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Novorozenecky screening dédiénych metabolickych poruch
metodou tandemové hmotnostni spektrometrie
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SOUHRN

Cil studie: Zhodnotit pfipravenost pracovisté pro celostatni screening 19 deédi¢nych metabolickych poruch (DMP)
metodou tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS).

Material a metoda: VySetfeno bylo 40 393 vzorkd z novorozeneckého screeningu a 13 315 vzork(l od déti s klinickym
podezienim na DMP. Kontrolni skupinu tvofilo 1130 vzork(i od 118 pacientu s jiz potvrzenou DMP.

Vysledky: Senzitivita metody na kontrolnim souboru byla 97,5%. V novorozeneckém screeningu jsme diagnostikovali
7 pacientll s DMP: 4 s fenylketonurii’/hyperfenylalaninémii (PKU/HPA), 2 s poruchou B-oxidace mastnych kyselin (BOX
MK) a 1 s metylmalonovou acidémii (MMA). Incidence DMP v novorozenecké populaci v nasi spadové oblasti byla
1 :5 771. V prospektivnim selektivnim screeningu jsme diagnostikovali DMP u 14 pacient(: 9 s poruchou BOX MK,
3 s PKU/HPA, 1 s tyrosinémii I. typu a 1 s MMA.

Zaver: V¢asna diagnostika Iécitelnych DPM pied rozvojem pfiznakll onemocnéni spolu s genetickym poradenstvim
pfi novorozeneckém screeningu pomoci MS/MS.

Klicova slova: dédicné metabolické poruchy, novorozenecky screening, tandemova hmotnostni spektrometrie.

SUMMARY

Chrastina P., Stastna S., Myskova H., Kosafova M., Elleder M., Zeman J. Newborn Screening of Inherited Metabo-
lic Disorders by Tandem Mass Spectrometry

Objective: To confirm preparedness of our department for newborn screening of 19 inherited metabolic disorders
(IMDs) by tandem mass spectrometry (MS/MS).

Material and Method: We analysed 40 393 samples from newborn screening and 13 315 samples from patients
suspected for IMDs. Control group was 1130 samples from 118 patients with confirmed IMDs.

Results: Sensitivity of the method in control group was 97.5%. In newborn screening, we detected 7 patients with IMDs:
4 with phenylketonuria/hyperphenylalaninemia (PKU/HPA), two with disorders of fatty acids (-oxidation and one with
methylmalonic acidemia (MMA). The overall incidence of IMDs in newborn population was 1 : 5771. In the prospective
selective screening, we diagnosed IMDs in 14 patients: 9 with disorders of fatty acids B-oxidation, three with PKU/HPA,
one with tyrosinemia type | and one with MMA.

Conclusion: Early diagnostics of treatable IMDs before clinical symptoms together with genetic counselling and prena-
tal diagnostics represent the most effective medical approach to IMDs. We are now able to diagnose 19 IMDs in

newborn screening by MS/MS.

Key words: inborn errors of metabolism, newborn screening, tandem mass spectrometry.

Dédi¢né poruchy metabolismu (DPM) tvofi hetero-
genni skupinu vice nez 500 rGznych onemocnéni, kte-
ra se vyznamné podileji na nemocnosti a umrtnosti dé-
ti i dospélych (1). A¢koliv jen mensi ¢ast DPM je v sou-
Casné dobé Iécitelnd, predstavuje novorozenecky scree-
ning dietou IéCitelnych DPM, mezi které patfi pfede-
v8im poruchy metabolismu aminokyselin, organické aci-
durie a poruchy B-oxidace mastnych kyselin, spolu s ge-
netickym poradenstvim a prenatalni diagnostikou nej-
dokonalejSi a nejefektivnéjsi l1ékarsky pfistup k DMP,
a to prfedevsim v situaci, jsou-li provadény celostatné
(6). Novorozenecky screening dédi¢nych metabolickych
poruch (DMP) oslavil v loriském roce Ctyficet let své
existence. Zapocal v roce 1962 zavedenim Guthrieho
bakterialniho testu pro v€asné rozpoznani PKU/HPA
v USA.

Po Uspéchu s rozpoznanou PKU/HPA byly vyvinu-
ty dalSi specifické screeningové testy pro riizné choro-
by v€etné metabolickych (galaktosémie, leucinéza, ho-
mocystinurie atd.), dale endokrinopatii (kongenitaini hy-
potyredza, kongenitalni adrenalni hyperplazie), infek-

¢nich chorob (kongenitalni syfilis, kongenitalni toxo-
plazméza), hemoglobinopatii a cystické fibrozy.

Moderni pfistup k novorozeneckému screeningu
DPM zavisi na ekonomické Urovni a organizaci zdra-
votni péce jednotlivych region(l.

V CR byla ve vé&t§im rozsahu Guthrieho metoda pro
screening PKU vyuzivana od roku 1969, celoplo$ny na-
rodni novorozenecky screening PKU byl zahgjen v ro-
ce 1975. Pozdéji byl novorozenecky screening v Ceské
republice rozSifen o vySetfovani kongenitalni hypoty-
rebzy a v soucasné dobé se pfipravuje screening konge-
nitalni adrenalni hyperplazie.

Od 90. let 20. stoleti se v novorozeneckém scree-
ningu DPM zacala uplatriovat nova analyticka techni-
ka — tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS).
Tato metoda podle potfeby umoziiuje v jedné suché kap-
ce krve pfi relativné nizkych finanénich nakladech na
vySetieni jedné DMP rozpoznat az nékolik desitek za-
vaznych DPM (tab. 1) jesté pfed rozvojem klinickych
pfiznakll onemocnéni. Pfedkladame vysledky vlastni
pilotni studie screeningu DPM pomoci MS/MS.



Table 1. Disorders that can be screened for by tandem mass spectrometry (2,4)

Amino acid disorders

maple syrup urine disease

phenylketonuria

tyrosinemia type1

homocystinuria

hyperornithinemia

Organic acid disorders

glutaric acidemia, type 1

glutaric acidemia, type 2
3-hydroxy-3-methylglutaryl -CoA lyase

deficiency

isovaleric acidemia

3-methylcrotonyl CoA carboxylase

deficiency

methylmalonic acidemia

propionic acidemia

3-ketothiolase deficiency

Disorders of cholesterol and bile acids metabolism
Disorders of purine and pyrimidine metabolism

Fatty acid oxidation defects
carnitine palmitoyltransferase 1
carnitine palmitoyltransferase 2
carnitine/acylcarnitine translocase
defect

long-chain L-3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase / trifunctional protein
deficiency

medium-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency
short-chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency

very-long-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency

carnitine transporter defect

Urea cycle disorders

citrullinemia

arginase deficiency argininosuccinic aciduria
HHH syndrome

Peroxisomal disorders

Lysozomal disorders

Material a metoda

V obdobi let 2000—2004 jsme metodou MS/MS vy-
Setfili celkem 40 393 vzorkd krve ziskanych v rdmci
novorozeneckého screeningu PKU z nasi spadoveé ob-
lasti a 13 315 vzork( krve od déti a dospélych pacien-
t0 s klinickym podezfenim na DPM ze vSech region(
CR. V retrospektivni studii jsme vySetfili 1130 vzork{
krve od 118 pacientli s DMP. Diagn6za u nich byla po-
tvrzena vySetfenim aktivity deficitniho enzymu a/nebo
molekularné genetickym vySetfenim. Vzorky byly vy-
Setfovany ve skupinach pod €iselnym kédem a po vy-
hodnoceni dodate¢né identifikovany.

Koncentrace acylkarnitin{i a aminokyselin byly stano-
veny metodou tandemové hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem a pfimym nastfikem vzorku. Ami-
nokyseliny a acylkarnitiny byly extrahovany 200 pl meta-
nolu obsahuijiciho deuteriem znacené standardy amino-
kyselin a acylkarnitinGi z ter¢iku ze suché krevni kapky
o poloméru 3 mm po dobu 25 minut. Odparek byl butylo-
van pfi 60 °C 30 minut. Pfed analyzou byl odparek roz-
pustén ve smeési acetonitrilu a vody (50/50 v/v) s pfidav-
kem 0,02% kyseliny mravenci. Aminokyseliny byly sta-
noveny skenem konstantni neutralni ztraty 102 a acylkarni-
tiny skenem rodiCovskych iontt pro dcefiny ion 85. Kvan-
tifikace se provadéla z pomért intenzit molekularnich iont
aminokyselin, acylkarnitin{i a pfislusnych standardu.

Vysledky

Hodnoty cut-off pro jednotlivé aminokyseliny
a acylkarnitiny jsme nastavili na zakladé literarné publi-
kovanych dat (3, 7, 8) a ovéfili na nasem souboru paci-
entl. Stanovili jsme pravidla pro diagnostiku 19 DMP
(tab. 2). Mez detekce v suché kapce krve pro acylkarni-
tiny metodou MS/MS je 0,05 umol/l a pro aminokyseliny
5 pmol/l.

Table 2. Disorders screened by tandem mass spectrometry

Class |Disorder Estimated incidence

Amino |maple syrup urine disease 1:185 000

acids |phenylketonuria 1:14 000
tyrosinemia type 1 1:100 000-200 000

Organic|glutaric acidemia, type 1 1:50 000

acids |glutaric acidemia, type 2 not established
3-hydroxy-3-methylglutaryl > 100 cases
-CoA lyase deficiency
isovaleric acidemia > 70 cases
3-methylcrotonyl CoA > 50 cases
carboxylase deficiency
methylmalonic acidemia 1:48,000-61,000
propionic acidemia 1:87,000-137,000
3-ketothiolase deficiency > 50 cases
Fatty |carnitine palmitoyltransferase 1 |~ 20 cases
acids
carnitine palmitoyltransferase 2 |> 200 cases
carnitine/acylcarnitine ~ 10 cases

translocase defect
long-chain L-3-hydroxyacyl-CoA|> 200 cases
dehydrogenase/trifunctional
protein deficiency
medium-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency
short-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency
very-long-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency
carnitine transporter defect

1:14,000

not established

> 200 cases

not established

U kontrolni skupiny pacient(i s DMP nélez svédgil pro
sledovanou diagndzu, pouze u tfi pacientl s deficitem
dehydrogenazy kratkych acyl-CoA, karnitinpalmi-
toyltransferazy Il a dehydrogenazy dlouhych 3-hydroxya-
cyl-CoA pfi dobré metabolické kompenzaci byl nalez nor-
malni. Senzitivita metody na tomto souboru byla 97,5%.
V rémci novorozeneckého screeningu jsme zachytili 7 no-
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vorozencl s DMP (tab. 3, 4). Incidence sledovanych DMP
v novorozenecké populaci v nasi spadové oblasti je
1:5771.V ramci selektivniho screeningu byla diagnéza
DMP uréena u 14 pacientt (tab. 3, 5).

Table 3. Results of newborn and selective screening of inherited
metabolic disorders

Screening | Total | Patients|False-positive | Mean positive
patients | with IMD tests predictive value

Newborn | 40393 7 118 (0.29 %) 5.6%

Selective | 13315 14 7 (0.06 %) 66.7%

Table 4. Patients detected from newborn screening of inherited
metabolic disorders

Disorder Number
of patients

phenylketonuria/hyperphenylalaninemia 4

long-chain 3-hydroxy-acyl-CoA dehydrogenase

deficiency 1

medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency 1

methylmalonic acidemia 1

Table 5. Patients detected from selective screening of inherited
metabolic disorders

Disorder Number
of patients
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency 5
phenylketonuria/hyperphenylalaninemia 3
multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency 2
very long-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency 1
tyrosinemia type | 1
methylmalonic acidemia 1
deficiency of transport of acylcarnitines 1

Diskuse

Dédi¢né poruchy metabolismu aminokyselin, orga-
nické acidurie a poruchy B-oxidace mastnych kyselin
(tab. 1), které Ize diagnostikovat v ramci novorozenecké-
ho screeningu DPM metodou MS/MS, se klinicky ob-
vykle projevuji zavaznou akutni dekompenzaci, ¢asto
jiz v utlém véku. Progndza v€as nediagnostikovanych
a neléCenych déti je vétsinou nepfizniva, u déti, které
preziji akutni ataku onemocnéni, ¢asto dochazi k po-
Skozeni CNS a poru$e psychomotorického vyvoje (1).

Metoda MS/MS je velice citliva a specificka a umoz-
fuje stanovit koncentrace aminokyselin a acylkarniti-
nu jiz v nékolika mikrolitrech krve. Pfistroje pro MS/
/MS jsou vysokokapacitni a umozriuji vySetfit v pribé-
hu jednoho pracovniho dne nékolik set vzorkl. Pocet
fale$né pozitivnich nalezl se oproti stavajicim meto-
dam redukuje z 1,5 % na 0,29 % a pro PKU/HPA je to
dokonce 0,03 % (4). Tim se vyznamné snizuje psychic-
ka zatéz rodin s faledné pozitivnim vysledkem scree-
ningu. Nejvétsim pfinosem MS/MS je vysoky zachyt
poruch [B-oxidace mastnych kyselin, které nejsou
diagnostikovatelné jinymi screeningovymi metodami.

V soucasné dobé probihaji po celém svété pilotni
studie (2) a 30 z 51 statt USA jiz MS/MS pouziva jako

rutinni soucast novorozeneckého screeningu (tab. 6).
Studie prokazaly, ze MS/MS v&as zachyti onemocné-
ni a umozni IéCbu (5). Byla téz zjiSténa incidence raz-
nych DMP a v nékterych pfipadech, napf. u deficitu
MCAD a deficitu 3-methylkrononyl-CoA-karboxylazy, se
ukazalo, ze skute¢na incidence téchto DMP je az né-
kolikrat vétsi, nez se doposud predpokladalo (4, 5).

Table 6. Results of ongoing screening programs using tandem
mass spectrometry (2)

Program Duration | Number | Incidence
screened

New South Wales,

Australia 1 year 137 000 1:4420

New England, USA 2 years | 164 000 1:4830

Neo Gen Screening, USA | 7 years | 700 000 1:4300

Bavaria, Germany 7 months | 87 000 1:3960

Vyhoda nového screeningu DPM metodou MS/MS
nespociva pouze v rozsifeni screeningu PKU o dalsi
DPM, ale také v tom, ze vzorek krve Ize odebrat jiz 3.
den po narozeni (5). To umoznuje Casnéjsi propousteni
fyziologickych novorozencl a jejich matek z porodnic.

Zaver

Tandemova hmotnostni spektrometrie je vykonna
a vysoce senzitivni technologie, ktera umozriuje pfi no-
vorozeneckém screeningu diagnostikovat az nékolik de-
sitek riznych DMP. V¢asna diagnostika Ié¢itelnych DPM
jesté pred rozvojem priznak( onemocnéni spolu s ge-
netickym poradenstvim a prenatalni diagnostikou pred-
stavuji nejefektivnéjsi lekarsky pfistup k DPM. Vysled-
ky nasi pilotni studie ukazuji, ze jsme schopni pfi no-
vorozeneckém screeningu DPM pomoci MS/MS dia-
gnostikovat 19 DMP, jejichz souhrnna incidence v nasi
spadove oblasti je 1 : 5771.
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