
centers participated in analyzing test samples of fetal and adult
blood mixtures with 0.05-3.46% fetal cells. Five different
methods are in use and three of these are available as commer-
cial kits. The number of cells, examined according to the dif-
ferent protocols ranged between 300 and > 200.000. Further-
more, three different methods are used for the calculation of
the fetomaternal transfusion or hemorrhage volume (FMT).
The results of the test samples differ between the centers and
methods. Occasionally, results differed over 200%. In cord

blood, the percentage of unstained, negative cells varied be-
tween 2 and 15 percent. The volumes of the FMT, calculated
from the test samples results, were not corrected for this effect.
Therefore, the FMH volume is often underestimated and this
may result in inadequate anti-D immunoprophylaxis. Follow-
ing the BCSH guidelines and using a quality assurance scheme
may improve the quality of the Kleihauer test outcomes. 

Keywords: Fetomaternal transfusion; Kleihauer-Betke test
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Enzymdiagnostiek van lysosomale stapelingsziekten in gedroogde bloedspots 

G.J.G. RUIJTER, N. EL BOUYAKOUBI, R. de VRIES en B.J.H.M. POORTHUIS

Enzymdiagnostiek van lysosomale stapelingsziekten
wordt doorgaans uitgevoerd in leukocyten of plasma.
Recent zijn methoden ontwikkeld voor activiteits-
meting van lysosomale enzymen in een nieuw type
monster, gedroogde bloedspots (DBS). In dit artikel
beschrijven we de invoering van DBS in de lysoso-
male enzymdiagnostiek in ons laboratorium. Van 15
lysosomale enzymen kon de activiteit betrouwbaar in
3 mm DBS-ponsjes gemeten worden en werden refe-
rentiewaarden vastgesteld. Inter-assay-CV's varieer-
den van 6 tot 14% voor de verschillende enzymen.
Alle enzymen hadden tenminste 85% restactiviteit na
1 maand opslag bij 20-25 °C. Lysosomale enzymen
zijn derhalve opvallend stabiel in DBS, hetgeen een
groot voordeel kan zijn bij verzending. Niet alle lyso-
somale enzymen zijn meetbaar in DBS en dit type
analyse kan daarom de bepaling in leukocyten nog
niet vervangen. DBS zijn echter zeer geschikt voor
gerichte onderzoeksvragen waarbij een beperkt aan-
tal lysosomale enzymen bij een patiënt getest dient te
worden.

Trefwoorden: lysosomale stapelingsziekten; gedroogde
bloedspot; enzymdiagnostiek; ‘Guthrie card’

Het gebruik van gedroogde bloedspots op filtreerpa-
pier (dry blood spot; DBS) in de routine diagnostiek
is met name bekend uit neonatale screening pro-
gramma's. Met deze ‘Guthrie-kaarten’ worden in Ne-
derland pasgeborenen getest op aanwezigheid van
drie erfelijke aandoeningen, te weten fenylketonurie
(PKU), congenitale hypothyreoïdie (CHT) en adreno-
genitaal syndroom (AGS). In sommige andere landen
zijn meer uitgebreide screeningsprogramma's geïm-

plementeerd en wordt b.v. ook getest op erfelijke
stoornissen in het aminozuurmetabolisme en/of de
vetzuuroxidatie.
Voor alle bovenbeschreven aandoeningen wordt in de
DBS gezocht naar afwijkende concentraties van me-
tabolieten. Bepaling van enzymactiviteiten in DBS is
minder gangbaar. Slechts enkele tests zijn beschreven
zoals voor bepaling van glucose-6-fosfaatdehydroge-
nase (1) en biotinidase (2). Recent is duidelijk gewor-
den dat DBS ook geschikt zijn als monster voor me-
ting van een groot aantal lysosomale enzymen (3-5).
Voor de diagnostiek van lysosomale stapelingsziekten
is de meting van de activiteit van lysosomale enzy-
men noodzakelijk (6). De lysosomale stapelingsziek-
ten vormen een heterogene groep van erfelijke aan-
doeningen, waarbij er als gevolg van de deficiëntie
van een lysosomaal enzym een defect is in de afbraak
van macromoleculen zoals glycosaminoglycanen,
glycolipiden en oligosacchariden afkomstig van ge-
glycosyleerde eiwitten (6, 7). 
Tot nu toe wordt enzymdiagnostiek van lysosomale
stapelingsziekten uitgevoerd in leukocyten, plasma
en in een enkel geval gekweekte huidfibroblasten.
Vanwege de zeldzaamheid en het erfelijke karakter
van lysosomale stapelingsziekten vindt enzymdia-
gnostiek slechts plaats in een klein aantal gespeciali-
seerde laboratoria verbonden aan de klinisch-geneti-
sche centra. Hierdoor is het over het algemeen
noodzakelijk bloedmonsters te verzenden en om ver-
lies van enzymactiviteit gedurende verzending te
voorkomen wordt dit meestal per koerierdienst ge-
daan. Desondanks ondervinden wij regelmatig dat
bloedmonsters bij ontvangst te oud zijn om nog leu-
kocyten uit te kunnen isoleren. In de literatuur wordt
beschreven dat lysosomale enzymen zeer stabiel zijn
in DBS (3-5) en de bloedspot zou daarom een nuttig
extra type monster kunnen zijn. In dit artikel beschrij-
ven we de mogelijkheden en beperkingen van meting
van lysosomale enzymen in gedroogde bloedspots en
de implementatie van dit nieuwe type monster in ons
laboratorium.
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disch Centrum, Leiden
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Materiaal en Methoden

Bloedspots
Na opbrengen van bloed (65 µl per spot) op filter-
papier (Schleicher & Schuell nr 903) werden de
bloedspots overnacht gedroogd bij kamertemperatuur
en vervolgens bewaard bij 4 °C in afgesloten plastic
zakjes.
Monsters van patiënten met een lysosomale stape-
lingsziekte en controlemonsters werd verkregen door
routinematig bloedspots te maken van bloedmonsters
die voor lysosomale enzymdiagnostiek aan ons labo-
ratorium werden aangeboden. Een controlemonster
werd verkregen door een groot aantal spots te maken
van bloed van een gezond controlepersoon en dit
monster werd gedurende ongeveer 1 jaar in alle bepa-
lingen gebruikt.

Enzymassays
Enzymmetingen werden uitgevoerd met 3 mm pons-
jes (hetgeen overeenkomt met 3,4 µl bloed) gemaakt
met een kniptang. Uit een goede bloedspot (geheel
gevulde cirkel) kunnen ongeveer 10 ponsjes van 3
mm geponst worden. Bij alle enzymassays die in dit
onderzoek getest zijn werd gebruik gemaakt van
artificiële substraten die een 4-methylumbelliferryl
(4MU)-groep bevatten (8). De volgende enzymen
werden gemeten: α-L-iduronidase, β-D-glucuroni-
dase, α-L-fucosidase, α-D-mannosidase, N-acetyl-β-
D-glucosaminidase A + B, β-D-galactosidase, β-D-
galactosidase en β-D-glucosidase, alle als beschreven
in (8); N-acetyl-α-D-glucosaminidase (9); arylsulfa-
tase B (10); β-D-mannosidase (11); N-acetyl-α-D-ga-
lactosaminidase (12); N-acetyl-β-D-glucosaminidase
A (13), chitotriosidase (14) en palmitoyl-proteïne-
thio-esterase (15). Incubaties werden uitgevoerd bij
37 °C in Eppendorf-reactievaatjes met een incubatie-
volume van 30-150 µl afhankelijk van het te meten
enzym. Reacties werden gestopt met 0,2 mol/l carbo-
naat-glycine pH 10,5, zodat een eindvolume van 1,5
ml werd verkregen. Vrij 4-methylumbelliferron, het
product van de enzymreacties, werd gemeten met een
fluorimeter met een ‘sipper’ opzet (Shimadzu RF-
1501; excitatiegolflengte 366 nm, emissiegolflengte
442 nm) door vergelijking van monsters met een
ijklijn van 0-1 nmol 4MU. Het was niet nodig het
filtreerpapiertje te verwijderen voor fluorescentie-

meting. Alle metingen werden in duplo uitgevoerd
met een duplo blanco meting (filtreerpapiertje zonder
bloed), tenzij anders aangegeven. In alle bepalingen
werd tevens de activiteit van een controlemonster
gemeten.

Resultaten
Voor een groot aantal bepalingen van lysosomale
enzymen wordt gebruik gemaakt van synthetische sub-
straten die een 4-methylumbelliferyl(4MU)groep be-
vatten. Na hydrolyse van het substraat door het enzym
wordt het vrijgemaakte 4-methylumbelliferron door
middel van fluorometrie bepaald. Een potentieel pro-
bleem bij het gebruik van DBS is quenching van fluo-
rescentie door hemoglobine. Door een reeks 4MU-
concentraties te meten in aan- en afwezigheid van 3,4
µl bloed, overeenkomend met de hoeveelheid in 1
DBS-ponsje met diameter 3 mm, werd vastgesteld dat
quenching in de door ons gebruikte experimentele op-
zet 10-15 % bedroeg. Dit is relatief weinig en vormt
geen belemmering voor het gebruik van DBS.
Standaard incubatiecondities (buffer, pH, substraat-
concentratie en eventuele toevoegingen) zoals in ge-
bruik in de routinediagnostiek, waarbij o.a. met leu-
kocytenhomogenaten gewerkt wordt, voldeden in de
bepalingen met DBS. De hoeveelheid monster kan
echter niet gevarieerd worden en bedraagt 1 DBS-
ponsje. Voor elke enzymbepaling werd daarom het
gebied bepaald waarin er een lineaire relatie was tus-
sen incubatietijd en productopbrengst. Figuur 1A
geeft dit verband voor α-D-galactosidase. Hieruit werd
een optimale incubatietijd gekozen. Criteria hierbij
waren een hoeveelheid product dat betrouwbaar ge-
meten kon worden en een praktische incubatietijd.
Voor α-D-galactosidase werd 6 uur gekozen. Voor de
meeste lysosomale stapelingsziekten is er sprake van
een enzymdeficiëntie en wordt er zeer lage activiteit
gemeten voor het deficiënte enzym in vergelijking
met met referentiewaarden. Er zijn echter enkele uit-
zonderingen, zoals sterk verhoogde activiteit van chi-
totriosidase in plasma van symptomatische Gaucher-
patiënten (figuur 1B) en sterk verhoogde activiteit
van N-acetyl-β-D-glucosaminidase A + B in plasma
van patiënten met mucolipidose type II of III. In dit
geval dient met DBS korter dan gebruikelijk te wor-
den geïncubeerd (5-10 min i.p.v. 1 uur) om een cor-
recte activiteit te meten.
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Figuur 1. Productvorming als functie van incubatietijd. Hoeveelheid product per DBS-ponsje voor (A) α-D-galactosidase bij een ge-
zond controlepersoon en (B) chitotriosidase van een gezond controlepersoon (�) en een Gaucher-patiënt (�).

A B



Preïncubatie van de DBS-ponsjes in water of buffer
vóór het uitvoeren van de activiteitsmeting, met an-
dere woorden elutie van de enzymen, resulteerde niet
in verhoging van de gemeten activiteit (figuur 2).
Preïncubatie was daarom niet nodig, zelfs niet voor
enzymmetingen waarbij een relatief korte incubatie-
tijd wordt toegepast, zoals bij N-acetyl-β-D-glucosa-
minidase A + B (figuur 2).
DBS verkregen door vingerprik of door pipetteren
van EDTA-bloed (verkregen door een vena-punctie)
gaven vergelijkbare enzymactiviteiten. In DBS van
vingerprik en van EDTA-bloed was β-D-galactosi-
dase activiteit respectievelijk 86 en 89 µmol l-1 uur-1,
terwijl de N-acetyl-β-D-glucosaminidase A + B acti-
viteit in deze monsters respectievelijk 821 en 830
µmol l-1 uur-1 bedroeg.
De stabiliteit van lysosomale enzymen in DBS werd
uitgebreid getest voor α-L-iduronidase, β-D-galacto-
sidase (Fig. 3) en N-acetyl-β-D-glucosaminidase A +
B. Deze 3 enzymen behielden minstens 95 % van de
oorspronkelijke activiteit gedurende 1 maand opslag
bij 4 °C en minstens 85 % bij kamertemperatuur (20-
25 °C). Hogere temperaturen zouden kunnen voorko-
men bij verzending tijdens warme weersomstandig-
heden. Om het effect hiervan te testen werd een
tamelijk extreme conditie gekozen en werden DBS
bij 50 °C bewaard. Onder deze omstandigheden nam
de hoeveelheid actief enzym sneller af, maar was in
het geval van β-D-galactosidase en N-acetyl-β-D-
glucosaminidase A + B na 2 weken toch nog 40-50 %
van de oorspronkelijke hoeveelheid. α-L-iduronidase
bleek bijzonder stabiel te zijn in DBS. Voor dit en-
zym was er na 2 weken opslag bij 50 °C nog 80 %
restactiviteit. Voor alle andere lysosomale enzymen
die gemeten kunnen worden in DBS werd minstens
90 % restactiviteit gemeten na opslag gedurende 1
maand bij kamertemperatuur.
Intra-assay(‘within-run’)variatie werd bepaald door
van 4 of 5 monsters de activiteit in 5-voud te meten in
één bepaling en bedroeg 5-10 % voor de enzymen ge-
noemd in tabel 1. Interassay(‘day-to-day’)variatie werd
bepaald door van 4 monsters de activiteit 5 maal te
meten op verschillende dagen gedurende een periode
van één maand en was 6-14 %. De hoogste interassay-
variatie werd gevonden voor β-D-glucosidase (14 %).
Referentiewaarden werden vastgesteld voor alle en-
zymen die in DBS gemeten konden worden (tabel 1).
Er was geen goede correlatie tussen enzymactivitei-
ten gemeten in DBS enerzijds en leukocyten homo-
genaten of plasma anderzijds. Waar voor sommige
bloedmonsters hoge enzymactiviteit gevonden werd
in leukocyten en lage activiteit in DBS, was voor an-
dere monsters het omgekeerde het geval. Dit hangt
samen met de complexe samenstelling van DBS (zie
ook discussie). Een belangrijk aspect van een enzym-
assay is dat hiermee patiënten onderscheiden kunnen
worden van niet-patiënten. Voor de meeste enzym-
assays was dit het geval. Voor zover patiëntmonsters
beschikbaar waren zijn de waarden die hiermee wer-
den verkregen weergegeven in tabel 1. In de meeste
gevallen lag de gemeten activiteit in patiëntmonsters
buiten het gebied van de referentiewaarden, over het
algemeen ver hieronder. Er waren echter enkele uit-

zonderingen. De α-D-galactosidaseactiviteit van
vrouwelijke patiënten met de ziekte van Fabry, een
X-gebonden aandoening, lag zowel onder als in het
gebied van de referentiewaarden, terwijl mannelijke
patiënten allen lage activiteit hadden (figuur 4). In
onze metingen had 36 % (4/11) van de vrouwelijke
M.-Fabry-patiënten 'normale' α-D-galactosidaseacti-
viteit, hetgeen goed overeenkomt met gegevens uit de
literatuur (16). De β-D-glucosidaseactiviteit bij pa-
tiënten met de ziekte van Gaucher type I lag in een
enkel geval maar net onder de referentiewaarden. De
hoogst gemeten patiëntwaarde bedroeg meer dan 50
% van de laagst gemeten controlewaarde (tabel 1).
De sensitiviteit en specificiteit zijn hier nog niet
duidelijk en β-D-glucosidasemeting alleen kan daar-
om niet gebruikt worden voor diagnostiek van M.
Gaucher. Wel is het zo dat symptomatische M.
Gaucher-patiënten verhoogde chitotriosidaseactiviteit
hebben in plasma. De combinatie van verlaagde β-D-
glucosidaseactiviteit en verhoogde chitotriosidase-
activiteit wijst dan op M. Gaucher. Bij twijfel is be-
vestiging van de bevindingen in leukocyten en
plasma nodig.
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Figuur 2. Het effect van preïncubatie van DBS-ponsjes (elutie
van enzym) op de gemeten activiteit van N-acetyl-β-D-gluco-
saminidase A + B. DBS-ponsjes werden gedurende verschil-
lende tijden (0-24 uur) bij 4 °C geïncubeerd in 50 µl water (�)
of citraat/fosfaatbuffer pH 4,4 (∆). Vervolgens werd 100 µl
substraatoplossing toegevoegd en werd de enzymincubatie uit-
gevoerd bij 37 °C.

Figuur 3. Stabiliteit van β-D-galactosidase in DBS tijdens op-
slag bij verschillende temperaturen. Na het aanmaken en over-
nacht drogen bij kamertemperatuur werden DBS bij 4 °C (�),
kamertemperatuur (∆) en 50 °C (X) opgeslagen en werd op
een aantal momenten de β-D-galactosidaseactiviteit bepaald.



Discussie
Gedroogde bloedspots (DBS) zijn geschikt voor me-
ting van de activiteit van een aanzienlijk aantal lyso-
somale enzymen. Van 15 enzymen kon de activiteit in
DBS betrouwbaar gemeten worden met de gangbare
4-methylumbelliferyl(4MU)substraten (tabel 1). Deze
15 enzymen werden gekozen, omdat de bepaling
hiervan relatief eenvoudig is. Voor N-acetyl-α-D-
neuraminidase, N-acetylgalactosamine-6-sulfaatsulfa-
tase en galactocerebrosidase werd geen activiteit
gevonden. Mogelijke verklaringen hiervoor zijn on-
voldoende stabiliteit van de enzymen, remming van
enzymactiviteit door bloedcomponenten, of het mem-
braangebonden karakter van de enzymen. Van een
aantal andere enzymen werd de geschiktheid van
DBS nog niet getest. Hier zijn uiteenlopende redenen
voor, zoals onvoldoende enzymactiviteit en interfe-
rentie door hemoglobine bij gebruik van chromogene
substraten. Voor zover monsters van patiënten met
een lysosomale stapelingsziekte beschikbaar waren
konden enzymdeficiënties of sterk verhoogde enzym-
activiteiten goed onderscheiden worden van normale
controles. Op dit moment kan in ons laboratorium on-
geveer 40 % van de Nederlandse patiënten met een
lysosomale stapelingsziekte met behulp van DBS ge-
diagnosticeerd worden.
Er was geen goede correlatie tussen enzymactivitei-
ten gemeten in DBS enerzijds en leukocyten homoge-
naten of plasma anderzijds. Bovendien vonden wij
voor DBS een grotere spreiding in referentiewaarden.
Dit is niet verrassend en de oorzaak hiervan ligt in de
aard van het materiaal. DBS is een mengsel van
plasma en diverse typen bloedcellen die mogelijk

verschillende expressie vertonen van lysosomale
enzymen. Bij verschillende personen kan er uiteen-
lopende mate van uitscheiding van een enzym in
plasma zijn. Daarnaast kunnen er wisselende gehaltes
van bloedcellen zijn (bv. leukocytose). Hierdoor kun-
nen sterk uiteenlopende enzymactiviteiten gemeten
worden. Het is daarom des te meer van belang één of
meerdere controle-enzymen te meten bij het vaststel-
len van een deficiëntie in DBS.
Meting in DBS heeft een aantal duidelijke voordelen
ten opzichte van het gebruik van leukocyten (en
plasma) geïsoleerd uit volbloed. Voor de patiënt is de
kleine hoeveelheid bloed die nodig is voor diagnos-
tiek (~0.3 ml) gunstig. Een vingerprik voldoet in veel
gevallen. Het laboratorium heeft met name profijt
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Tabel 1. Activiteiten van lysosomale enzymen gemeten in DBS

Ziekte Enzyma Referentiewaardenb Patientwaardenc

(µmol l-1 uur-1) (µmol l-1 uur-1)

Mucopolysaccharidosen
Hurler/Scheie (MPS I) α-L-iduronidase 3,3 - 13,6 0,3; 0,7 (n=2)
Sanfilippo type B (MPS IIIB) N-acetyl-α-D-glucosaminidase 3,1 - 15,5 0,1 (n=1)
Maroteaux-Lamy(MPS VI) Arylsulfatase B 8,5 - 32 1,4 (n=1)
Sly (MPS VII) β-D-glucuronidase 22 -168 0 (n=1)

Oligosaccharidosen
Fucosidose α-L-fucosidase 36 - 205 2 (n=1)
α-mannosidose α-D-mannosidase 40 - 126 -
β-mannosidose β-D-mannosidase 44 - 131 -
Schindler N-acetyl-α-D-galactosaminidase 2,5 - 7,8 -

Mucolipidosen
Mucolipidose type II/III N-acetyl-β-D-glucosaminidase A + B 565 - 1206 5925 (n=1)

Sphingolipidosen
GM-1 gangliosidose β-D-galactosidase 27 - 151 -
Tay-Sachs N-acetyl-β-D-glucosaminidase A 57 -147 7 (n=1)
Sandhoff N-acetyl-β-D-glucosaminidase A + B 565 - 1206 -
Gaucher β-D-glucosidase 1,3 - 6,2 0 - 0,7 (n=5)

Chitotriosidase 14 - 291 162 - 3117 (n=5)
Fabry α-D-galactosidase 3,3 - 21,4 M 0,0-0,6 (n=9)

V 1,0-5,3 (n=11)
CLN1 Palmitoyl-proteïnethio-esterase 7,0 - 17,3 -

a Enzymen zijn ingedeeld in groepen op basis van het belangrijkste stapelingsproduct
b Referentiewaarden bepaald in minstens 20 monsters
c Voor zover beschikbaar

Figuur 4. α-D-Galactosidaseactiviteit in controlemonsters en
in monsters van mannelijke en vrouwelijke patiënten met de
ziekte van Fabry. Voor de controlemonsters en de vrouwelijke
Fabry-patiënten is de mediaan waarde aangegeven door een
korte lijn. De ondergrens van het referentiegebied is aangege-
ven met een stippellijn.



van de minimale bewerking van monsters: slechts het
vervaardigen van ponsjes uit een gedroogde bloed-
spot. Het isoleren van cellen of plasma en een eiwit-
bepaling zijn niet langer nodig. Indien volbloed
wordt ingestuurd bestaat extra monstervoorbewer-
king uit het vloeien van bloed op filtreerpapier en het
drogen hiervan. Bovendien maakt het overbodig wor-
den van het isoleren van cellen en plasma automatise-
ring van de bepalingen eenvoudiger (17).
Lysosomale enzymen zijn opvallend stabiel in DBS.
De enzymen vertonen nagenoeg geen denaturatie of
afbraak gedurende langere tijd (maanden) bij 20-25
°C en zelfs na wekenlange opslag bij 50 °C is nog
activiteit meetbaar. Deze hoge stabiliteit maakt ver-
zending van patiëntmonsters per reguliere post moge-
lijk. Snelle bezorging is niet noodzakelijk en de
temperatuur tijdens verzending is niet heel kritisch.
Het opsparen van monsters en batchgewijze verzen-
ding evenals verzending vanuit afgelegen gebieden
behoort tot de mogelijkheden. Wel is het nodig bij
verzending van een monster één of meerdere contro-
lemonsters mee te zenden om verlies van enzym-
activiteit tijdens transport uit sluiten.Verder is retro-
spectieve diagnose op bloedspots uit de neonatale
screening mogelijk indien de patiënt is overleden en
er naderhand verdenking op een lysosomale sta-
pelingsziekte ontstaat (4). Als in de toekomst meer
laboratoria ervaring opbouwen met diagnostiek van
lysosomale stapelingsziekten in DBS zijn deze zeer
geschikt als monster in programma's voor externe
kwaliteitsborging (rondzendingen).
Een obstakel voor het breed toepassen van DBS als
monster in de diagnostiek van lysosomale stapelings-
ziekten is dat niet alle lysosomale enzymen gemeten
kunnen worden in DBS, zoals in de eerste paragraaf
van de discussie reeds werd beschreven. Als in een
onderzoek één van de gewenste enzymbepalingen
niet mogelijk is op DBS, is toch volbloed nodig.
Bijvoorbeeld metachromatische leukodystrofie en de
ziekte van Krabbe, lysosomale stapelingsziekten die
in Nederland relatief veel voorkomen (18), kunnen
met de gangbare enzymassays nog niet in DBS
onderzocht worden. Voor diagnostiek naar deze aan-
doeningen is het nodig nieuwe methoden te ontwik-
kelen of toe te passen. Recent zijn enkele alternatieve
onderzoeksmethoden beschreven om deficiëntie van
lysosomale enzymen vast te stellen. Zo zijn er immu-
nochemische tests voor een aantal enzymen beschre-
ven, waaronder α-D-galactosidase (19). Een poten-
tieel krachtige methode is beschreven door Li et al.
(20) en maakt gebruik van speciaal ontwikkelde sub-
straten en detectie van de reactieproducten door mid-
del van tandem massaspectrometrie. Een voordeel
van een dergelijke aanpak is dat multiplexassays mo-
gelijk zijn, waarin de activiteiten van een aantal enzy-
men tegelijkertijd gemeten kunnen worden.
Concluderend kunnen we stellen dat de gedroogde
bloedspot prima bruikbaar is als extra monstertype in
de diagnostiek van lysosomale stapelingsziekten, maar
op dit moment niet geschikt als totale vervanging
voor de gouden standaard, leukocyten. Voor lysoso-
male enzymdiagnostiek aan nieuwe patiënten zijn
DBS met name geschikt voor gerichte onderzoeks-

vragen waarbij een beperkt aantal enzymen bij een
patiënt getest dient te worden. Dit kan één enzym
zijn, zoals α-D-galactosidase bij verdenking op de
ziekte van Fabry, of een aantal enzymen zolang alle
assays mogelijk zijn met DBS. Ook kan de DBS zeer
waardevol zijn bij het screenen van bepaalde defecten
in risicopopulaties (16) en bij het volgen van patiën-
ten die behandeld worden.
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Summary

Enzymatic diagnosis of lysosomal storage diseases in dried
blood spots. Ruijter GJG, El Bouyakoubi N, De Vries R,
Poorthuis BJHM. Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2005;
30: 249-254
Enzymatic analysis of lysosomal storage diseases is commonly
performed with leukocytes or plasma. Recently, methods have
been developed to analyse lysosomal enzyme activities in a
novel sample type, dried blood spots (DBS). In this paper we
describe introduction of DBS for lysosomal enzyme testing in
our laboratory. Enzyme activity could be reliably measured in
3 mm DBS punches for 15 lysosomal enzymes and for these
enzymes reference values were established. Inter-assay CVs
varied between 6 and 14 % for the different enzymes. All
enzymes had at least 85 % residual activity after 1 month
storage at 20-25 °C. Lysosomal enzymes are therefore mar-
kedly stable in DBS and this may be beneficial during ship-
ment of samples. Not all lysosomal enzymes can be assayed in
DBS prohibiting substitution of leukocytes by DBS as a
sample. Nevertheless, DBS are suitable for focused diagnostic
requests, i.e. when a limited number of lysosomal enzymes
has to be tested in a patient.

Keywords: lysosomal storage disease; dried bloodspot; enzy-
matic diagnosis; Guthrie card
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