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Uloga laboratorijske dijagnostike
u dijagnostickoj obradi djece pri sumniji
na rijetke neurometabolicke bolesti

Ksenija Fumic*

Neurometabolicke bolesti u djecjoj dobi skupina su rijetkih bolesti koja se sve vise Siri. Tome uvelike pridonosi dostupnost novih teh-

nologija koje se primjenjuju u selektivnoj laboratorijskoj dijagnostici i novorodenackom probiru nasljednih metabolickih poreme-

¢aja. Zajedno s drugom dijagnosti¢ckom obradom, takva dostupnost ujedno omogucuje klinicarima izbor dijagnostickog pristupa.

Brzi razvoj novih terapijskih mogucnosti za sve veci broj neurometabolickih poremecaja ujedno namece potrebu za Sto ranijim

postavljanjem dijagnoze i odgovarajucim pracenjem tijeka lijecenja. Na ove izazove moguce je odgovoriti visedisciplinskim pristu-

pom bolesnom djetetu, a bitan je cimbenik i potpora citavog drustva.

Kljuéne rijeéi: RIJETKE BOLESTI; METABOLICKE BOLESTI; DJECA; RANA DIJAGNOZA

uvoD

Rijetke su se bolesti posljednjih godina i u Republici Hrvat-
skoj nametnule kao neizostavan javnozdravstveni cimbenik.
Nasljedne metabolicke bolesti (NMB) brzorastuca su pod-
skupina rijetkih bolesti koje zbog novih terapijskih i dija-
gnostickih mogu¢nosti sve vise dolaze u fokus stru¢ne jav-
nosti. Neurometabolicke bolesti ¢ine skupinu ovih poreme-
¢aja koji, uz druge organske sustave, ponajprije zahvacaju
mozak i Ziv¢ani sustav. Tijekom posljednjih pet godina u vise
od 300 novootkrivenih NMB-a opisani su i neuroloski pore-
mecaji kao sastavni dio klinicke slike (1). Nove spoznaje o
ovim rijetkim neurometabolickim bolestima pridonijele su
boljem razumijevanju patofiziologije NMB-a te povezanosti
ovih poremecaja s nemetabolickim neuroloskim bolestima
(2, 3). U njihovoj se podlozi ¢esto ispreplec¢u slozeni pore-
mecaji autofagije, signalnih putova u stanici kao i poreme-
¢aji mehanizama molekularnih popravaka u stanici (2).

Klinicka slika neurometabolickih poremecaja moze se javiti
od novorodenacke dobi u bilo kojem Zivotnom razdoblju.
Ona je i u djece vrlo raznolika te, unatoc sve ve¢im i do-
stupnijim dijagnostickim moguc¢nostima, pravodobno po-
stavljanje klinicke sumnje stavlja veliki izazov pred pedijatre.
Brzo i progresivno pogorsanje u novorodenackom raz-
doblju, s pretezno neuroloskom simptomatologijom te epi-

lepticki napadaji (novorodenacke konvulzije) rezistentni na
terapiju antiepilepticima mogu upucivati na neurometabo-
licku bolest. Ovakva stanja zahtijevaju organiziranu reakciju
svih uklju¢enih u djetetovu skrb kako bi se zapocelo lijece-
nje prije nego nastanu nepopravljiva oste¢enja mozga i
drugih zahvacenih organa. Neurometaboli¢ki poremecaji
nerijetko zapocinju cestim i nespecificnim simptomima,
kao $to su zaostajanje u razvoju, intelektualne poteskoce,
konvulzije, ataksija, poremecaji kretanja, periferna neuropa-
tija, progresivan gubitak vida i/ili sluha, hepatosplenomega-
lija, autisticno ponasanje. Posumnjati mozemo i kad imamo
i naizgled nepovezanu zahvacenost vise organskih sustava.
Kod dijela bolesnika iz ove skupine poremecaja klinicki
simptomi i znakovi bolesti opazaju se nakon duljeg raz-
doblja normalnog rasta i razvoja, kad se klinicki zamjecuje
zastoj daljnjeg razvoja, a potom i regresija dotad ve¢ usvoje-
nih vjestina koje postaju sve vidljivije. U ovim okolnostima
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svakako postoji sumnja na neki iz skupine neurodegenera-
tivnih poremecaja. Pracenje brzine i stupnja progresije bole-
sti kao i promjena u klini¢koj slici ovisno o dijeti, stresnim
situacijama i fizickim aktivnostima moze dati dodatne kori-
sne podatke i usmijeriti dijagnosticki tijek. Jedan dio neuro-
metabolickih bolesti ocituje se izdvojenim, neprogresivnim
razvojnim zaostajanjem, a do pojave drugih simptoma i
znakova bolesti moZe proci nekoliko godina. Kao i kod veci-
ne nasljednih metabolickih poremecaja, klinicka slika moze
uvelike varirati. Podatci iz osobne i obiteljske anamneze (po-
sebno srodstvo roditelja i nejasno neurolosko propadanje u
blizih ¢lanova obitelji), uz osobitosti u statusu i rezultate
obavljenih pretraga, upucuju pedijatre na potrebu opsezni-
je klinicke, neuroradioloske, neurofizioloske, laboratorijske
dijagnostike i druge specijalisticke obrade. Obradu je po-
trebno zapoceti $to ranije, jer su mnoge rijetke neurome-
tabolicke bolesti, ako se rano prepoznaju, djelomi¢no do-
stupne terapiji a uspjesnost lije¢enja znacajno ovisi 0 njenoj
uznapredovalosti.

U drugim dijelovima ovog broja ¢asopisa detaljnije ¢e biti
opisani neki od ovih rijetkih poremecaja, a o ostalima se vise
moze naci u dostupnoj literaturi (4 -7).

OSNOVNA LABORATORIJSKA OBRADA
NAKON POSTAVLJENE KLINICKE SUMNJE
NA NEUROMETABOLICKE POREMECAJE U DJECE

Dijagnosti¢ka obrada i zbrinjavanje akutno ugrozenog dje-
teta kod kojeg postoji sumnja na mogudi neurometabolicki
poremecaj treba biti brza i dobro pripremljena u svakoj sre-
dini. Za adekvatnu obradu vaznu ulogu imaju prihvaceni
postupnici i/ili smjernice za odredena stanja. Oni ¢e, medu
ostalim, osigurati da se svi uzorci za analize uzmu prije po-
Cetka lijecenja te odgovarajuce pohrane do slanja u labora-
torij, $to je Cesto od odlucujuceg znacenja za brzo postavlja-
nje dijagnoze. Rijetki su slucajevi kad se i prije postavljene
dijagnoze zapocinje lijecenje (npr. konvulzije ovisne o piri-
doksinu zbog kojih terapiju piridoksinom treba zapoceti u
sve novorodencadi s nejasnim epileptic¢kim napadajima) (5).
Uzorci uzeti u tijeku metabolicke krize najinformativniji su
jer se dijagnosticki vazni metaboliti u tom razdoblju nalaze
U najvisim koncentracijama, a nerijetko se mogu izmjeriti
samo u tako prikupljenim uzorcima (npr. dikarboksilne kise-
line u poremecajima beta-oksidacije). Ako su dostupne
smjernice za odredena akutna stanja, prema njima treba po-
stupati, uzimajuci u obzir individualno stanje svakog djete-
ta. Od velike je vaznosti dobra komunikacija sa svim dionici-
ma u dijagnostickom procesu koji skrbe o bolesniku, sto ce
zasigurno u svakoj sredini smanjiti moguce nepopravljive
posljedice akutno ugrozenog djeteta s rijetkim neurometa-
bolickim poremecajem.
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U sluc¢ajevima kada dijete nije akutno ugrozeno, a temeljem
klinicke i/ili neuroradioloske obrade postoji sumnja na mogu-
¢u neurometaboli¢ku bolest, laboratorijska dijagnostika kao
sastavni dio dijagnosticke obrade zapocinje rutinskim bio-
kemijskim, osnovnim metaboli¢kim, hematoloskim i koagu-
lacijskim analizama. Promjene koje se katkad nadu vec i tije-
kom osnovne obrade djetetovih uzoraka mogu pedijatra
uputiti na postojanje moguceg neurometaboli¢kog poreme-
¢aja i usmjeriti daljnji tijek dijagnostickog procesa. U Tablici 1
nabrojene su samo neke od ucestalijih promjena metabolita
u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici koje mogu biti putokaz
za daljnju dijagnosticku obradu (8). Prilikom tumacenja izmje-
renih vrijednosti ovih analita treba znati da promjene mogu
biti posljedica nepravilnog uzimanja uzoraka i/ili pripreme
bolesnika prije uzorkovanja, a mogu se i sekundarno javljati
kao posljedica osnovnog poremecaja (9).

Vrlo ¢esto pocetno imamo nespecifican klinicki tijek koji se
preklapa s drugim mogucim metaboli¢kim i/ili neuroloskim
bolestima. Stoga laboratorijska obrada neurometabolickih
bolesti u djece cesto zapocinje iskljucivanjem mogucih po-
remecaja jednostavnim orijentacijskim testovima iz urina
(Tablica 1). Korisna pretraga, provediva u svakom medicin-
sko biokemijskom laboratoriju, nalaz je vakuola u limfociti-
ma prilikom pregleda razmaza periferne krvi, koje nalazimo
kod lizosomskih bolesti nakupljanja. Nerijetko ih vidimo u
infantilnom obliku Pompeove bolesti, sijalidozi, galaktosija-
lidozi, raznim tipovima mukopolisaharidoza (MPS), no njiho-
va odsutnost ne iskljucuje ove poremecaje.

Ovisno o tijeku klinicke slike u djeteta, ostaloj dijagnostickoj
obradi te rezultatima osnovne laboratorijske obrade i drugim
okolnostima, odlucuje se o specifi¢nijim metabolickim pre-
tragama. U vecini metaboli¢kih laboratorija dostupno je mje-
renje koncentracija aminokiselina (plazma, likvor, urin), organ-
skih kiselina, glikozaminoglikana, oligosaharida, galaktoze,
mioglobina (urin), karnitina/acilkarnitina (plazma, suha kap
krvi), izoformi transferina, masnih kiselina vrlo dugih lanaca,
hitotriozidaze, biotinidaze, vitamina B12, metilmalonske kise-
line, slobodnih masnih kiselina, beta-hidroksimaslacne kiseli-
ne (serum/plazma), omjera laktat/piruvat (krv uzeta na lede-
no hladnu perklornu kiselinu). No jos je i danas samo u ma-
njem broju vecih inozemnih metabolickih centara dostupna
analiza purina, pirimidina, kreatina, poliola, sterola, Zu¢nih ki-
selina, porfirina, biogenih amina, fitanske kiseline, pterina, fo-
lata, piridoksina, tiamina (urin, likvor, plazma). Rezultati ovih
specificnih analiza mogu biti vrlo korisni u dijagnostici rijetkih
neurometaboli¢kih poremecaja (9,10).

Analiza likvora sastavni je dio laboratorijske obrade u djece
s nejasnim neuroloskim simptomima. Likvor je u neposred-
nom kontaktu s razli¢itim dijelovima sredisnjeg Ziv¢anog
sustava te stoga izmjereni metaboliti omogucuju dobar
uvid u biokemijske promjene koje se zbivaju u mozgu i kra-
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TABLICA 1. Ucestalije promjene osnovnih laboratorijskih parametara koje mogu uputiti na neurometabolicke poremecaje u djece
(preuzeto iz literaturnog izvora 8. i dijelom modificirano)

Promjene

Povisene
koncentracije/aktivnosti
upucuju na mogudi
neurometaboli¢ki poremecaj

Snizene koncentracije
upucuju na mogudi
neurometabolicki
poremecaj

Pozitivan orijentacijski test
probira u urinu

Napomena:

Ostali testovi probira vrlo se
rijetko prijenjuju, jer su ih
zamijenile osjetljivije metode

Analit / test

amonijak

laktat

kreatin-kinaza

urati (mokra¢na kiselina)
bakar

trigliceridi

aminotransferaza

respiracijska alkaloza

glukoza

kolesterol

urati (mokrac¢na kiselina)

kreatinin

bakar

trombociti i/ili leukociti

protein C, protein S, antitrombin |l

hemoglobin uz povecan volumen
eritrocita
metabolicka acidoza

ketoni — test-traka

sulfitni test — uz krevet bolesnika
— uputno je tri puta ponoviti test

reducirajuce tvari

Neurometabolicki poremedaji na koje se moze posumnjati

poremecaji ciklusa ureje, organske acidurije, mitohondriopatije,
poremecaji beta-oksidacije, metabolizma karnitina, sindrom hiperamonijemija-
-hiperornitinemija-homocitrulinurija, lizinuri¢na intolerancija protein

mitohondriopatije, organske acidurije, poremecaji beta-oksidacije
neuromisi¢ne metabolicke bolesti, glikogenoze, poremecaji beta-oksidacije
poremecaji metabolizma purina, poremecaji beta- oksidacije, mitohondriopatije
peroksisomski poremecaji

Glikogenoze

organske acidurije, mitohondriopatije, aminoacidurije, poremecaji beta-oksidacije,
lizosomske bolesti nakupljanja, poremecaji glikozilacije, poremecaji ciklusa ureje

poremecaji ciklusa ureje

organske acidurije, glikogenoze, poremecaji beta- oksidacije, galaktozemije
poremecaji sinteze sterola

poremecaji metabolizma purina, manjak molibdenskog kofaktora
poremecaji sinteze kreatina

Wilsonova bolest, Menkesova bolest

organske acidurije

prirodeni poremecaji glikozilacije

poremecaji metabolizma vitamina B12

organske acidurije, poremecaji ketolize, mitohondriopatije,
poremecaji beta-oksidacije

organske acidurije, poremecaiji ketolize

Napomena: ovim testom obuhvacen je samo acetoacetat!

manjak sulfit-oksidaze ili molibdenskog kofaktora

Napomena: tumacenje nalaza ovoga jednostavnog testa cesto ogranicava
primjena raznih lijekova koji mogu utjecati na povisenu koncentraciju sulfita u urinu
galaktozemije

Napomena: pozitivan test daje i glukoza, homogentizinska kiselina, oksalati,
urati te lijekovi i/ili vitamini u terapiji

ljieznickoj mozdini. Osnovne pretrage likvora obuhvacaju
organolepticki pregled, citoloske analize te osnovne bioke-
mijske pretrage (glukoza, proteini, laktat, kloridi), a ovisno o
simptomima u obzir dolazi i analiza aminokiselina. Za razjas-
njenje neurometaboli¢kih poremecaja, osim prije navede-
nih specijalnih metabolickih pretraga koje se mogu izmjeriti
i u likvoru, analiza neurotransmitera moze biti od presudne
vaznosti (11). Vazno je ne zaboraviti da tumacenje izmjere-
nih vrijednosti analita u uzorku likvora umnogome ovisi o
lumbalnoj punkciji, dostavi likvora do laboratorija i pohrani
do provodenja analiza. Kako bi se pogrjeske u procesu uzor-
kovanja i dostave svele na najmanju mjeru, uputno je prije
uzorkovanija i slanja likvora za odredene pretrage kontaktira-
ti laboratorij koji ¢e provoditi trazene analize. U Repubilici
Hrvatskoj analiza vecine specijalnih metabolickih pretraga u
likvoru jo3 nije dostupna.

Otkrivanje novih biljega, specifitno povezanih s odredenim

neuroloskim poremecajem kao i njihovo odredivanje u likvo-

ru, izazov je za likvorsku dijagnostiku neurometabolickih po-
remecaja. Intravenska primjena i ucinkovitost enzimskoga
nadomjesnog lijecenja lizosomskih bolesti nakupljanja, kod
kojih je zahvacen i sredidnji Ziv¢ani sustav, ogranicena je krv-
no-mozdanom barijerom. Za MPS tipa Il. u razvoju su modeli
kojima bi se ovo premostilo, a njihova se ucinkovitost moze
procjenjivati mjerenjem heparan-sulfata u likvoru (12). Osim
toga, mjerenje niskih koncentracija specifi¢nih biomarkera u
likvoru nuzno je i za objektivno pracenje tijeka lijecenja neu-
rometabolickih bolesti. Primjerice, ucinkovitost terapije MPS-
om tipa Il. moZe se pratiti i smanjenjem koncentracija sekun-
darnih metabolita koji pridonose patofiziologiji poremecaja
(npr. gangliozidi i drugi lipidi u likvoru) (13).

SUHA KAP KRV NA FILTARSKOM PAPIRU U RANOJ
DIJAGNOSTICI LIZOSOMSKIH BOLESTI NAKUPLJANJA

Veliki dio iz skupine lizosomskih bolesti nakupljanja u djece
povezan je s razvojem neurometaboli¢kih poremecaja. U
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njihovoj je podlozi smanjena aktivnost pojedinih lizosom-
skih enzima, odnosno transportnih, zastitnih, integralnih
membranskih ili aktivacijskih proteina koji nastaju zbog
mutacija u genima. U ovu klini¢ki izrazito heterogenu skupi-
nu visesistemskih poremecaja ubraja se vise od 55 bolesti iz
podskupina MPS-a, mukolipidoza, sfingolipidoza, oligo-
saharidoza, lipidoza, glikogenoza, neuronskih ceroidnih
lipofuscinoza (CLN) i poremecaji prijenosa molekula iz orga-
nela lizosoma (14). Nakupljanje nerazgradenog supstrata
progresivan je proces dinamika kojeg ovisi o vrsti poreme-
¢aja, ali je kod svakog zahvac¢enog djeteta razli¢ita. Osim
mutacija u genu i preostale aktivnosti enzima, na tijek klini¢-
ke slike utjece niz okolisnih ¢imbenika.

Razvoj i dostupnost enzimske nadomjesne terapije izrazito
je povecao interes za ovu skupinu bolesti, jer je tako postala
dio klinicke prakse u lije¢enju Gaucherove, Fabryjeve i Pom-
peove bolesti, MPS-a tipa I, II., IV.A, VI, VII,, alfa-manozidoze,
CLN-a tipa 2. Za niz drugih rijetkih lizosomskih bolesti na-
kupljanja enzimsko nadomjesno lijecenje se nalazi u nekoj
od faza klinickih studija ucinkovitosti. Dosadasnja su isku-
stva pokazala da ovakav pristup ima svoja ograni¢enja te da
je potrebno uvoditi i druge metode lijecenja: inhibicija
sinteze supstrata koji se nakuplja kod odredene bolesti,
transplantacija hematopoetskih stanica, individualizirani
nacin lijecenja malim molekulama pratiteljima, genska tera-
pijaidr. (15).

/bog svega navedenog, rano postavljanje dijagnoze posta-
lo je imperativ za ovu skupinu neurometaboli¢kih bolesti.
Mogucnost mjerenja aktivnosti lizosomskih enzima iz uzor-
ka suhe kapi krvi na filtarskom papiru bitno je utjecala na
ubrzanje dijagnostickog procesa i povecala dostupnost la-
boratorijske dijagnostike koja je u velikoj mjeri povezana sa
specijaliziranim centrima (16). Ovaj je nacin uzorkovanja
vrlo ¢esto dio prve faze laboratorijske obrade nakon postav-
liene klinicke sumnje. Posebice je prikladan za pedijatrijsku
populaciju zbog male koli¢ine krvi potrebne za analizu. U
uzorku suhe kapi krvi na filtarskom papiru vecina je lizosom-
skih enzima stabilna vise od mjesec dana na sobnoj tempe-
raturi te se uzorak moze u omotnici poslati do laboratorija.
Analize iz ovih uzoraka nerijetko se karakteriziraju kao vrlo
jednostavne’, no iza kapljice krvi na filtarskom papiru krije se
niz ¢imbenika nedovoljno poznavanje kojih moze bitno
utjecati na dijagnosticki tijek. Na izmjerene vrijednosti utje-
¢u razlike u hematokritu, broju leukocita (uzorkovanje dok
dijete ima upalni proces te posljedi¢no povecan broj leuko-
cita moZe dati lazno negativne nalaze), nacinu uzimanja i
pohrane uzorka do analize (izloZzenost vlazi i povisenoj tem-
peraturi utjece na aktivnosti enzima). Za odredivanje aktiv-
nosti lizosomskih enzima primjenjuju se interno razvijene in
house metode (spektrofluorimetrijske metode, tandemska
spektrometrija masa) te se stoga izmjerene vrijednosti ne
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mogu usporedivati izmedu laboratorija (17). Zbog svega na-
vedenog, ovo su isklju¢ivo metode probira. Svaka izmjerena
snizena aktivnost enzima iz uzorka suhe kapi krvi na filtar-
skom papiru treba se uvijek potvrditi u drugoj vrsti uzorka
(izdvojeni leukociti, limfociti, kultivirani kozni fibroblasti) i/ili
odgovaraju¢om genskom analizom.

Metode tandemske spektrometrije masa sve vise zamjenju-
ju spektrofluorimetrijske metode za mjerenje aktivnosti lizo-
somskih enzima iz razlicitin vrsta uzoraka. Na taj je nacin
moguce iz istog uzorka u jednoj analizi odrediti aktivnosti i
vise od desetak lizosomskih enzima (tzv. multipleks analize)
(18). Ove su tehnologije osjetljivije od dosadasnjih kromato-
grafskih tehnika i u analizi metabolita iz urina karakteristic-
nih za pojedine skupine lizosomskih bolesti nakupljanja
(glikozaminoglikani, oligosaharidi) (19). Osim toga, nuzne su
za mjerenje biljega koji povecavaju specificnost dijagnosti-
ke i pridonose pracenju tijeka lijecenja pojedinih lizo-
somskih bolesti nakupljanja. U klini¢koj se praksi u tu svrhu
primjenjuju mjerenja oksisterola i lizosfingomijelina 509
(Niemann-Pickova bolest tipa C), lizosfingomijelina (Nie-
mann-Pickova bolest A/B), globotrialozilsfingozina (Lizo-
Gb3; Fabryjeva bolest), glukozilsfingozina (Lizo-Gb1; Gau-
cherova bolest), lizogalaktozilceramida (Krabbeova bolest)
ili tetrasaharida u mokraci (Pompeova bolest) (20). Primjeri-
ce, za dijagnostiku MPS-a tipa II. vazno je mjerenje heparan-
sulfata i dermatan-sulfata u urinu, dok se za pracenje tijeka
lijecenja pokazalo korisno mjerenje heparan-sulfata, derma-
tan-sulfata, proupalnih ¢imbenika te kolagena tipa Il. u plaz-
mi (21, 22).

ULOGA NOVUIH TEHNOLOGIJA U LABORATORIJSKOJ
DIJAGNOSTICI NEUROMETABOLICKIH POREMECAJA

Selektivan pristup laboratorijskoj dijagnostici neurometa-
boli¢kih bolesti organizacijski je i vremenski zahtjevan, jer
sve specijalisticke analize ¢esto nisu dostupne u jednome
dijagnostickom centru. Slanje uzorka u inozemne centre
dodatno opterecuje pedijatre, a nerijetko su zbog toga po-
trebne i vece kolic¢ine uzoraka. Sve navedeno moze utjecati
na pravodobno postavljanje dijagnoze u djece s moguc¢im
neurometabolickim poremecajem. Zbog toga novije meto-
de metabolomike i metode sekvenciranja sljedece genera-
cije (engl. next generation sequencing, NGS) sve CeS¢e zamje-
njuju i/ili dopunjuju prije navedeni pristup.

Unatoc jos i sad prilicno visokoj cijeni i ograni¢enoj do-
stupnosti, NGS postaje sastavni dio dijagnosticke obrade
rijetkih neurometaboli¢kih bolesti (23). Ovaj je pristup jos i
danas rijetko prvi izbor nakon postavljene klinicke sumnije,
ali je u neke djece s rijetkim neurometaboli¢kim poremeca-

jima nuzan i ekonomski opravdan. Kod vecine bolesnika i u
vec¢im metabolickim centrima laboratorijska dijagnostika
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zapocinje pretragama selektivnog probira. Ovisno o dobi-
venim rezultatima i tijeku klinicke slike, odluc¢uje se o izboru
metoda genskih analiza (sekvenciranju odredenog gena,
ciljanih genskih panela, klinickog egzoma ili cijelog geno-
ma). Medu njima se u klini¢koj praksi ¢esto primjenjuju na-
lazi komercijalno dostupnih panela gena za epilepsiju, NCL
(neuronske ceroidne lipofuscinoze), lizosomskih bolesti, na-
sliednih metabolickih bolesti koji obuhvacaju razli¢it broj
gena (24, 25, 26).

Dosadasnja su iskustva pokazala da dobiveni rezultati ovih
analiza mogu izazvati dodatne dijagnosticke dileme zbog ne-
potpunog ili nejasnog objasnjenja nadenih promjena u genu
ili genomu. To moZe biti nalaz varijanti nepoznate vaznosti,
vjerojatno patogenih promjena i/ili razne kombinacije pozna-
tih patogenih promjena s nepoznatim promjenama. Nakon
ovakvih nalaza rezultati mjerenja aktivnosti odgovarajucih
enzima, mjerenja specificnih metabolita i druge specijalistic-
ke obrade mogu potvrditi eventualnu patogenost nadenih
promjena. Potonje je ogranicavajuci ¢cimbenik NGS metoda,
zahtijeva organiziran visedisciplinski pristup i dostupnost
funkcionalne genomike. Spomenuta slozena dijagnosticka
obrada dostupna je iskljucivo u specijaliziranim dijagnostic-
kim centrima koji osim genomike, proteomike i metabolomi-
ke imaju mogucnosti primjene i drugih visokospecificnih
,~omika"” glikomika, lipidomika, radiogenomika, epigenomika
isl. (27, 28). Ove multiomike generiraju izrazito mnogo poda-
taka, sto je velik izazov u njihovoj analizi i tumacenju.

Od spomenutih naprednih tehnologija ciljana metabolomi-
ka zasad je najdostupnija u vecini metaboli¢kih centara.
Ona podrazumijeva uporabu osjetljivih uredaja (npr. plinska
ili visokotla¢na tekucinska kromatografija spregnuta sa
spektrometrom masa) koji omogucuju identifikaciju i mje-
renje koncentracija malih molekula poznate kemijske struk-
ture u bioloskim uzorcima. Masena spektrometrija, kombi-
nirana s kromatografskim separacijskim metodama, omo-
gucuje da se razlicite molekule u uzorku razdvoje temeljem
svog odnosa mase prema naboju i onda ocituju u spektru.
Za analize su potrebni male koli¢ine uzoraka i danas se ove
tehnologije rutinski primjenjuju u postavljanju dijagnoza i
pracenju tijeka lijeCenja neurometabolickih bolesti (29). Me-
tabolomika pretrazivanja zahtijeva uporabu osjetljivijih ana-
litickih metoda (hibridna masena spektrometrija ili NMR
spektroskopija) koje su integrirane s odgovarajucim biblio-
tekama spektara i racunalnim programima za obradu poda-
taka. Ova bi tehnologija trebala omoguditi metaboli¢ko pro-
filiranje, odnosno pretrazivanje svih prisutnih malih mole-
kula u uzorku bolesnika i usporedbu dobivenog panela
molekula s uzorkom zdrave osobe iste dobne skupine.
Osnovni je cilj ovakvog pristupa traganje za jedinstvenim
biomarkerima kao pokazateljima patoloskih procesa ili far-
makoloskih odgovora na terapijske intervencije (30).
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Visokospecificna i osjetljiva spektroskopija protonske nuk-
learne magnetske rezonancije ("H-NMR) tjelesnih tekucina
donedavna se primjenjivala uglavnom u istrazivacke svrhe
u vecdim znanstvenim centrima. Ova je tehnologija omogu-
¢ila i otkrivanje niza rijetkih neurometabolickih bolesti (31).
Tijekom vremena ona postaje sve dostupnija u klinickoj
praksi za ranu i brzu dijagnostiku nakon klinicke sumnje na
metabolicki poremecaj i nejasnih nalaza specijalisticke
obrade (32). Ova metoda omogucuje detekciju gotovo svih
metabolita u uzorku koji sadrzavaju proton, jer razlic¢ite mo-
lekule stvaraju razli¢ite signale u NMR spektru.

'H-NMR tehnologija se razvija i u smjeru novorodenackog
probira iz uzoraka suhe kapi urina. Prikupljanje je uzorka za
analizu neinvazivno, a metoda ne zahtijeva posebnu pripre-
mu uzoraka. Ovom primjenom metabolomike ve¢ je do-
stupan novorodenacki probir na vise od 70 nasljednih
metabolickih poremecaja (33). Ogranicavajuci ¢cimbenik za
masovniju primjenu za vecinu centara jos i sad je skupa i
nedostupna oprema.

Ako se pri opravdanoj klini¢koj sumnji na neurometaboli¢ku
bolest, unato¢ svim naporima, nije pravodobno postavila
dijagnoza, nuzno je uzetii pohraniti $to je vise moguce uzo-
raka za naknadne analize (EDTA krv za izdvajanje DNA-a,
suhu kap krvi na filtarskom papiru, urin, plazmu, likvor, biop-
siju koze i/ili zahvacenih organa).

NOVORODENACKI PROBIR U DIJAGNOSTICI
NEUROMETABOLICKIH POREMECAJA

Novorodenacki probir na fenilketonuriju, kao jednu od
¢escih neurometabolickih bolesti, otvorio je novo poglavlje
u laboratorijskoj dijagnostici rijetkih bolesti (34). Razvojem
laboratorijskih metoda Sirio se spektar poremecaja koje je
bilo moguce pretrazivati u novorodenackoj dobi. Tijekom
vremena modificirali su se i pocetni kriteriji uvrdtenja bolesti
u nacionalne programe novorodenackih probira (35). Po-
sliedica svega toga danas su velike razlike u nacionalnim
programima novorodenackih probira (36). U vecini europ-
skih zemalja u nacionalne programe novorodenackih probi-
ra uklju¢ene su neurometabolicke bolesti s vecom pojav-
noscu i nekom od mogucnosti lijecenja. Posljednjih godina
teZi se standardizaciji programa novorodenackog probira u
Europi, no jos i danas veliku prepreku ¢ine ekonomske i dru-
ge razlike medu europskim zemljama (37, 38, 39). U Sjedi-
njenim Americkim Drzavana (SAD-u) zasad je 35 poreme-
¢aja uvrsteno u osnovni program novorodenackog probira,
uklju¢ujuc¢i Pompeovu bolest, MPS tipa |., X-vezanu adreno-
leukodistrofiju, spinalnu misi¢nu atrofiju. U razli¢itim fazama
pilot projekata nalaze se probiri za MPS tipa Il Krabbeovu
leukodistrofiju, CLN tipa 2 i druge rijetke neurometabolicke
bolesti (40). U buducem razvoju novorodenackog probira
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zasigurno ¢e NGS tehnologije imati odredenu ulogu (41).
Ovo je ujedno i jedan od vecih izazova za sve ukljucene u
odlucivanje o nacionalnim programima probira. Osim
dostupnih tehnologija, prilikom odlucivanja u obzir se tre-
baju uzeti eticki, medicinski i ekonomski aspekti ukljucenja
bolesti.

ZAKLJUCAK

Mnoge rijetke neurometaboli¢ke bolesti mogu imati slicne
klinicke simptome, no izrazito su heterogene na molekular-
noj razini. Razvoj novijih laboratorijskih metoda, kao i njiho-
va sve veca primjena u klinickoj praksi, omogucuju brze
postavljanje dijagnoza i pravodobno uvodenje odgovaraju-
¢eq lijecenja. Visedisciplinski pristup interpretaciji dobivenih
nalaza omogucuje optimalan odabir sve dostupnijih meto-
da sekvenciranja nove generacije koje mogu znatno skratiti
vrijeme do postavljanja dijagnoze.

Novije laboratorijske metode prilagodene su za male kolici-
ne uzoraka i stoga su pogodne i za analize iz uzoraka suhe
kapi krvi i/ili urina iz filtarskog papira. Ovaj nacin uzorkova-
nja povecava dostupnost selektivne laboratorijske dijagno-
stike, a ujedno je osnova za provodenje novorodenackog
probira na sve veci broj rijetkih neurometaboli¢kih pore-
mecaja.
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The role of laboratory diagnostics in diagnostic workup
of children with suspected rare neurometabolic diseases

Ksenija Fumi¢

Neurometabolic diseases in children are an ever-increasing group of rare diseases. One of the major reasons for this is the availabil-

ity of new technologies used in selective laboratory diagnostics and newborn screening for inherited metabolic disorders. Such avail-

ability also furnishes clinicians with the opportunity to select diagnostic approach. Rapid development of new therapeutic possi-

bilities for an ever-rising number of neurometabolic disorders at the same time imposes the need for early diagnosis and appropriate

monitoring of the course of therapy. It is possible to respond to these challenges by multidisciplinary approach to a diseased child,

while support of the society is an important factor.
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