Lysosomale stapelingsziekten: screening via gedroogde bloedspots (DBS)

Birgitte Wuyts, Labo Metabole Ziekten, Klinische Biologie, UZ Gent, De Pintelaan 185, 9000 Gent, België

De beschikbaarheid van therapie voor lysosomale stapelingsziekten en de observatie dat vele kinderen voordeel kunnen halen uit vroegtijdige diagnose en behandeling resulteerde in de ontwikkeling van de enzymanalyse in gedroogde bloedspots met belangrijke vermindering van staalvolume, vereenvoudiging van transport en verhoging van de analyse throughput. 

Toch is er geen strikt verband tussen enzymactiviteiten in leukocyten en DBS. In DBS is het meeste van de enzymactiviteit afkomstig van oplosbare plasma-eiwitten vrijgezet uit lysosomen, welke niet noodzakelijk proportioneel is met de enzymactiviteit in de lysosomen. Bovendien toonden studies aan dat zowel het substraat als het product reversibel geadsorbeerd zijn aan het eiwitoppervlak en alzo uit de enzymatische reactie worden gehouden. Voor diagnostische redenen is het evenwel voldoende om stalen met een voldoende activiteit te onderscheiden van stalen met zeer lage tot geen activiteit. 

De complexe matrix van DBS geeft een duidelijk verhoogd risico op vals negatieve resultaten door slechte elutie van de enzymen, quenching van de fluorescentie en interferentie met de reactie. De vraag stelt zich echter of er ook vals negatieve resultaten kunnen ontstaan vb door aspecifieke fluorescentie of aspecifieke lyse van het substraat. Een belangrijk aspect in preventie van vals positieve en vals negatieve resultaten is de analyse van een controle enzym.

Het type staal (EDTA, heparine, capillair) heeft geen significante invloed op de enzymactiviteit, maar correcte temperatuursomstandigheden tijdens het drogen zijn wel van cruciaal belang. Bewaring van de DBS kaartjes leidt tot een lichte afname van de enzymactiviteit ongeacht de temperatuur, waardoor de stalen op kamertemperatuur kunnen verstuurd worden. 

Bij screening naar ziekte van Fabry is er een bijzondere aandacht naar de ‘cardiale’ en ‘renale’ varianten. De diagnose wordt extra bemoeilijkt bij heterozygote vrouwen aangezien 1/3 tot de helft een normale enzymactiviteit vertoont. Screening naar de ziekte van Pompe met behulp van DBS werd mogelijk dankzij de inhibitie van interfererende (-glucosidase isoenzymen door acarbose. De specifieke meting van de zure (-glucosidase activiteit laat toe een onderscheid te maken tussen infantiele of adulte Pompe patiënten en gezonde controles. Analoog kan de screening naar Gaucher op DBS verbeterd worden door inhibitie van de zure (-glucosidase activiteit door conduritol B epoxide. Het verschil tussen de totale en de geïnhibeerde (-glucosidase activiteit resulteert in de zure (-glucosidase activiteit, welke deficiënt is bij Gaucher.

In het debat over de uitbreiding van de neonatale screening met lysosomale stapelingsziekten, is een cruciaal probleem dat genotypes slechts zelden de fenotypes voorspellen. Anderzijds kan screening een oplossing betekenen voor vertraagde diagnose. Bij behandelbare aandoeningen laat screening een vroegtijdige behandeling toe, nog voor ernstige irreversibele schade is opgetreden. Toch blijft het tijdstip van start van therapie een groot probleem, zeker bij neuropathische vormen, waarbij beenmergtransplantatie, met de bijbehorende morbiditeit, aangewezen is. Systematische analyse bij geselecteerde patiëntengroepen is geen echte vorm van screening aangezien de symptomen reeds aanwezig zijn. Bij dit soort investigaties is de selectie van de te onderzoeken populatie van cruciaal belang.

