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Izazovi i mogućnosti selektivne 
laboratorijske dijagnostike neuronske 
ceroidne lipofuscinoze tipa 1 i 2 
u Republici Hrvatskoj
Ksenija Fumić, Iva Bilandžija Kuš*

Neuronske ceroidne lipofuscinoze su jedna od najučestalijih neurometaboličkih poremećaja u djece. Sve veće dijagnostičke i terapij-

ske mogućnosti, prvenstveno za ceroidnu lipofuscinozu tipa 2, izazov su za pravodobno postavljanje dijagnoze koja je uglavnom 

povezana s većim dijagnostičkim centrima. Rana dijagnoza ove bolesti presudna je radi osiguranja optimalne skrbi za djecu i njiho-

ve obitelji, ali je izazovna prvenstveno zbog nedostatka svijesti o bolesti i nespecifi čnosti početnih simptoma. Cilj je ovog teksta 

 pružiti osnovne informacije o dostupnosti selektivne laboratorijske dijagnostike za ceroidnu lipofuscinozu tipa 1 i tipa 2 u Republici 

Hrvatskoj te ove mogućnosti ponuditi i pedijatrijskim neurolozima okolnih zemalja.
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UVOD

Neuronske ceroidne lipofuscinoze (NCL) podskupina su 

 lizosomskih bolesti nakupljanja i najučestalije su rijetke neu-

rometaboličke bolesti u djece (1). Metode molekularne bio-

tehnologije dosad su omogućile otkrivanje 14 gena pove-

zanih s raznim kliničkim fenotipovima i potvrdile izrazitu 

genetičku heterogenost u ovoj podskupini nasljednih me-

taboličkih poremećaja (2, 3). Osim toga, pokazalo se da iste 

mutacije u obitelji mogu dovesti do znatne fenotipske vari-

jabilnosti (2). Promatrajući NCL-e kao cjelinu, poremećaje 

karakterizira progresivno neurodegenerativno propadanje 

prouzročeno nakupljanjem ceroidnog lipofuscina, posebice 

u središnjem živčanom sustavu, ali i u drugim tkivima (4). No 

ovo je samo dio složene patofi ziološke podloge ovih pore-

mećaja koja je još puna nepoznanica, što znatno otežava 

razvoj učinkovitih terapijskih pristupa (5). Unatoč znatnim 

naporima koji se ulažu u pronalaženje odgovarajućih terapi-

ja, za veliku većinu NCL-a oni su još i danas u nekoj od po-

četnih faza razvoja, uglavnom na životinjskim modelima (6).

No za klasični kasni infantilni oblik NCL-a (Battenova bolest 

tipa 2; CLN2; #OMIM 204500) posljednjih je godina dostup-

na enzimska nadomjesna terapija: intratekalna infuzija cerli-

ponase alfa (Brineura®, BioMarin International Limited, Shan-

bally, Ringaskiddy, County Cork, Irska) za koju se pokazalo 

da može znatno usporiti tijek bolesti (7). CLN2 prouzrokuju 

mutacije u genu TPP1, a posljedica je nedostatna aktiv-

nost lizosomskog enzima tripeptidil-peptidaze 1 (TPP1; EC 

3.4.14.9). Dosadašnja klinička zapažanja u djece sa CLN-om 

2 na enzimskoj nadomjesnoj terapiji upućuju na to da 

uspješnost ovog pristupa umnogome ovisi o ranom počet-

ku liječenja (8). Pravodobna dijagnoza omogućuje optimi-

ranje kliničke skrbi i poboljšava klinički ishod, dok kašnjenje 

rezultira znatnim propadanjem motoričkih i kognitivnih 

funkcija u djeteta (9). Za CLN2, osim enzimskog nadomje-

snog liječenja koje ima svoja ograničenja, u razvoju je i 

 obećavajuća genska terapija (10). Nažalost, za liječenje 

CLN-a1 dostupna je samo simptomatska terapija.
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Sve ovo, uz činjenicu da se i u Republici Hrvatskoj (RH) od 

2019. godine provodi enzimsko nadomjesno liječenje djece 

oboljele od CLN-a 2, potaklo je zanimanje stručne i šire jav-

nosti za ovu skupinu rijetkih bolesti. Pojavnost CLN-a 2 u 

općoj populaciji procjenjuje se na 1 do 8 slučajeva u 100,000 

živorođene djece, no vrlo je vjerojatno da je bolest nedo-

voljno prepoznata (9). Na ovu se rijetku bolest zbog nespe-

cifi čnih simptoma u prvim godinama djetetova života često 

ne misli dovoljno, pa ona može ostati neprepoznata, dok se 

ne razviju kasne komplikacije (12). Nerijetko se na CLN2 po-

sumnja tek kad se isključe drugi češći neurometabolički po-

remećaji sa sličnom kliničkom slikom. Baš stoga može od 

početnih simptoma bolesti do konačne dijagnoze proći više 

od dvije godine (12). U neke se djece klinička slika CLN-a 1 i 

CLN-a 2 može djelomično i preklapati.

Detaljnije o kliničkim obilježjima pojedinih NCL-a, a pose-

bice CLN-a 2, može se naći u drugim člancima ovog broja 

časopisa kao i odgovarajućoj stručnoj literaturi (12, 13, 14).

Selektivna laboratorijska dijagnostika CLN-a 2 i CLN-a 1

Jedan od čimbenika koji pridonosi kasnom postavljanju di-

jagnoze CLN-a 2 je i ograničena dostupnost odgovarajuće 

laboratorijske dijagnostike koja je razvijena u većim ino-

zemnim dijagnostičkim centrima. Potonje je nerijetko pove-

zano s administrativnim i/ili fi nancijskim opterećenjima, što 

dodatno produljuje vrijeme do postavljanja dijagnoze.

Put prema dijagnozi CLN-a 2 najčešće započinje kliničkom 

sumnjom na koju se nadovezuje opsežnija dijagnostička 

obrada. Kao što je detaljno opisano u drugim dijelovima 

ovog broja časopisa, bolest je progresivnog tijeka, a nespe-

cifi čni klinički simptomi najčešće se pojavljuju između dru-

ge i četvrte godine života. U ovom se razdoblju u većini 

slučajeva dijete uputi pedijatrijskom neurologu na opsežni-

ju dijagnostičku obradu, koja započinje detaljnom anamne-

zom i fi zikalnim pregledom a uključuje elektrofi ziološke me-

tode, neuroradiološku dijagnostiku te u nekim slučajevima i 

biopsiju tkiva za elektronsku mikroskopiju.

Daljnja laboratorijska dijagnostika obično uključuje mjere-

nje aktivnosti lizosomskih enzima TPP1 i palmitoil-protein-

tioesteraze 1 (PPT1; EC 3.1.2.22). Preporučeni uzorak za mje-

renje enzimske aktivnosti ovih lizosomskih hidrolaza je ho-

mogenat leukocita (15). Za optimalnu kakvoću uzorka 

nužno je oko 3 - 6 mL EDTA krvi dostaviti u laboratorij na 

sobnoj temperaturi te izdvajanje leukocita obaviti unutar 24 

h nakon uzorkovanja. Potonje nije uvijek u praksi jednostav-

no izvedivo. Zbog toga se u početnom probiru najčešće 

rabe uzorci suhe kapi krvi na fi ltarskom papiru. Potrebno je 

naglasiti da se pritom mora upotrijebiti samo standardizira-

ni fi ltarski papir (Whatman 903®), na kojem su iscrtani kru-

govi i koji je sastavni dio kartice osmišljene tako da je ostav-

ljen prostor i za administrativne podatke o djetetu i liječniku. 

Svaki je krug predviđen za jednu kap krvi koja odgovara 

volumenu od oko 50 μL krvi. Uzorkovanje je jednostavno. 

Unatoč tome, zaprimljeni su uzorci nerijetko neodgovaraju-

ći. Ispravan postupak uzorkovanja ključan za tumačenje iz-

mjerenih vrijednosti i detaljno je opisan u stručnom pre-

glednom članku (16). U te se svrhe može upotrijebiti i karti-

ca predviđena za novorođenački probir koja je dostupna u 

svim rodilištima. Ovakav se uzorak dosad pokazao kao prak-

tičan i pouzdan način za selektivni probir većine lizosomskih 

bolesti nakupljanja (17). Potrebna je mala količina krvi, lizo-

somski su enzimi u uzorku stabilni i više od mjesec dana, a 

moguće je jednostavno slanje kartice poštom do dijagno-

stičkog centra.

S obzirom na važnost mjerenja aktivnosti lizosomskih hidro-

laza u pravodobnom postavljanju dijagnoze CLN-a 2, u 

 našoj su ustanovi prošle godine u sklopu projekta interno 

razvijene i validirane fl uorimetrijske metode (engl. in-house 

metode) za mjerenje aktivnosti TPP-a1 i PPT-a1 iz uzorka 

suhe kapi krvi i homogenata leukocita. Pritom smo se osla-

njali na dostupnu literaturu i iskustvo inozemnog dijagno-

stičkog centra (Health Research Institute of Santiago de 

Compostela, Santiago de Compostela, Španjolska) (18).

Za odgovarajuće tumačenje rezultata izmjereni TPP1 en-

zimske aktivnosti i provjere kakvoće dostavljenog uzorka iz 

njega je nužno izmjeriti aktivnost drugog lizosomskog enzi-

ma. PPT1 je prikladan kontrolni enzim, jer ima sličnu stabil-

nost kao enzim TPP1 u uzorku suhe kapi krvi i leukocitima 

(15). Dodatno, evaluacija PPT-a 1 enzimske aktivnosti ima 

dvojnu funkciju, tj. u procjeni kakvoće uzorka, ali i za isključi-

vanje CLN-a1. Iako je nedavno razvijen kompatibilan sup-

strat za analizu tandemskom masenom spektrometrijom, 

većina dijagnostičkih laboratorija, uključujući i naš, mjeri 

aktivnost enzima TPP1 služeći se fl uorogenim supstratom 

Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metilkumarinom (19). Zbog interno 

razvijenih metoda izmjerene aktivnosti ovih enzima razliku-

ju se među laboratorijima i vrijednosti se ne mogu uspore-

đivati. U sklopu projekta uspostavili smo referentne raspone 

za TPP1 (suha kap krvi 58,8 (± 12,8) μmol/isječku/sat, homo-

genat leukocita 624,8 (± 153,4) nmol/sat/mg proteina). 

Naša dosadašnja iskustva ovom metodom su pokazala da 

nema preklapanja TPP1 enzimske aktivnosti kod bolesnika s 

bolešću CLN2 s TPP1 enzimskom aktivnošću kod zdravih 

pojedinaca (20). U jednoj obitelji djeteta s potvrđenom dija-

gnozom CLN-a 2 mogli smo izmjeriti aktivnosti TPP-a 1 i čla-

novima uže obitelji u uzorcima suhe kapi krvi i homogenatu 

leukocita. Aktivnosti u uzorcima roditelja bile su u očekiva-

nom rasponu za heterozigote. No treba imati na umu da 

ove metode nisu namijenjene za otkrivanje heterozigota. 

Prilikom tumačenja izmjerenih vrijednosti iz uzorka suhe 

kapi krvi na fi ltarskom papiru treba uzeti u obzir da testovi 
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probira nisu dijagnostički, neovisno o tome kako se osjetlji-

vom tehnologijom služimo za njihova mjerenja. Stoga ako 

je izmjerena snižena aktivnost TPP-a1 ili PTT-a 1 u nekom 

otprije spomenutih uzoraka i/ili elektronskom mikroskopi-

jom postavljena sumnja na nakupljanje supstrata koji ima 

morfološko obilježje CLN-a 2 ili CLN-a 1, dijagnostičku sum-

nju treba potvrditi analizom odgovarajućih gena (Sangero-

vo sekvenciranje). Konačna dijagnoza bolesti postavlja se 

identifi kacijom dviju patogenih mutacija/varijanti u trans 

poziciji u genu (15). Ova razina dijagnostike zasad je dostup-

na u inozemnim laboratorijima. 

Noviji dijagnostički pristupi u selektivnoj 
laboratorijskoj dijagnostici neuronske ceroidne 
lipofuscinoze tipa 1 i tipa 2

Primjena metoda genskog sekvenciranja sljedeće genera-

cije postaje sve češće sastavni dio laboratorijske obrade bo-

lesnika. Usprkos tome, one još sad u većini slučajeva nisu 

dio početne dijagnostičke obrade pri kliničkoj sumnji na 

CLN1 i CLN2 (15). No u okolnostima kad postoji osnovana 

klinička sumnja i ako se prethodnom dijagnostičkom obra-

dom dovoljno suzila diferencijalna dijagnoza na ove pore-

mećaje, u obzir dolazi slanje odgovarajućeg uzorka (naj-

češće EDTA krv, suha kap krvi na fi ltarskom papiru ili izdvoje-

ni DNA) u inozemni centar, gdje je moguća komercijalno 

dostupna analiza specifi čnoga genskog panela CLNs-a. Pri 

odabiru komercijalnih panela pozornost treba obratiti na 

broj gena u njemu, vrijeme potrebno za izdavanje nalaza 

nakon zaprimanja uzorka (engl. turnaround time, TAT), ogra-

ničenja analize (uključene sve patogene i vjerojatno pa-

togene varijante unutar kodirajućih regija, regulatorne 

 sekvence i duboke intronske varijante), kakvoću tumačenja 

nalaza i cijenu analize.

Sljedeći mogući pristup dijagnostičkoj obradi djeteta sa 

sumnjom na ove poremećaje je analiza genskog panela 

epilepsija ili neurometaboličkih/metaboličkih bolesti u sklo-

pu kojega se nalaze geni TPP1/CLN2 i PPT1/CLN1. Genski 

 panel epilepsija od 148 gena u sklopu kojega je i gen TPP1/

CLN2 dostupan je i u KBC-u Zagreb. Navedeni dijagnostički 

pristup opravdan je u svakog djeteta s etiološki nejasnim 

konvulzijama.

Potrebno je naglasiti da su potonje genske analize testovi 

probira, nakon kojih se ipak dijagnoza mora potvrditi klasič-

nim Sangerovim sekvenciranjem gena u kojem su nađene 

promjene. Iznimku čine specijalno vrjednovani dijagnostički 

genski paneli, što mora biti jasno navedeno na nalazu. Sli-

čan je pristup i u slučaju ako se iz određenog razloga odabe-

re sekvenciranje cijelog egzoma ili genoma. Analiza klinič-

kog egzoma dostupna je i u našoj sredini. Iako su navedene 

metode sve dostupnije u kliničkoj praksi, ipak još i sad u ve-

ćini slučajeva nisu dio početne laboratorijske obrade pri 

sumnji na CLNs. Navedeni pristup ujedno nerijetko dovodi 

do otkrića promjena u genu za koje nema podataka o pato-

genosti. U tom slučaju, ili ako je potvrđena samo jedna pa-

togena mutacija a druga nije identifi cirana, mjerenje aktiv-

nosti TPP-a1 u homogenatu leukocita/fi broblasta može ra-

zjasniti nalaz. Od dodatne pomoći može biti analiza gena u 

roditelja.

Elektronska mikroskopija u dijagnostici CLN-a 2 

Prije opisani dijagnostički pristupi danas znatno olakšavaju 

pedijatrijskim neurolozima put do dijagnoze CLNs-a. No u 

vremenu kad kliničari nisu imali mogućnosti navedene la-

boratorijske dijagnostike, osim kliničke slike i druge specija-

lističke obrade, oslanjali su se i na nalaz elektronske mikro-

skopije bioptata kože i drugih tkiva (mišića, rektuma i dr.) 

(21). Ultrastrukturna morfologija eventualno prisutnog lipo-

pigmenta upućivala je na određeni tip CLNs-a. Primjerice, 

jasan nalaz kurvilinearnih tjelešaca upućivao je na vjerojat-

nu dijagnozu CLN-a 2 (22). Pritom valja uzeti u obzir sva teh-

nička i stručna ograničenja ove metode. Takvi patomorfo-

loški nalazi pohranjeni su u medicinskom arhivu većih bol-

ničkih centara u RH kao i dijagnostičkim centrima zemalja u 

regiji. S obzirom na sadašnju dostupnost dijagnostike te sve 

bolje terapijske mogućnosti za CLN2, njihova evidencija i 

reevaluacija mogla bi biti od koristi obiteljima djece s neuro-

metaboličkim poremećajima, koja su umrla pod nejasnim 

okolnostima bez potvrde dijagnoze. Članovima ovih obitelji 

može se ponuditi genetičko savjetovanje. Dodatna korist 

ovakvog retrospektivnog pristupa bila bi u boljem poznava-

nju pojavnosti CLN-a 2 u RH i okolnim zemljama.

Osim patomorfoloških nalaza u KBC-u Zagreb i drugim 

KBC-ima u RH, dostupni su i nalazi inozemnih centara (aktiv-

nosti enzima i/ili genske analize) koji upućuju na to da je u 

RH prošlih desetljeća otkriveno više obitelji s djecom koja su 

umrla pod kliničkom slikom CLN-a 2. Ove informacije još 

nisu objedinjene i evaluirane tako da ne možemo procijeni-

ti pojavnost u našoj zemlji. Vrlo je vjerojatno slična situacija i 

u drugim zemljama u regiji. Ovo je jedan od brojnih izazova 

na području rijetkih bolesti. Dobiveni podatci mogli bi pri-

donijeti boljem poznavanju povezanosti genotipa i fenoti-

pa ove rijetke neurometaboličke bolesti. Osim toga, bili bi 

od koristi u dugoročnom planiranju skrbi o rijetkim bolesti-

ma, prvenstveno na području sve brojnijih skupih lijekova s 

fi nancijski potpomognutom proizvodnjom (engl. orphan 

drugs).

ZAKLJUČAK

CLN2 je zasad jedini NCL za koji nije dostupno samo supor-

tivno liječenje. Bolest se može očitovati nekim relativno 

 čestim stanjima do djetetove četvrte godine života, što pe-
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dijatrima znatno otežava pravodobno postavljanje dijagno-

ze. Isključenje češćih neurometaboličkih poremećaja neri-

jetko je dugotrajan proces i može znatno ugroziti tijek lije-

čenja. Selektivni probir na CLN2 iz uzorka suhe kapi krvi na 

fi ltarskom papiru razvijen, u KBC-u Zagreb u sklopu projek-

ta, omogućuje veću dostupnost ove dijagnostike pedijatrij-

skim neurolozima u RH i u okolnim zemljama. Uzorak se 

može poslati u omotnici uz odgovarajući informirani prista-

nak. Ovisno o razini kliničke sumnje, nakon konzultacije s 

pedijatrijskim neurologom, nalaz može biti gotov i u roku 

od dva radna dana nakon primljenog uzorka. Budući da se 

ova dijagnostika provodi u sklopu projekta, nije potrebna 

fi nancijska naknada za provedene analize. U slučaju pozitiv-

nog probira i/ili nedoumica oko tumačenja nalaza optimal-

no je stupiti u kontakt s djelatnicima laboratorija i za to uvi-

jek stojimo na raspolaganju.
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S U M M A R Y

Challenges and possibilities of selective laboratory 
diagnostics of neuronal ceroid lipofuscinosis types 1 and 2 
in Croatia
Ksenija Fumić, Iva Bilandžija Kuš

Neuronal ceroid lipofuscinoses are one of the most common neurometabolic disorders in children. Enhanced diagnostic and thera-

peutic possibilities, primarily for ceroid lipofuscinosis type 2, presents a challenge for timely diagnosis, which is mostly off ered in large 

diagnostic centres. Early diagnosis of this disease is of utmost importance to ensure optimum care for children and their families, but 

is challenging mainly due to the lack of awareness of the disease, along with its nonspecifi c initial symptoms. The aim of this article 

is to provide basic information on the availability of selective laboratory diagnostics for ceroid lipofuscinosis types 1 and 2 in Croatia 

and off er such diagnostics also to paediatric neurologists from neighbouring countries.
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