43. Charlwood J, Clayton P, Keir G, Mian N, Young E, Win-
chester B. Prenatal diagnosis of the carbohydrate deficient
glycoprotein syndrome type la (CDGIA) by a combina-
tion of enzymology and genetic linkage analysis after am-
niocentesis or chorionic villus sampling. Pren Diagn
1998; 18: 693-699.

Summary

Congenital defects in glycosylation: the CDG syndrome. Wevers
RA, Griinewald S, Huijben K, Smeitink JAM and De Rijk-van
Andel JF. Ned Tijdschr Klin Chem 2000; 25: 4-13.

The CDG syndrome is a group of inherited diseases in N-gly-
cosylation of proteins. To date seven CDG types have been
described. From four of these the molecular defect is known.
Patients generally have a multi-system disease with an onset in
early childhood. Often the nervous system is affected. The
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clinical signs among the various clinical types are rather vari-
able. Therefore a broad biochemical screening for CDG
among patients with multi-system disease and among neuro-
logical patients is advocated. Transferrin isoelectric focusing
in plasma is the cornerstone of the biochemical screening. In
several CDG types enzymatic assays and molecular genetic
techniques are available to confirm the specific diagnosis.
Techniques are described that can be used to confirm a gene-
ralized defect in protein N-glycosylation. Also the diagnostic
pitfalls in these techniques are discussed. Especially in case of
unexplained abnormal glycoproteins results (for example clot-
ting factors and thyroid parameters) the clinical chemist
should consider the diagnosis CDG syndrome.

Keywords: alcohol abuse; CDG syndrome; protein glycosy-
lation; metabolic disease; multisystem disease; glycoprotein
biosynthesis; screening; transferrin isoforms.

Diagnostiek van lysosomale stapelingsziekten

J.G.N. de JONG, R.A WEVERS, C.J.M. van den BERG, M.L.F. LIEBRAND-van SAMBEEK,
A.A.E.T. van RENS en H.G.M. ROELOFS

Aan de meeste lysosomale stapelingsziekten ligt een
deficiéntie van één van de lysosomale enzymen be-
trokken bij de afbraak van macromoleculen tot de
monomoleculaire componenten ten grondslag. De
drie belangrijkste groepen, ingedeeld op basis van het
belangrijkste stapelingsproduct, zijn de sfingolipido-
sen, oligosaccharidosen en mucopolysaccharidosen.
Mucolipidose II en III worden veroorzaakt door een
defect in de processing van een aantal lysosomale en-
zymen, waardoor meer enzymen tegelijkertijd defi-
ciént zijn. Ook defecten in het transport over de lyso-
somale membraan, zoals van neuraminezuur, worden
tot de lysosomopathieén gerekend. Van enkele neuro-
nale ceroid lipofuscinosen is nu aangetoond, dat het
lysosomale stapelingsziekten zijn. De kliniek van de
lysosomopathieén is heterogeen, met als belangrijkste
kenmerken, knik in de psychische en/of motore ont-
wikkeling en hepato- en/of splenomegalie. Screening
in urine is mogelijk voor een tiental oligosaccharido-
sen door analyse van oligosacchariden en voor de
groep van de mucopolysaccharidosen door meting
van het glycosaminoglycaangehalte in de urine. Een
defect in het transport van neuraminezuur resulteert
in een verhoogde uitscheiding van deze suiker in de
urine. Bij een afwijkend patroon van oligosacchari-
den of een verhoogde uitscheiding van glycosamino-
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glycanen worden de betreffende enzymen in leukocy-
ten, geisoleerd uit een bloedmonster, gemeten om het
defect te bevestigen of uit te sluiten. Voor het grootste
deel van de sfingolipidosen en voor de neuronale ce-
roid lipofuscinosen is geen voorscreening mogelijk.
De sfingolipidosen en nu ook enkele neuronale ceroid
lipofuscinoses kunnen worden bevestigd of uitgeslo-
ten door directe meting van de diverse enzymen in
leukocyten en/of fibroblasten.

Trefwoorden: lysosomale ziekten; sfingolipidosen;
oligosaccharidosen; mucopolysaccharidosen; neuro-
nale ceroid lipofuscinose, sfingolipiden, oligosaccha-
riden; glycosaminoglycanen; screening; urine; lyso-
somale enzymen

Het lysosoom als celorganel is voor het eerst beschre-
ven door de De Duve. Het is betrokken bij de afbraak
van diverse cellulaire macromoleculen zoals lipiden,
glycoproteinen en glycosaminoglycanen tot de mono-
moleculaire componenten. De afbraak wordt ver-
zorgd door katabole enzymen, zelf ook glycoprotei-
nen, met pH optima in het zure gebied. Is de afbraak
gestoord door een deficiéntie van één van de lysoso-
male enzymen dan ontstaat door een blokkade in het
afbraakproces een opeenhoping van cellulair materi-
aal. Dit materiaal hoopt zich op in de lysosomen die
uitdijen tot vacuolen en vaak al microscopisch waar-
neembaar zijn. Klinisch brengt dit met zich mee dat
orgaanvergrotingen als hepato- en splenomegalie ge-
vonden kunnen worden. Het enzymdefect kan ook in
het centrale zenuwstelsel tot uiting komen. Verre-
gaande cerebrale degeneratie is vaak het gevolg. Niet
zelden gaat een dergelijk lysosomaal enzymdefect ge-
paard met een duidelijke knik in de geestelijke- en/of
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motorische ontwikkeling. Ook het fenotype van de
patiént kan aanleiding zijn om aan een lysosomale
stapelingsziekte te denken. Het is onjuist aan te ne-
men dat het uitsluitend gaat om een groep van ziekten
die zich slechts op jeugdige leeftijd kan manifesteren.
Voor de meeste lysosomale afwijkingen is dit wel het
geval, maar soms komen duidelijk adulte vormen
voor. Bekende voorbeelden van lysosomale ziekten
die in een infantiele maar ook in een adulte vorm
kunnen voorkomen zijn de ziekte van Gaucher, de
metachromatische leukodystrofie en de ziekte van
Pompe. Het is niet mogelijk om hier in te gaan op de
symptomatologie van de diverse lysosomale stape-

Tabel 1. Indicaties voor lysosomale ziekten

Systeemdegeneratie Vorm-anomalieén

- cherry red spot - gargoyle uiterlijk
- macula afwijkingen - angiokeratoom

- comea troebeling - macrocephalie

- opticus atrofie - groeistoornissen

- epilepsie

- pyramidaal syndroom Interne symptomatologie

- cerebellair syndroom - hepato/splenomegalie
- knik in ontwikkeling - botafwijkingen

- polyneuropathie

- myopathie

- sensibiliteitsstoornissen

Onderzoek

- CT-scan: leukodystrofie

- Rontgenfoto: skeletafwijkingen

- EMG: vertraagde perifere zenuwgeleiding

- Laboratorium:  vacuolen in leukocyten

Alderse granulatie in leukocyten
stapelingsproduct in beenmerg

sea blue histiocytes

mucopolysacchariden in urine verhoogd of
afwijkend elektroforese patroon
oligosacchariden in urine verhoogd of
afwijkend chromatogram

onbegrepen hoge zure fosfatase activiteit
in bloed

onbegrepen hoog liquor eiwit bij kinderen

Tabel 2. Sfingolipidosen

lingsziekten. Hiervoor kan worden verwezen naar
onder andere Scriver et al (1), Fernandes et al (2) en
Siegel et al (3). Tabel 1 geeft aan in welke gevallen
gedacht moet worden aan een lysosomaal defect (4).
In de loop der jaren is een groot aantal lysosomale en-
zymdeficiénties beschreven die ingedeeld kunnen
worden in groepen op basis van het type van verbin-
dingen waarvan de afbraak is verstoord: sfingolipido-
sen, mucopolysaccharidosen en oligosaccharidosen.
Voor transport van de monomoleculaire componenten
na afbraak door de katabole enzymen zijn transport-
eiwitten in de membraan verantwoordelijk. Ook hier
zijn deficiénties bekend waardoor stapeling van neur-
aminezuur of cystine kan optreden. Bovengenoemde
defecten worden veroorzaakt door mutaties in de kata-
bole enzymsystemen of in de transporteiwitten zelf.
Het defect kan ook op een hoger niveau liggen waar-
bij door een enzymdeficiéntie in het Golgi systeem de
routing van een hele groep van lysosomale enzymen
verstoord is en er een deficiéntie van een groep van
lysosomale enzymen ontstaat. Dit is het geval bij de
mucolipidosen II en III. Op basis van de kliniek en het
waargenomen stapelingsmateriaal in weefsels en li-
chaamsvloeistoffen is de indeling van verschillende
groepen ontstaan: sfingolipidosen, oligosaccharidosen
en mucopolysaccharidosen. Men moet zich echter re-
aliseren dat vaak de specificiteit van een enzym zich
beperkt tot de af te splitsen groep, wat betekent dat
één enzym betrokken kan zijn bij de afbraak van ver-
schillende groepen van verbindingen. Zo bevatten zo-
wel glycoproteinen als een deel van de sfingolipiden
oligosaccharide ketens waarvan de afbraak voor een
deel door dezelfde enzymen wordt gekatalyseerd. In
deze gevallen ontstaat stapeling niet alleen van sfingo-
lipiden maar ook van oligosacchariden atkomstig van
glycoproteinen, waarbij de klinische consequenties
van de sfingolipide stapeling op de voorgrond staan
en de meeste van deze defecten daarom tot de sfingo-
lipidosen worden gerekend.

Ziekte Lipiden en oligosacchariden Enzymdefect

Farber (Lipogranulomatosis) Ceramide Ceramidase
Niemann-Pick A en B Sfingomyeline Sfingomyelinase
Krabbe (Globoid Cell leukodystrofie) Galactosylceramide Galactosylceramidase
Metachromatische leukodystrofie Sulfatide Arylsulfatase A
Gaucher Glucosylceramide Glucosylceramidase
Fabry Trihexosylceramide (gal-gal-glc-cer) a-Galactosidase A

Gmi-gangliosidosis

Digalactosylceramide

Gwmi-ganglioside
Oligosacchariden met eindstandig
galactose

3-Galactosidase

Galactosialidosis Gangliosiden en “Protective protein” met
sialyloligosacchariden secondaire deficiéntie
van B-Galactosidase en sialidase
Tay-Sachs Gwme-ganglioside B-Hexosaminidase A
Sandhoff Gwme-ganglioside, Ga: (asialo-Gmo- -Hexosaminidase A en B
ganglioside), globoside,
oligosacchariden met eindstandig
N-acetylglucosamine
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HaC

Sfingosine

HaC.

Ceramide

HaC

Galactocerebroside

HaC.

Glucocerebroside

HaC

Glycolipide

HaC

Sfingomyeline

Figuur 1. Structuren van enkele sfingolipiden en hun bouw-
stenen.

Sfingolipidosen

De sfingolipidosen (tabel 2) vormen een groep van
lysosomale stapelingsziekten waarbij sprake is van
een genetisch defect in één van de enzymen betrok-
ken bij de afbraak van de sfingolipiden. Terwijl bij de
fosfolipiden en triglyceriden het glycerolskelet de ba-
sisstructuur van het molecuul vormt, is dit bij de
sfingolipiden het sfingosine molecuul, structureel
vergelijkbaar met een monoglyceride. De aminogroep
van het sfingosine is geacyleerd met een vetzuur.
Ceramide is qua structuur vergelijkbaar met een
diglyceride (fig. 1). Aan de hydroxylgroep van het
ceramide op de 1- plaats kunnen diverse groepen ge-
koppeld zijn. Als de hydroxylgroep veresterd is met
fosforylcholine ontstaat het fosfolipide sfingomye-
line. Bij de glycolipiden is de hydroxylgroep gegly-
cosyleerd met een suiker (cerebroside) of een oligo-

Ned Tijdschr Klin Chem 2000, vol. 25, no. 1

saccharide. Glycolipiden vormen vooral in de herse-
nen een belangrijke groep van verbindingen. De
voornaamste samenstellende lipiden in de hersenen
zijn galactocerebroside en sulfatide (op de 3’-plaats
gesulfateerd galactocerebroside). Deze cerebrosides
vormen samen met cholesterol de hoofdcomponenten
van de witte stof met name van het myeline. Hersen-
weefsel bevat daarnaast een groot aantal glycolipiden
met meer dan één suikerresidu. Ze zijn afgeleid van
glucocerebroside. De samenstellende suikers zijn ga-
lactose (Gal), glucose (Glc), N-acetylglucosamine
(GlcNac), N-acetylgalactosamine (GalNac), fucose
(Fuc) en N-acetyl-neuraminezuur (NANA) (5). Een
belangrijke groep van deze glycolipiden met com-
plexe suikerstructuur vormen de gangliosiden geken-
merkt door de aanwezigheid van één of meer neura-
minezuur suikers in de suikerketen. Door de
aanwezigheid van een carboxylgroep in het neurami-
nezuur gedragen de gangliosiden zich als zure mole-
culen. Een veel gebruikte nomenclatuur voor de gan-
gliosiden is die van Svennerholm. Zijn classificatie is
gebaseerd op het aantal neuraminezuur groepen aan-
wezig in het molecuul en de loopsnelheid op TLC
(5). Gmi- en Gmp-gangliosiden zijn monosialyl (M)
verbindingen en bevatten één neuraminezuurgroep.
Gwm is opgebouwd uit een suikerketen van 4 suikers
waarbij neuraminezuur als vertakking aanwezig is:

GalB(1-3)GalNacB (1-4)GalB(1-4)GlcB(1-1)Ceramide
|

(3-2)
N-Ac-Neuraminezuur

Bij GM2 is de eindstandige galactosegroep afge-
splitst. Omdat sfingolipiden belangrijke bestanddelen
vormen van het perifeer en centraal zenuwstelsel gaat
een defect in de afbraak ervan bij vele van deze ziek-
ten gepaard met neurologische aandoeningen. De
sfingolipiden worden afgebroken door een achtereen-
volgende afsplitsing van eindstandige moleculen van
het hydrofiele of polaire deel van het molecuul. Dit
kunnen suikermoleculen (glycolipiden), sulfaationen
(sulfatiden) of fosforylcholine (sfingomyeline) zijn.

Van het uiteindelijke resulterende ceramide skelet
wordt het vetzuur, gebonden aan de aminegroep van
het sfingosine afgesplitst door het ceramidase. Als op
deze manier de glycosidische, de ester- en de N-acyl -
bindingen verbroken zijn, worden de gevormde mo-
nomoleculaire componenten over de lysosomale
membraan getransporteerd en zijn voor verder meta-
bolisme beschikbaar. Deficiénties zijn bekend voor
vrijwel alle enzymen betrokken bij de afbraak van de
sfingolipiden (fig. 2). Voor de afbraak van de hydro-
fobe sfingolipiden met korte hydrofiele groepen
worden kleine nonenzymatische glycoproteinen als
activatoren gebruikt: sfingolipid activator proteins
(SAPS): GM2 activator protein en de groep van SAP
A, B, C, en D proteinen. Ook van deze eiwitten zijn
deficiénties bekend, aanleiding gevend tot een kli-
nisch beeld dat vergelijkbaar is met wat past bij een
deficiéntie van het enzym, dat onder normale omstan-
digheden door de activator geactiveerd zou worden.
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Lipidosen

De hydrolyse van de vetzuur ester binding in triglyceri-
den en cholesterolester in verband met de afbraak van
triglyceriden en cholesterolesters wordt verzorgd door
het enzym zure lipase. Een deficiéntie van dit enzym
resulteert in accumulatie van cholesterolesters en trigly-
ceriden in de weefsels. Afhankelijk van de leeftijd
waarop de ziekte zich openbaart en de ernst van de kli-

Multisialogangliosiden

nische symptomen worden hier twee fenotypen onder-
scheiden. De ziekte van Wolman is de ernstige, infan-
tiele vorm. De cholesterol ester storage disease (CESD)
is veel milder en wordt vaak pas op volwassen leeftijd
gediagnostiseerd. Niemann-Pick C is een lipidose, die
veroorzaakt wordt door een defect in het intracellulaire
transport van exogeen cholesterol, resulterend in een
accumulatie van cholesterol in het lysosoom.

(G, Gren Gy)
Cer - glc - gal - galNAc - gal Cer - glc —gal — galNAc - gal
I
(Gyy) NANA (Gar)

t‘— <«—— Gy, gangliosidosis ——> ~J~

Cer-glc- g|al -galNAc Cer-glc-gal —galNAc Cer - glc —gal — gal - galNAc

|
o) NANA (Gr)

(globoside)

% <«—— Gy, gangliosidosis —> 4; <«— Gy, gangliosidosis __>+

_—

Cer—glc- qal Cer-glc-gal <_‘|"_ Cer -glc—gal —gal
(Gy) NANA (lactocerebroside) lr
l M. Fabry
Cer-glc Cer-gal-gal
(glucocerebroside) (digalactosylceramide)

M. Gaucher —> *i*

$ <— M. Fabry

<_|__ Cer-gal <_|_ Cer-gal-SO,

T (galacto- T (sulfatide)
M. Krabbe  cerebroside)  MLD

Cer - fosforylcholine % > | Ceramide
(sfingomyeline) T
. X M. Farber —>
M. Niemann-Pick
sfingosine
-+
vetzuur

Figuur 2. Afbraakroutes voor de belangrijkste sfingolipiden, met daarin aangegeven waar de diverse sfingolipidosen het afbraak-
proces blokkeren. Opgemaakt op basis van een voorbeeld uit ref. 3 en aangepast.
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Tabel 3. Glycoproteinosen en mucolipidosen

Ziekte Oligosacchariden en glycopeptiden

Enzymdefect

a-Fucosidosis
glycolipiden

Aspartylglucosaminurie

o-Mannosidosis
o-mannose

3-Mannosidosis
Sialidosis (mucolipidosis I)

Galactosialidosis

a-N-acetyl-galacto-
saminidase deficiéntie

Fucosehoudende oligosacchariden en

GlcNac-Asn houdende glycopeptiden

Oligosacchariden met eindstandig

B-Mannosyl-GlcNac
Sialyloligosacchariden

Sialyloligosacchariden

GalNac-al-Ser/Thr houdende
glycopeptiden vaak met daaraan

a-Fucosidase

N-aspartylglucosaminidase

o-Mannosidase

3-Mannosidase
a-Neuraminidase (sialidase)
“Protective protein” met
secondaire deficiéntie van

3-galactosidase en sialidase

a-N-acetyl-galactosaminidase

gekoppeld galactose en neuraminezuur

GM1-gangliosidose
galactose

M. Sandhoff
acetylglucosamine

Mucolipidoses II en III

Oligosacchariden met eindstandig

Oligosacchariden met eindstandig N-

B-Galactosidase

B-Hexosaminidase A en B

Primair defect in UDP-glcNac:
lysosomaal enzym glcNac
fosfotransferase en secundaire
deficiéntie van meerdere
lysosomale enzymen

Oligosaccharidosen / Glycoproteinosen

Onder de groep van oligosaccharidosen wordt ver-
staan de lysosomale stapelingsziekten met oligosac-
chariden als belangrijkste stapelingsproduct. De oli-
gosacchariden zijn afkomstig van glycoproteinen.
Een andere naam voor deze groep is die van de gly-
coproteinosen (tabel 3). Glycoproteinen kunnen N-
glycosidische, aan asparagine (Asn), of O-glycosidi-
sche, aan serine (Ser) of threonine (Thre) gekoppelde
oligosacchariden bevatten. De N-glycosidische oli-
gosacchariden zijn van het complexe, oligomannose,
of hybride type en worden opgebouwd via een inge-
wikkelde synthese route die elders in deze editie van
het tijdschrift wordt behandeld. De afbraak van gly-
coproteinen in lysosomen wordt wat betreft het eiwit-
deel verzorgd door proteasen. Het oligosaccharide
wordt tot losse suikers afgebroken door de glycosida-
sen. N-aspartylglucosaminidase verbreekt bij de N-
glycosidisch gebonden oligosacchariden de binding
met het asparagine (fig. 3a en 3b). Een endoglycosi-
dase splitst de binding tussen de twee N-acetylgluco-
samine moleculen. Het oligosaccharide wordt verder
net als bij de glycolipiden door exoglycosidasen afge-
broken. Figuur 3 illustreert welke enzymen betrokken
zijn bij de afbraak van de verschillende typen oligo-
sacchariden. Een deficiéntie van één van de enzymen
heeft tot gevolg dat de rest van de oligosaccharide-
keten zich stapelt. De verschillende oligosaccharido-
sen geven elk een karakteristiek patroon van oligo-
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sacchariden. De O-glycosidisch gebonden oligo-
sacchariden (fig. 3¢) zijn opgebouwd uit N-acetylga-
lactosamine, galactose, N-acetylglucosamine, fucose
en neuraminezuur. De synthese vindt plaats via di-
recte overdracht van aan nucleotiden gekoppelde sui-
kers aan de suikerketen. Hierbij is een grote diversi-
teit in structuren mogelijk. Over de afbraak van
O-glycosidisch gekoppelde suikers is in vergelijking
met de N-glycosidische minder bekend. De meeste
oligosacchariden beschreven bij lysosomale stape-
lingsziekten zijn van het N-glycosidische type o-N-
acetylgalactosamine is een belangrijke bouwsteen
van O-glycosidisch aan glycoproteinen gebonden oli-
gosacchariden. De basisstructuur bij de O-glycos-
idisch gebonden oligosacchariden kunnen in twee
klassen worden ingedeeld: Gal3(1-3)GalNac-o-Ser
(of Thr) en GlcNac-B(1-3)-GalNac-a-Ser (of Thr).
Beide klassen bevatten dus oa-GalNac-residuen ge-
koppeld via serine of threonine aan de eiwitketen (6).
Enkele van de bovengenoemde enzymen zijn ook
actief op glycolipiden en worden daarom ook vaak
ingedeeld bij de sfingolipidose enzymen: 3-N-Acetyl-
hexosaminidase, B-galactosidase. Behalve oligosac-
charide uitscheiding wordt bij deficiénties van deze
enzymen ook stapeling van sfingolipiden waargeno-
men. Zij worden ingedeeld bij de sfingolipidosen om-
dat de sfingolipidestapeling op de voorgrond staat en
ze zich ook klinisch van de echte glycoproteinosen
onderscheiden.
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Figuur 3. Afbraak door lysosomale enzymen van aan glycopro-
teinen gekoppelde oligosacchariden. Afbraak van een N-gly-
cosidisch gekoppeld oligosaccharide van het complexe type
(A), van een N-glycosidisch gekoppeld oligosaccharide van het
oligomannose type (B) en verondersteld afbraakmechanisme
van een O-glycosidisch gekoppeld oligosaccharide (C). Opge-
maakt op basis van een voorbeeld uit ref. 19 en aangepast.
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Glycogenosen

De glucose moleculen van glycogeen in het lysosoom
worden afgesplitst door het a-glucosidase (zure mal-
tase). Bij een deficiéntie van dit enzym (de ziekte van
Pompe) accumuleert glycogeen in de weefsels. De
ziekte van Pompe wordt ook tot de glycogenosen
(type II) gerekend. Afbraakproducten van het accu-
mulerende glycogeen worden bij M. Pompe uitge-
scheiden als een tetraglucoside-oligosaccharide sa-
men met hogere polymeren van glucose (7). Ook bij
enkele andere glycogenosen kunnen deze oligosac-
chariden in de urine worden aangetoond (type 111, de-
brancher deficiency en type IX, fosforylase kinase
deficiency) indien er sprake is van glycogeenstape-
ling (hepatomegalie) (8). Bij patiénten met late onset
vormen van deze ziekte is het tetraglucoside vaak
niet aantoonbaar in de urine zodat de diagnose met
andere middelen, zoals enzymdiagnostiek, gesteld zal
moeten worden.

Mucolipidose II en III / I-cell disease

Bij de mucolipidosen II en III (tabel 3) wordt door
een post translatiedefect in de biosynthese van de oli-
gosaccharide keten van een aantal lysosomale enzy-
men de routing van de enzymen naar het lysosoom
verstoord. De enzymen worden niet naar het lyso-
soom getransporteerd maar uitgescheiden door de cel.
Dit leidt tot een defici€ntie van een aantal lysosomale
enzymen in de cel en verhoogde activiteiten in plas-
ma. De kliniek is ernstig. De diagnostiek berust op
meting van de enzymactiviteiten in plasma.

Mucopolysaccharidosen

Bij patiénten met een mucopolysaccharidose (tabel 4)
is één van de lysosomale enzymen betrokken bij de
afbraak van glycosaminoglycanen GAG’s, (synoniem
voor mucopolysacchariden), deficiént (9). Glycosa-
minoglycanen zijn lange negatief geladen suikerke-
tens, opgebouwd uit repeterende disaccharide-eenhe-
den. De disaccharide-eenheid bepaalt het type GAG:
chondroitine sulfaat (CS), dermataansulfaat (DS), ke-
rataansulfaat (KS) of heparaansulfaat (HS). Bij alle
GAGs, behalve bij KS, is één van de samenstellende
suikers een uronzuur (glucuronzuur of iduronzuur).
De suikerketens kunnen op diverse plaatsen gesulfa-
teerd zijn. De hexosamine van CS en DS kan op de 4-
of de 6-plaats, de hexose van KS op de 6-plaats en
het uronzuur van CS, DS en HS op de 2-plaats veres-
terd zijn met een sulfaatgroep. Bij HS kan naast de 6-
OH-groep ook nog de stikstofgroep van de hexosa-
mine gesulfateerd zijn. In de weefsels en cellen zijn
GAG’s gebonden aan een eiwitketen (“‘core-protein’)
en worden in die vorm proteoglycanen genoemd.

De binding aan de eiwitketen is veelal een binding
aan een serinemolecuul via een xylose-galactose-ga-
lactose trisaccharide. Op die manier kunnen er één of
meer GAG-moleculen van hetzelfde type of van ver-
schillende typen aan het core proteine gekoppeld zijn.
GAG’s en proteoglycanen zijn voor het merendeel
gelokaliseerd buiten de cel. De afbraak van de GAG’s
tot monomoleculaire componenten door proteasen,
sulfatasen en glycosidasen vindt intracellulair plaats
in de lysosomen. Extracelulaire protease- en endogly-
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Tabel 4. Mucopolysaccharidosen

Naam GAG in urine Enzymdeficiénties
MPS 1H Hurler Dermataansulfaat a-L-iduronidase
Heparaansulfaat
MPSIS Scheie Dermataansulfaat a-L-iduronidase
Heparaansulfaat
MPS 11 Hunter Dermataansulfaat Iduronaat-2-sulfaat sulfatase
Heparaansulfaaat
MPS IIT A Sanfilippo A Heparaansulfaat Heparaan N-sulfatase (sulfamidase)
MPS 1II B Sanfilippo B Heparaansulfaat N-acetyl-a-D-glucosaminidase
MPS III C Sanfilippo C Heparaansulfaat Glucosamine acetyl-transferase
MPS III D Sanfilippo D Heparaansulfaat N-acetyl-a-D-glucosamine-6-sulfatase
MPS IV A Morquio A Kerataansulfaat Galactos(amin)e-6-sulfaat sulfatase
Chondroitine-6-sulfaat
MPS 1V B Morquio B Kerataansulfaat 3-galactosidase
MPS VI Maroteaux-Lamy Dermataansulfaat N-acetyl-galactosamine-4-sulfatase
(arylsulfatase B)
MPS VII Sly Dermataansulfaat B-glucuronidase
Heparaansulfaat

cosidase-activiteiten kunnen echter ook een rol spe-
len in het katabolisme van de proteoglycanen. Om
volledig afgebroken te kunnen worden, moeten de
proteoglycanen of GAG’s door middel van endo-
cytose over de celmembraan naar de lysosomen
getransporteerd worden. Endoglycosidasen, zoals
hyaluronidase, heparanoglucuronidase en endo-B-
galactosidse, zijn in staat om ergens midden in de
GAG-keten de glycosidische binding te splitsen. Op
die manier worden meer eindstandige suikergroepen
gecre€erd en de substraatconcentratie voor de exo-
enzymen verhoogd. De splitsing van de GAG keten
in monomoleculaire componenten (sulfaationen en
suikermoleculen) wordt verzorgd door een team van
exosulfatasen en exoglycosidasen. De volgorde van
de afbraak ligt vast omdat de exo-enzymen alleen
eindstandige sulfaatgroepen en suikers afsplitsen.
Een deficiéntie van een exo-enzym heeft stapeling
van de rest van de GAG-keten tot gevolg.

Neuronale Ceroid Lipofuscinoses (NCL)

De Neuronale Ceroid Lipofuscinoses (NCL'’s) vor-
men een groep van ernstige neurodegeneratieve aan-
doeningen gekenmerkt door een stapeling van auto-
fluorescerend materiaal, voornamelijk in het centrale
zenuwstelsel (10). Klinisch worden de NCL’s geken-
merkt door onder andere progressief verlies van ge-
zichtsvermogen, uiteindelijk leidend tot blindheid,
vaak therapie resistente epileptische aanvallen, ver-
lies van motore en intellectuele functies en vroegtij-
dig overlijden. Reeds lang bestond het vermoeden dat
het hier om lysosomale stapelingsziekten ging, omdat
met markers kon worden aangetoond, dat het stape-
lingsmateriaal gelocaliseerd was in lysosomale struc-
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turen. De NCL'’s voldeden echter niet aan de klas-
sieke definitie van lysosomale stapelingsziekten, om-
dat tot voor kort er geen lysosomaal (enzym)defect
bekend was. Op basis van de resultaten van recent
moleculair genetisch onderzoek zijn tenminste 8 ver-
schillende NCL genen (CNLI-8) betrokken bij dit
ziektebeeld. Dit heeft geleid tot een herclassificering
van de NCL-ziekten. Deze is nu gebaseerd op het on-
derliggend gen defect. Voor een aantal is het gen pro-
duct en de functie ervan bekend. Op basis hiervan
kunnen enkele reeds met zekerheid tot de groep van
lysosomale stapelingsziekten gerekend worden. Voor
twee van de genen (CLNI en CLN2) is aangetoond
dat ze coderen voor lysosomale enzymen. Drie an-
dere (CLN3, 5 en 8) coderen voor transmembraan ei-
witten, waarvan de functies nog onbekend zijn. Voor
CLN3 is localisatie in de lysosomale membraan aan-
getoond. Het CLNI gen codeert voor palmitoyl-
protein thioesterase (PPT) en defecten in dit enzym
leiden tot de infantiele vorm van NCL (M. Santa-
vuori-Haltia). PPT is een lysomaal enzym dat palmi-
toyl thioesters, van met vetzuur geacyleerde cysteine
residuen in eiwitten, deacyleert. Het gen product van
het CLN2 gen is tripeptidyl-peptidase 1. Deficienties
van dit enzym zijn de oorzaak van de klassieke laat
infantiele vorm van NCL (M. Jansky-Bielschowsky).
Het CLN3 gen, wat codeert voor een lysosomaal
membraan eiwit, is betrokken bij het klassieke juve-
niele type (M. Batten). Omdat ook de variant laat in-
fantiele NCL’s, waaraan defecten in de CLNS, 6 en 7
genen ten grondslag liggen, zowel qua kliniek als pa-
thologie verwant zijn aan de rest, is het waarschijnlijk
dat het ook bij deze types om defecten in lysosomale
eiwitten gaat. Het gen voor de adulte vorm (Kufs dis-
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ease) is nog niet bekend en mogelijk is bij dit ziekte-
beeld meer dan één gen betrokken.

De eiwitdiagnostiek voor CLNI en CLN2 is nu op het
zelfde niveau van de andere bekende lysosomale sta-
pelingsziekten (11-13).

Transportdefecten

Na afbraak van verbindingen als triglyceriden, fosfo-
lipiden, sfingolipiden, glycoproteinen en glycosami-
noglycanen resteren de moleculaire bouwstenen zoals
vetzuren, glycerol, fosfaat, ceramide, sulfaat, mono-
sacchariden en aminozuren. Het transport hiervan
over de lysosomale membraan naar het cytoplasma
vindt plaats veelal via specifieke transportmoleculen
in de lysosomale membraan. Ook hier zijn defecten
bekend, die aanleiding geven tot stapeling van deze
monomoleculaire componenten. Het defect in trans-
port van neuraminezuur is de meest bekende, aanlei-
ding gevend tot (sterk) verhoogde uitscheiding van
neuraminezuur.

Screening op stapelingsproducten in urine

Door het defect in de lysosomale afbraak zullen één
of meer producten zich stapelen in het lysosoom.
Secundair daaraan vindt vaak ook nog ophoping van
andere niet direct aan het enzymdefect gerelateerde
verbindingen plaats, waarschijnlijk doordat ook de
andere niet deficiénte enzymen in hun functie belem-
merd worden door het stapelingsfenomeen en de ab-
normale lysosomale inhoud en structuur (14). Door
de stapeling groeien de lysosomen uit tot vacuool-
achtige structuren, die microscopisch (licht en EM)
herkenbaar zijn. Morfologisch onderzoek van weef-
sel, leukocyten en beenmerg kan vaak een belangrijke
indicatie geven voor het aanwezig zijn van een lyso-
somaal stapelingsfenomeen. Door celdood kunnen de
stapelingsproducten, afhankelijk van hun oplosbaar-
heid, in de circulatie komen en via de urine worden
uitgescheiden (oligosacchariden, mucopolysacchari-
den en neuraminezuur). Door het aantonen van ver-
hogingen in de concentratie van deze producten in
urine kan worden voorgescreend op een aantal lyso-
somale stapelingsziekten.

Oligosacchariden

Oligosaccharide uitscheiding in urine wordt gezien
bij de glycoproteinosen, een aantal sfingolipidosen en
de ziekte van Pompe. In totaal kan door analyse van
oligosacchariden in urine worden voorgescreend op
10 verschillende lysosomale stapelingsziekten. De
meest gebruikte techniek voor de analyse van oligo-
sacchariden is één- dimensionale chromatografie op
silicagel platen. Als loopmiddel wordt gebruikt een
mengsel van butanol, azijnzuur en water in de ver-
houding 2:1:1. Het urinemonster (portie) wordt van
tevoren ontzout, omdat zouten het loopgedrag van de
oligosacchariden verstoren. Ontzouten kan geschie-
den met behulp van ionenwisselingschromatografie,
maar eenvoudiger is een kleine hoeveelheid (100 mg)
van een gemengde ionenwisselaar, voorbehandeld
met azijnzuur, aan het urinemonster toe te voegen.
Geladen oligosacchariden (glycopeptiden en neura-
minezuurhoudende oligosacchariden) kunnen hierbij
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echter verloren gaan. Daarom wordt altijd naast het
ontzoute monster ook een niet ontzout monster ge-
chromatografeerd. De hoeveelheid opgebrachte urine
is leeftijdsafhankelijk en er wordt een correctie uit-
gevoerd voor het kreatinine gehalte van de urine
(15,16). Suikerhoudende banden worden specifiek
gekleurd door te sprayen met een orcinol oplossing in
verdund zwavelzuur of door de plaat te dompelen in
een orcinol zwavelzuur oplossing in aceton. De oli-
gosacchariden worden zichtbaar na verhitting. Er be-
staan, naast de voor suikers specifieke orcinolkleu-
ring, specifieke kleuringen voor neuraminezuur en
neuraminezuur houdende oligosacchariden (resorci-
nolkleuring) en glycopeptiden (ninhydrinekleuring).
Om de positie van de oligosaccharide banden te kun-
nen bepalen worden standaarden zoals glucose, lac-
tose, raffinose, tetraglucoside en sialyllactose in een
mengsel meegenomen en een monster van gedeelte-
lijk gehydrolyseerd dextraan, dat glucose monomeer
en de diverse a-(1-6) dimeren van glucose bevat (14).
Urines van jonge kinderen bevatten altijd een aantal
normale oligosacchariden, die onder andere afkom-
stig zijn van voeding. Borstvoeding maar ook andere
voedingen geven een patroon van oligosaccharide
banden, dat varieert met de voeding. De banden in
het oligosaccharide patroon kunnen worden gekarak-
teriseerd door hun positie ten opzichte van die van de
standaarden en ten opzichte van de polymeren van
glucose uit een dextraanhydrolysaat (fig 4) te bepa-
len. Het vereist ervaring om de normale (voedings)
patronen te leren kennen en te kunnen onderscheiden
van de patronen, die passen bij een lysosomaal de-
fect.

Glycoproteinosen

a-Fucosidosis

De afsplitsing van fucose moleculen gekoppeld aan
N-acetylglucosamine (GlucNac) residuen is een van
de eerste stappen in de afbraak van oligosacchariden.
Dit omdat het volgende enzym in de afbraakroute (N-
aspartylglucosaminidase) alleen actief is als fucose,
gekoppeld aan het aan asparagine gebonden Gluc-
Nac, is afgesplitst. Omdat het enzym aspartylglucosa-
minidase geremd wordt door de aanwezigheid van
een fucoseresidu aan de N-acetylglucosaminegroep
zullen bij een a-fucosidase deficiéntie behalve fucose-
houdende oligosacchariden, zoals Fuc-GlucNac, ook
fucoglycopeptiden, zoals Fuc-GlucNac—asp, worden
uitgescheiden. Daarnaast worden ook grotere glyco-
peptiden en oligosacchariden met een fucoseresidu
gekoppeld aan GlcNac verderop in de oligosacchari-
den keten als stapelingsproduct waargenomen (17-
19). Laan 7 in fig. 4 geeft het TLC patroon na orcinol
kleuring.

N-Aspartylglucosaminurie

Deficiéntie van het aspartylglucosaminidase verhin-
dert de splitsing tussen de N-acetylglucosamine sui-
ker en het asparagine van het glycopeptide, dat over-
blijft na de afbraak van de eiwitketen door diverse
proteolytische enzymen. De oligosaccharideketen met
twee N-acetylglucosamine residuen aan de reduce-
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dh ref

contr a-manno asp a-gluc fuco G Gwz o-NAGA sial dh

Figuur 4. Dunne laag chromatografie van oligosacchariden. Urines werden ontzout met een gemengde ionenwisselaar. dh: ref. monster
van gedeeltelijk gehydrolyseerd dextraan, met daarin glucose monomeer, dimeer, trimeer, enz; ref.: monster met referenten, van boven
naar beneden: xylose, glucose, galactose, maltose, lactose, raffinose, tetraglucoside en sialyllactose; contr: normale controle kinder-
urine; a-manno: o-mannosidosis; asp: N-aspartylglucosaminurie; a-gluc: o-glucosidase deficiéntie (M. Pompe); fuco: fucosidosis;

GM1: Gwmi-gangliosidosis; Gyo: GM2-gangliosidosis; o-NAGA: a-N-acetylgalactosaminidase deficiéntie; sial: sialidosis.

rende kant wordt kennelijk wel afgesplitst via een
endo-B-N-acetylglucosaminidase (fig. 3a). Dit oligo-
saccharide wordt door exoglucosidasen tot mono-
sacchariden afgebroken. Bij een deficiénte van het
N-aspartylglucosaminidase resteert het N-aspartyl-
glucosamine. Dit is het belangrijkste stapelingspro-
duct. Het kan met behulp van dunne laag chromato-
grafie in urine niet met orcinol maar wel via de
ninhydrinekleuring worden aangetoond. Daarnaast
zijn ook andere glycopeptiden in de urine aanwezig,
die wel via de normale screening op oligosacchariden
met orcinol kleuring kunnen worden gezien, als ge-
volg van een gedeeltelijke afbraak van de oligo-
saccharide keten, maar ook oligosacchariden als gal-
B-(1-4)GlcNac-Asn eventueel nog uitgebreid met een
N-acetylneuraminyl- of N-acetylglucosaminyl-groep.
Deze volgorde van suikers komt normaal niet in N-
glycosidisch gebonden suikerketens voor. Ze worden
klaarblijkelijk gevormd door koppeling van suikers
op basis van activiteiten van galactosyltransferasen
bij een overmatig aanbod van substraat (17-19). In
het TLC patroon zijn 3-4 extra banden te zien na orci-
nol kleuring (fig. 4 laan 5). De vrije -NH> groep van
de glycopeptiden kleurt met ninhydrine zodat bij de
analyse van aminozuren in urine 2 afwijkende pieken
gezien worden in het profiel van de aminozuren af-
komstig van N-aspartylglucosamine en gal-8-(1-4)
GlcNac-Asn.

a-Mannosidosis

Patiénten met een deficiéntie van o-mannosidase
scheiden Man,GlcNac (n=2) oligosacchariden uit.
Deze zijn afkomstig van de N-glycosidisch gebonden
oligosacchariden van het oligomannose type gebon-
den aan de glycoproteinen (fig. 3b). De urine bevat
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een groot aantal van deze oligosacchariden waarvan
Man,GlcNac in de hoogste concentratie aanwezig is
(fig. 4 laan 4). De hoeveelheid en daarmee ook de in-
tensiteit van de mannosyloligosacchariden neemt af
met toenemend aantal mannose residuen (7,20,21).

B-Mannosidosis

Patiénten met een B-mannosidase activiteit scheiden
het disaccharide Manf31-4GlcNac uit (22,23). Dit di-
saccharide gedraagt zich op TLC wat betreft loopsnel-
heid vrijwel hetzelfde als lactose, een disaccharide
dat veel in urine voorkomt. Om het B-mannosidase
disaccharide te kunnen herkennen en scheiden van
lactose is, is een speciaal loopmiddel nodig (22).

Sialidosis en galactosialidosis

Omdat neuraminezuur (sialic acid) bij de N-glycos-
idisch gebonden oligosacchariden een eindstandige
suiker 1is, zijn de oligosacchariden uitgescheiden bij
een neuraminidase deficiéntie hogere oligosacchari-
den bestaande uit 6 of meer samenstellende suikers.
De belangrijkste oligosacchariden zijn volledig en
gedeeltelijk gesialyleerde mono- en disialyl-oligo-
sacchariden. Vrijwel dezelfde oligosacchariden wor-
den gezien in een galactosialidosis urine. De relatieve
hoeveelheden van de verschillende sialyloligosaccha-
riden kunnen tot op zekere hoogte variéren (24). In
het oligosaccharidepatroon zijn twee hoofdbanden
duidelijk aanwezig (fig. 4 laan 11).

a-N-acetylgalactosaminidase deficiéntie

a-N-acetylgalactosamine is een belangrijke bouw-
steen van O-glycosidisch aan glycoproteinen gebon-
den oligosacchariden. Het komt ook in suikerketens
van glycolipiden voor. Stapelingsproducten afkom-
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stig van O-glycosidisch gebonden suikerketens wor-
den gevonden in urine. Naar verwachting zullen zich
ook lipidstructuren stapelen. De basisstructuur bij de
O-glycosidisch gebonden oligosacchariden kunnen in
twee klassen worden ingedeeld: GalB3(1-3)GalNac-
Ser(of Thr) en GlcNac-B(1-3)-GalNac-Ser(of Thr).
Beide klassen bevatten dus o-GalNac-residuen ge-
koppeld via serine of threonine aan de eiwitketen. De
stapelingsproducten gevonden in urine zijn als gevolg
hiervan glycopeptiden. De belangrijkste hiervan heb-
ben echter niet een o-N-acetylgalactosamine maar
een neuraminezuur als eindstandige suiker. De oor-
zaak hiervan is niet duidelijk. Het oligosaccharide pa-
troon laat drie afwijkende banden zien na kleuring op
neuraminezuur (resorcinol) waarvan één door de ho-
gere intensiteit duidelijk zichtbaar is na orcinol kleu-
ring de andere twee niet of kleuren erg zwak (fig. 4
laan 10). Kleuring op neuraminezuur met behulp van
resorcinol maakt kennelijk door de hogere gevoelig-
heid alle drie de banden zichtbaar. Deze neuramine-
zuur houdende glycopeptiden kunnen na ontzoutings-
procedure met ionenwisselaars hieraan gebonden
worden en daardoor verdwijnen. Na ontzouten kan
bij deze deficiéntie zelfs een normaal patroon worden
gevonden (16).

Sfingolipidosen

Belangrijkste componenten, waarvan het metabo-
lisme verstoord is bij de sfingolipidosen en lipidosen
zijn de glycolipiden, fosfolipiden, triglyceriden en
cholesterolesters. Door hun slechte wateroplosbaar-
heid worden ze niet in de urine teruggevonden (bij
een aantal sfingolipidosen, zoals bij de metachromati-
sche leukodystrofie en de ziekte van Fabry, wordt li-
pidestapeling gezien in het urinesediment). Bij enkele
sfingolipidosen echter is het enzym ook betrokken bij
de afbraak van de oligosaccharideketen van de glyco-
proteinen. Hier wordt naast lipidestapeling ook stape-
ling van oligosacchariden waargenomen. Ze kunnen
daarom in principe ook tot de glycoproteinosen gere-
kend worden. Deze oligosacchariden worden uitge-
scheiden in urine, waardoor screening mogelijk is.

Gmi-gangliosidosis

Gmi-gangliosidosis wordt veroorzaakt door een defi-
ciéntie van het B-galactosidase. Omdat dit de eind-
standige suiker is van het Gwmi-ganglioside, een be-
langrijke component van neuronaal weefsel met
name de grijze stof, is Gmi-ganglioside een belangrijk
stapelingsproduct. B-Glycosidisch gebonden galac-
tose is echter ook één van de samenstellende suikers
in het complexe type oligosaccharide van de glyco-
proteinen (fig. 3a). Bij Gwi-gangliosidosis wordt
daarom ook een karakteristick afwijkend oligo-
saccharide patroon in de urine waargenomen met 3-4
afwijkende oligosacchariden met B-glycosidisch aan
de niet reducerende zijde gebonden galactose (fig. 4
laan 8) (7,25-27).

Gme-gangliosidosis variant O (M. Sandhoff)

Bij deze variant van de Gwm-gangliosidosis zijn beide
iso-enzymen A en B van het B-N-acetylhexosamini-
dase deficiént (28). Het B-iso-enzym heeft een voor-
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keur voor neutrale wateroplosbare oligosacchariden
(29). Variant O (Morbus Sandhoff) wordt daarom ge-
kenmerkt door stapeling en excretie van oligosaccha-
riden. Bij variant B (Tay-Sachs disease) is alleen de
hexosaminidase A activiteit deficiént. Hierbij wordt
geen verhoogde uitscheiding van oligosacchariden
waargenomen. In het TLC patroon worden bij de
ziekte van Sandhoff twee karakteristicke banden
waargenomen. Strecker et al (30) en Warner et al (31)
beschreven 10-12 N-acetylglucosamine bevattende
oligosacchariden bij Sandhoff patiénten met twee
hoofdcomponenten, waarschijnlijk corresponderend
met de twee banden, die in het voor M. Sandhoff
karakteristiecke TLC patroon zichtbaar zijn (fig. 4 laan
9).

Mucopolysacchariden

Minimaal 10 verschillende enzymen (glycosidasen en
sulfatasen) zijn nodig voor een volledige afbraak van
de diverse GAG-ketens tot de monomoleculaire com-
ponenten. Omdat alleen eindstandige sulfaatgroepen
of suikers afgesplitst kunnen worden zal een deficién-
tie van elk van deze enzymen resulteren in een accu-
mulatie van de rest van de GAG-keten in de cellen en
in de weefsels. Op basis van deze enzymdeficiénties
kunnen we 10 verschillende erfelijke ziektebeelden
onderscheiden, ieder met een eigen stapelingsproduct
of combinatie van stapelingsproducten. Tabel 4 geeft
een overzicht van de verschillende mucopolysaccha-
ridosen met de daarbij passende enzymdeficiénties en
de stapelingsproducten (9). De verschillende muco-
polysaccharidosen hebben gemeenschappelijke klini-
sche kenmerken. De meest kenmerkende hiervan
zijn: vergroting van de lever en/of milt ten gevolge
van stapeling van de GAG’s in deze weefsels, retar-
datie, grof gelaat, (‘’gargoyle uiterlijk), corneatroe-
beling, stijtheid in de gewrichten en skeletafwijkin-
gen. Voor een meer uitgebreide beschrijving van de
kliniek van de verschillende typen mucopolysacchari-
dosen wordt verwezen naar Neufeld et al (32).

Screeningsprocedures

De GAG’s, die zich stapelen in de weefsels, kunnen
door celdood vrijkomen. Ze zijn goed wateroplosbaar
en worden in de urine teruggevonden. Alle tot nu toe
bekende mucopolysaccharidosen geven aanleiding tot
verhoogde uitscheiding van GAG’s in de urine (tabel
4). Meting van GAG’s in urine is daarom algemeen
gebruikt als screeningsprocedure voor mucopoly-
saccharidosen. Een goede screeningsprocedure dient
zo weinig mogelijk vals negatieve uitslagen te geven
(sensitiviteit) moet gemakkelijke en snel uitvoerbaar
zijn en een minimum aan vals positieve uitslagen op-
leveren (specificiteit), omdat elke positieve uitslag
een vervolgonderzoek oplevert. Screeningsprocedu-
res voor mucopolysaccharidosen kunnen worden
onderverdeeld in kwalitatieve en kwantitatieve bepa-
lingsmethoden. De kwalitatieve testen zoals de spot-
test corrigeren over het algemeen niet voor de urine-
concentratie en kunnen daardoor vals positieve en
vals negatieve uitslagen geven. De kwantitatieve tes-
ten kunnen worden uitgevoerd op een 24-uurs urine,
zodat de uitscheiding per 24-uur berekend kan wor-
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den. Voor een screeningsprocedure heeft echter de
bepaling in een portie, waarbij gecorrigeerd wordt
voor de urineconcentratie door middel van het kre-
atinine gehalte de voorkeur. De bepalingsmethoden
voor GAG in urine meten het totaal aan GAG’s (CS,
DS, HS en KS). De meeste testen maken gebruik van
het feit dat GAG’s langgerekte moleculen zijn met
sterk negatief geladen sulfaatgroepen. Het reagens is
meestal een positief geladen (basisch) molecuul. De
resulterende complexen geven een troebeling (katio-
nische detergentia), meetbaar als verhoogde absorptie
of lichtverstrooiing, of een metachromatisch effect
(basische kleurstoffen), meetbaar als een verhoging
van de absorptie bij een bepaalde golflengte. Andere
testen meten het uronzuurgehalte na precipitatie (car-
bazoltest). Van genoemde testen zijn de carbazoltest
en de kwantitatieve metachromatische testen het
meest betrouwbaar.

Uronzuur carbazoltest

Deze test meet het uronzuur (glucuronzuur en iduron-
zuur) gehalte in GAG, geprecipiteerd in een katio-
nisch detergens (CPC, CETAB). De test is betrouw-
baar maar bewerkelijk. Kerataansulfaat het
uitscheidingproduct bij de ziekte van Morquio bevat
geen uronzuurresiduen en wordt daarom niet mee-
gemeten. Patiénten met M. Morquio type A hebben
echte naast een verhoging van het kerataansulfaat ook
een verhoging van het chondroitine-6-sulfaat gehalte
in de urine, zodat met deze test toch een afwijkend
verhoogde waarde in de urine zal worden gemeten.

Metachromatische testen

Metachromasie treedt op door de reactie van de basi-
sche kleurstoffen (toluidine blauw, Alcian Blue,
Azure A, dimethylmethyleen blauw). De metachro-
masie treedt op door de regelmatige rangschikking
van de kleurstofmoleculen langs de rechte polyanio-
nische matrix (33). De spottesten zijn kwalitatieve
metachromatische testen, die niet corrigeren voor de
mate van geconcentreerdheid van de urine. Uit onder-
zoek is gebleken dat de spottesten niet betrouwbaar
zijn. Zowel vals positieve uitslagen als vals negatieve
uitslagen werden in deze studies gezien. De Ames
spottest bijvoorbeeld, gebaseerd op de metachromati-
sche kleurstof Azure A, gaf in een serie van 75 urines
met 26 mucopolysaccharidosis urines, getest door
twee verschillende laboratoria respectievelijk 19 en
35% vals negatieve en 22 en 12% vals positieve uit-
slagen. Met de kwantitatieve dimethylmethyleen
blauw (DMB) methode (34) werden in deze serie
geen vals negatieve en geen vals positieve uitslagen
gevonden. De spottesten zijn dus onbetrouwbaar en
gebruik ervan als screeningsprocedure voor mucopo-
lysaccharidosen is niet meer verantwoord. Door ons
is een screeningsprocedure ontwikkeld op basis van
de dimethylmethyleen blauw (DMB), waarmee direct
in urine dus zonder voorbewerking van het monster,
gemeten kan worden (34). De methode gaf een goede
correlatie met uronzuur-carbazoltest. De screening
kan worden uitgevoerd in urineporties, waarbij gecor-
rigeerd wordt voor de geconcentreerdheid van de
urine door de gemeten waarden uit te drukken per
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mmol kreatinine. De referentiewaarden blijken sterk
leeftijdsafhankelijk te zijn en vooral in het eerste
levensjaar sterk af te nemen met de leeftijd. De voor
de verschillende leeftijdscategorieén vastgestelde re-
ferentiewaarden bewegen zich binnen betrekkelijk
nauwe grenzen. Omdat de oorspronkelijke DMB me-
thode gestoord wordt door eiwit in de urine werd een
gewijzigde DMB-bepaling ontwikkeld. Door toevoe-
ging van Tris-base aan de bepaling kan ook in aan-
wezigheid van relatief hoge concentraties van eiwit
(uitgetest tot een concentratie van 5 gram per liter)
het GAG-gehalte betrouwbaar gemeten worden (35).
Belangrijk bij het GAG assay is de keuze van het di-
methylmethyleenblauw. De kwaliteit ervan kan wor-
den afgelezen aan het spectrum. De absorptie bij de
golflengte van het DMB-GAG complex moet in de
DMB oplossing zonder GAG voldoende laag zijn om
een toename van de absorptie goed te kunnen meten.
Daarnaast moet het gehalte aan DMB in het preparaat
en daarmee in de oplossing, die hiermee gemaakt
wordt, voldoende hoog zijn, om al het GAG in het
monster te kunnen binden. Een maat hiervoor is de
absorptie van de DMB oplossing. De ijklijn van de
bepaling heeft een beperkte lineariteit. Omdat GAG
concentraties door variatie in kreatinine gehalte van
de urines en variatie in leeftijd van de patiénten sterk
kunnen uiteenlopen, moet altijd nagegaan worden of
de gemeten waarde in het lineaire gebied van de ijk-
lijn ligt en of het monster verdund moet worden inge-
zet. Zeker bij mucopolysaccharidose patiénten zal de
waarde al gauw in het niet lineaire gebied liggen,
waardoor een te lage waarde wordt gemeten en
patiénten gemist kunnen worden. Indien tijdens de
screening op mucopolysaccharidosen een verhoogde
waarde voor het mucopolysaccharidegehalte wordt
gevonden, volgt hierop een analyse van de samenstel-
ling van de glycosaminoglycanen met behulp van 1-
dimensionale elektroforese (36). Tevens worden in
leukocyten, geisoleerd uit heparinebloed de verschil-
lende enzymen betrokken bij het metabolisme van
GAG’s gemeten. Normale urine bevat voornamelijk
chondroitinesulfaat. Bij een mucopolysaccharidose
wordt na 1-dimensionale elektroforese een afwij-
kende samenstelling gevonden. Verhogingen van
GAG zonder dat hieraan een erfelijke stofwisselings-
ziekte ten grondslag ligt worden onder andere gezien
bij patiénten met reumatische ziekten, na myocard
infarct en heparinetherapie. Ook zijn artificieel ver-
hoogde uitslagen mogelijk door verontreiniging van
de urine met lijmstoffen afkomstig van de rand van
de urine opvangzakjes. Voor een uitgebreider over-
zicht zie Blau et al (37).

Neuraminezuur

Infantile sialic acid storage disease (ISSD) en Salla
disease.

Defecten in transport van neuraminezuur Kkunnen
worden opgespoord door neuraminezuur analyse in
urine. Dit is in principe mogelijk door middel van
resorcinol kleuring van de neuraminezuur band na
dunne laag chromatografie. Omdat de verhogingen
met name bij Salla disease gering kunnen zijn heeft
een kwantitatieve meting van het neuraminezuur, ge-
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corrigeerd wordt voor het kreatininegehalte van de
urine, de voorkeur. Neuraminezuur kan kwantitatief
gemeten worden met behulp van HPLC of enzyma-
tisch, waarbij het na omzetting door N-acetyl-neura-
minezuur aldolase als pyruvaat wordt gemeten.

Meting van glycosaminoglycaan gehalte in urine is
een goede voorscreening voor de gehele groep van de
mucopolysaccharidosen. Bij de mildere vormen van
de mucopolysaccharidosen kunnen de verhogingen
gering zijn en is een nauwkeurige meting vereist.
Adulte patiénten met de ziekte van Morquio kunnen
een normaal glycosaminoglycaangehalte in de urine
hebben. Volwassen Morquio patiénten zijn echter op
basis van het klinisch beeld goed te herkennen. Ana-
lyse van oligosacchariden is een goede voorscreening
voor de groep van de oligosaccharidosen en een deel
van de sfingolipidosen, hoewel in een enkel geval de
patronen moeilijk zijn te interpreteren en soms, met
name bij de milde vormen, de afwijkingen moeilijk
zijn vast te stellen. Bij gevonden afwijkingen in het
oligosaccharide-patroon, niet te verklaren op basis
van voeding of medicatie en bij gevonden verhoging
van de glycosaminoglycaan uitscheiding, wordt lyso-
somaal enzymonderzoek geadviseerd. Voor een aan-
tal lysosomale stapelingsziekten met name uit de
groep van de sfingolipidosen en mucolipidosen is
geen voorscreening mogelijk. Dit betekent dat vaak
rechtstreeks een beroep zal moeten worden gedaan op
enzymbepalingen om een lysosomaal defect te beves-
tigen dan wel uit te sluiten.

Enzymdiagnostiek

Verreweg het grootste deel van de lysosomale enzym-
defecten kan betrouwbaar in leukocyten worden
vastgesteld. De leukocyt bevat een vrijwel compleet
arsenaal aan lysosomale enzymen en is daarmee bij
uitstek geschikt voor de diagnostiek van lysosomale
enzymdefecten (4). Via dextraansedimentatie wordt
uit een buis heparinebloed (10-15 ml, bij jonge kinde-
ren minimaal 5-6 ml) een hoeveelheid leukocyten
geisoleerd, voldoende om een tiental lysosomale en-
zymen kwantitatief te meten. Ook na verzending per
post expresse zodat het materiaal de volgende mor-
gen arriveert kunnen nog betrouwbare enzymspiegels
in het bloedmonster worden gemeten (4). Voor een
goede en zo volledig mogelijke lysosomale diagnos-
tiek is naast het bloedmonster echter ook een urine-
monster nodig, omdat hierin al reeds een aantal lyso-
somale ziekten kunnen worden uitgesloten, waardoor
het bloedmonster zo economisch mogelijk kan wor-
den gebruikt voor het uitsluiten van de resterende ly-
sosomale stapelingsziekten.

Oligosaccharidosen en mucopolysaccharidosen

Indien na voorscreening in urine afwijkingen zijn ge-
zien in het oligosaccharide patroon of in het mucopo-
lysaccharide gehalte en/of de samenstelling wordt het
enzymdefect enzymatisch bevestigd of uitgesloten
door meting van de enzymen in een bloedmonster. Bij
de voorscreening op oligosaccharidosen en mucopo-
lysaccharidosen moet men zich realiseren, dat in een
aantal gevallen, met name bij de milde vormen, de
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afwijkingen in het patroon respectievelijk de concen-
tratie gering kunnen zijn en moeilijk vast te stellen.

Sfingolipidosen en lipidosen

Het merendeel van de defecten in de groep van de
sfingolipidosen en de groep van de lipidosen resul-
teert in stapeling van alleen lipiden zonder oligo-
sacchariden (tabel 2). Hierdoor is een voorscreening
in urine op deze defecten door middel van oligo-
saccharide analyse niet mogelijk. Dit betekent dat
hier rechtstreeks een beroep zal moeten worden ge-
daan op enzymbepalingen om een lysosomaal defect
te bevestigen dan wel uit te sluiten.

Neuronale Ceroid Lipofuscinosen

Ook voor de groep van de Neuronale Ceroid Lipofus-
cinosen (NCL’s) is geen voorscreening in urine be-
kend. Voor de infantiele (M. Santavuori-Haltia) en de
klassieke laat infantiele vorm (M. Jansky-Bielschow-
sky) van de NCL’s, veroorzaakt door defecten in
respectievelijk het CNL-1 en het CNL-2 gen is de
eiwitdiagnostiek nu op hetzelfde niveau van de an-
dere bekende lysosomale stapelingsziekten. Voor de
infantiele vorm is sinds kort een fluorometrisch sub-
straat beschikbaar voor meting van de activiteit van
het palmitoyl-protein thioesterase wat geschikt is
voor pre- en postnatale enzymdiagnostiek (11). Voor
de laat infantiele vorm (CLN2) is eveneens een fluo-
rimetrisch substraat beschikbaar voor de bepaling tri-
peptidyl-peptidase I (12 en 13). Voor de andere NCL
types is geen eiwit diagnostiek beschikbaar.

Overige

Enkele lysosomopathieén kunnen alleen in plasma
worden aangetoond (mucolipidose II en III). In de
zeldzame gevallen waar het enzymdefect moeilijk of
niet in leukocyten kan worden aangetoond, kan het
vrijwel altijd in gekweekte huidcellen, fibroblasten,
worden gemeten. De ziekte van Niemann-Pick C, een
defect in de verwerking van cholesterol in de cel,
aanleiding gevend tot stapeling van cholesterol in
lysosomen, kan alleen in een fibroblasten-kweek
worden aangetoond door middel van een fillipine-
kleuring op het gestapelde cholesterol in de lysoso-
men van de fibroblasten.

Voor de diverse analyses zijn in de meeste gevallen
op commerci€le basis de noodzakelijke substraten
verkrijgbaar. Meestal gaat het om fluorescentie me-
tingen. Een representatief deel van het natuurlijk sub-
straat van het enzym is gekoppeld aan het 4-methyl-
umbelliferon (4-MU). In deze gekoppelde toestand
fluoresceert het methylumbelliferon niet. Na incuba-
tie van het leukocyten materiaal, bij het voor de lyso-
somale enzymen zure pH optimum, wordt door het te
meten enzym het deel van het substraat, dat zijn spe-
cificiteit bepaalt afgekoppeld van het 4-MU. Het 4-
MU fluoresceert als vrij molecuul na verhoging van
de pH. Dit betekent dat na de enzymreactie het reac-
tiemengsel basisch moet worden gemaakt. Voor een
aantal van de lysosomale enzymen kan het substraat
niet op deze manier, dat wil zeggen met een artifi-
cieel substraat, worden nagebootst, omdat het sub-
straat op die manier niet specifiek genoeg is en ook
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andere dan het te meten enzym met het substraat kun-
nen reageren of omdat behalve de af te splitsen groep
ook de rest van het molecuul van belang is voor de
activiteit van het enzym. In die gevallen wordt een
substraat gebruikt, dat qua structuur het natuurlijk
substraat zo veel mogelijk benadert. Vaak is dit ook
een fluorescerend of een radioactief gelabeld sub-
straat. Voorbeelden van enzymen, waarvoor meer
specifieke substraten gebruikt worden zijn galacto-
cerebrosidase en sfingomyelinase.

De meeste lysosomopathieén erven autosomaal reces-
sief over. De ziekte van Fabry en de ziekte van Hunter
zijn voorbeelden van via het X-chromosoom overer-
vende lysosomale ziekten. De enzymatische activiteit
bij homozygoten of hemizygoten voor het gendefect
is erg laag en varieert van O tot circa 10% van de ge-
middelde referentiewaarde. Bij heterozygoten van de
autosomaal recessief overervende lysosomopathiéen
wordt een restactiviteit van ongeveer 50% gevonden
en worden geen klinische symptomen waargenomen.
Voor de X-gebonden lysosomopathieén kunnen bij
draagsters door non-random inactivatie van het X-
chromosoom wel klinische verschijnselen optreden.

Pseudodeficiénties

Pseudodeficiénties worden gekenmerkt door een lage
vaak haast defici€énte activiteit van het gemeten lyso-
somale enzym, zonder dat dit aantoonbare klinische
consequenties heeft. Een bekend voorbeeld is de
pseudodeficiéntie bij de metachromatische leukodys-
trofie. Twee mutaties, verantwoordelijk voor het me-
rendeel van de pseudodeficiéntie allelen, zijn in het
arylsulfatase gen aangetoond. Bij homozygoten voor
deze mutaties wordt een activiteit gemeten, die 5-
15% is van de normale activiteit en in de range ligt
van activiteiten die bij echte patiénten wordt geme-
ten. De frequentie voor de pseudodeficiéntie muta-
ties, die meestal samen op hetzelfde chromosoom
voorkomen is 15-20%. Dit betekent dat zij in homo-
zygote vorm bij 2-4% van de populatie voorkomen
(38). De mutaties zijn met behulp van mutatie ana-
lyse makkelijk aan te tonen. In een aantal gevallen,
homozygotie voor het pseudodeficiéntie allel bijvoor-
beeld, kan echter na meting van de enzymactiviteit en
pseudodeficiéntie mutatie analyse niet vastgesteld
worden of er sprake is van homozygotie voor het
MLD allel. In dat geval wordt bij de verdenking op
een metachromatische leukodystrofie een lipide ana-
lyse op het urinesediment uitgevoerd en het gehalte
aan sulfatiden, het stapelingsmateriaal bij de MLD,
gemeten. Bij MLD patiénten is dit duidelijk ver-
hoogd, bij pseudodeficiénten is het sulfatide gehalte
in het urinesediment niet hoger dan bij personen met
een normale activiteit. De lipide analyse geeft in deze
gevallen de doorslag voor de diagnostiek.

Chitotriosidase

Chitotriosidase is een plasma enzym afkomstig van
geactiveerde macrofagen. Het is een endo-B-glucosa-
minidase. Chitotriosidase is sterk verhoogd bij pa-
tiénten met de ziekte van Gaucher, maar ook ver-
hoogd in mindere mate bij 10 andere lysosomale
stapelingsziekten. Een verhoogde waarde wordt ge-
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meten bij de meerderheid van de patienten met de
ziekte van Gaucher, Krabbe, Gmi-gangliosidose, Nie-
mann-Pick A en B en Niemann-Pick C. De verhoging
is secundair aan het primaire defect bij deze deficién-
ties en is opvallend hoog bij patiénten met de ziekte
van Gaucher. De verhoging van het chitotriosidase
lijkt karakteristiek voor lysosomale stapelingsziekten,
omdat de verhoging niet wordt gezien bij 20 niet-
lysosomale enzymdefecten of in plasma van patién-
ten met hepatomegalie geassocieerd met infecties.
Meting van chitotriosidase in plasma kan een waarde-
volle aanvulling zijn op de diagnostiek van lysoso-
male stapelingsziekten, omdat een verhoging geme-
ten bij patiénten zonder diagnose indicatief is voor
een defect in het lysosomale proces (39).

Vervolgonderzoek

Wordt een verlaagde enzym activiteit in leukocyten
vastgesteld dan wordt in verband met de ernst van de
diagnose het onderzoek in leukocyten herhaald en
fibroblasten in kweek genomen om het defect in een
tweede celtype te kunnen bevestigen. Gekweekte
huidcellen worden bewaard voor eventueel DNA
onderzoek en genetisch advies binnen de familie.

Met dank aan:

Dr. O.P. van Diggelen voor zijn commentaar en aanvullingen
met betrekking tot de Neuronale Ceroid Lipofuscinosen, waar-
door de recente ontwikkelingen voor deze nieuwe groep van
lysosomale ziekten verwerkt konden worden.
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Summary

Diagnosis of lysosomal storage diseases. Jong JGN de,
Wevers RA, Berg CJM van den, Liebrand-van Sambeek MLF,
Rens AAET van and Roelofs HGM. Ned Tijdschr Klin Chem
2000; 25: 13-27.

Most of the lysosomal storage diseases underlies a deficiency
of one of the lysosomal enzymes involved in the degradation
of macromolecules to their monomolecular building blocks.
On basis of clinical symptoms and storage products three main
groups can be recognized, the sphingolipidoses, oligosacchari-
doses and mucopolysaccharidoses. Mucolipidoses II and III
are caused by a defect in the processing of the lysosomal en-
zymes, leading to a deficiency of several enzymes together.
Lysosomal storage can also be due to a defect in the transport,
for example for neuraminic acid, over the lysosomal mem-
brane. For some of the neuronal ceroid lipofuscinoses it has
been shown now that they belong to the group of lysosomal
storage diseases. Clinical symptoms for the group of lysoso-
mal storage diseases are heterogeneous. The most characteris-
tic are decrease in mental and or motoric development and he-
pato- and or splenomegaly. Screening in urine is possible for
10 oligosaccharidoses by analysis of oligosaccharides and for
the mucopolysaccharidoses by measurement of glycosamino-
glycan content in urine. A defect in the transport of neuraminic
acid can be detected by measurement of this compound in the
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urine. When an abnormal oligosaccharide pattern is found or
the glycosaminoglycan excretion is increased the concerning
lysosomal enzymes are measured in leukocytes, isolated from
a blood sample to confirm or exclude the defect. Screening in
urine is not possible for most of the sphingolipidoses and for
the neuronal ceroid lipofuscinoses. For the sphingolipidoses
and some of the neuronal ceroid lipofuscinoses diagnosis can

Ned Tijdschr Klin Chem 2000; 25: 27-30

be made by direct measurement of the various enzymes in
leukocytes and/or fibroblasts.

Keywords: lysosomal disease; sphingolipidosis, oligosacchari-
dosis; mucopolysaccharidosis; neuronal ceroid lipofuscinosis;
sphingolipid; oligosaccharide; glycosaminoglycan; screening;
urine, lysosomal enzymes

De klinisch-chemische diagnostiek van mitochondriéle encephalomyopathieén

L.P. van den HEUVEL, J.M.F. TRIJBELS, A.J.M. JANSSEN en J.A.M. SMEITINK

Mitochondriéle encephalomyopathieén zijn ziekten
veroorzaakt door structurele en/of functionele af-
wijkingen van de mitochondrién. Classificatie vindt
onder andere plaats op basis van het biochemisch
defect. Er bestaat een grote variabiliteit in klinische
expressie en structurele en functionele mitochon-
driéle afwijkingen. Een nauwkeurige diagnose is
noodzakelijk voor het verstrekken van behandelings-
en erfelijkheidsadviezen. De waarde van de bepaling
van lactaat en van andere metabolieten voor de dia-
gnostiek van mitochondriéle encephalomyopathieén
wordt besproken.

Trefwoorden: mitochondriocytopathie, lactaat; bloed;
urine; liguor

Mitochondrién spelen als productie-eenheden van
energie een zeer belangrijke rol bij het functioneren
van cellen. De energie is nodig voor een uitgebreid
scala van processen, zoals warmteproductie, syn-
these- en transportprocessen. In de spiercellen vereist
de contractie veel energie. Deze energie wordt in de
vorm van ATP via twee routes in de spiercel aange-
maakt: via de glycolyse in het cytoplasma van de cel
en via de oxydatieve fosforylering in de mitochon-
drién. Gedurende de laatste decennia zijn veel patién-
ten beschreven met een stoornis in de mitochondriéle
energievoorziening van de cel (1,2). Deze defecten
werden met name aangetoond bij patiénten lijdend
aan een zogenaamde mitochondri€le myopathie, een
ziekte welke gedefinieerd wordt als spierziekte, geka-
rakteriseerd door structureel afwijkende mitochon-
drién en/of abnormaal functionerende mitochondrién.
Daar mitochondrién in alle lichaamscellen behalve
erytrocyten voorkomen kan in principe ieder orgaan
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of weefsel zijn aangedaan. Frequent voorkomende
klinische symptomen zijn: spierzwakte, inspannings-
intolerantie, hypotonie, cardiomyopathie en aandoe-
ningen van het centrale zenuwstelsel. Uit deze op-
somming kan worden afgeleid dat de spierziekte
geisoleerd maar ook als deel van een “multisystem
disorder” kan voorkomen. Biochemisch worden mito-
chondriéle myopathieén gekarakteriseerd door stoor-
nissen in de mitochondri€le energievoorziening. Deze
stoornissen kunnen worden onderverdeeld in:

- Defecten in het transport over het mitochondriéle
membraan. Als voorbeeld zij genoemd deficiéntie
van het carnitine transportsysteem, waardoor lang-
keten vetzuren intramitochondri€el niet geoxideerd
kunnen worden, alsmede deficiénties van de ade-
nine nucleotide translocator (ANT) en “voltage de-
pendent anion channel” (VDAC) (3).

- Defecten in de mitochondri€le substraatoxidatie.
Als voorbeeld kan genoemd worden deficiéntie
van €én van de enzymen van het pyruvaat-dehy-
drogenase-complex, waardoor de oxidatie van
pyruvaat gestoord is.

- Defecten in één of meer complexen van de mito-
chondriéle ademhalingsketen. Inmiddels zijn de-
fecten in alle complexen beschreven.

- Defecten gepaard gaande met een stoornis in de
energieconservering. Het meest bekende voorbeeld
in deze categorie is de “Luft disease”, waarbij
sprake is van losse koppeling van oxidatie en fos-
forylering (4).

De oxidatieve fosforylering

Mitochondrién zijn subcellulaire organellen die voor-
komen in alle kernhoudende cellen. Ze bestaan uit
een glad buitenmembraan, een intermembraan ruimte,
een geplooid binnenmembraan en een matrix. Het
buitenmembraan heeft pori€n waardoor kleine mole-
culen vrij kunnen diffunderen. Het binnenmembraan
is ondoorlaatbaar voor de meeste moleculen. Het be-
vat translocatoren voor transport van onder andere
ionen en eiwitten. Een belangrijke functie van mito-
chondrién is de oxidatieve fosforylering (OXFOS).
Hieronder wordt verstaan de oxidatie van brandstof-
fen en de productie van energie in de vorm van ade-
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