između 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 hoće li tada doći do poboljšanja metode 
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