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                    Udhërrëfyes klinik për diagnostikimin e Sëmundjes Gaucher
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1. Hyrja

Sëmundja Gaucher është sëmundje e rrallë gjenetike që karakterizohet me grumbullimin e  glycocerebrozideve në qelizat e sistemit monocit-makrofag. Shkaktohet nga mungesa e enzimit glucocerebrozidazë, mungesë kjo e cila çon në depozitimin e papërshtashëm të lipideve komplekse në disa lloje qelizash, të cilat shkaktojnë ndryshime në mëlçi, shpretkë, palcën e eshtrave dhe ndonjëherë edhe në mushkëri.

Ky udhërrëfyes është adaptuar per t’ju ardh në ndihmë profesionistëve shëndetësorë për diagnostikim të sëmundjes Gaucher. Gjithashtu synon të zvogëlojë rrezikun e komplikimeve tek kjo sëmundje.
Në të gjithë spektrin e gjerë fenotipik të SG, paraqitjet klinike mund të përfshijnë splenomegalinë, hepatomegalinë dhe anomalitë e gjakut dhe kockave. Këto janë tipike për SG1 (lloji që prek > 90% të pacientëve me SG nga Evropa dhe Amerika e Veriut). 

Në përgjithësi, ashpërsia e simptomave lidhet me moshën, me një prognozë më të keqe në ata që janë simptomatikë në një moshë shumë të re. Kjo lidhet kryesisht me një nivel më të ulët të aktivitetit të enzimës që rezulton në një ashpërsi më të madhe në fëmijëri.

Megjithëse SG u përshkrua pothuajse 140 vjet më parë nga dermatologu francez Philippe Gaucher në vitin 1882, në dy dekadat e fundit janë arritur përparime të mëdha në vlerësimin e spektrit fenotipik, që lidhet me këtë çrregullim si dhe njohuri të reja të cilat ndikojnë në diagnostikimin dhe trajtimin e pacientëve.

Sëmundja Gaucher, shoqërohet me një sërë simptomash, duke përfshirë dhimbjen, lodhjen, aneminë, trombocitopeninë, verdhëzën, dëmtimin e kockave dhe zmadhimin e mëlçisë dhe shpretkës.

2.Qëllimi dhe fokusimi

Qëllimi i këtij udhërrëfyesi, është që të ofrojë rekomandime të bazuara në prova në mënyrën më të mire që plotësojnë nevojat e pacientëve, duke siguruar diagnozë në kohë dhe të saktë për pacientët me SG.

2.1. Definicioni dhe klasifikimi

Sëmundja Gaucher është sëmundje e rrallë gjenetike që karakterizohet me grumbullimin e  glucocerebrozideve në qelizat e sistemit monocit-makrofag. 

Shkaktohet nga mungesa e enzimit glucocerebrozidazë.

Enzima është e pranishme në lizozomet e të gjitha qelizave me bërthama dhe këput lidhjen beta-glukozidike të glukozilceramidit (GlcCer) duke prodhuar glukozë dhe ceramide. Prandaj, mungesa e GC-ase çon në akumulimin progresiv lizozomal të GlcCer dhe derivatit të tij të deaciluar, glucosilsphingosine (GlcSph) kryesisht në sistemin monocit/makrofag, duke rezultuar në mosfunksionim të shumë organeve.
  Sëmundja Gaucher është klasifikuar në tri tipe:

- Tipi I , i referohet formës joneurologjike (më e përhapura).

 − Tipi II, i referohet formës akute, infantile neuronopatike, zakonisht vdekjeprurëse në foshnjëri. 

− Tipi III, i referohet formës kronike, neuronopatike. 

Tipi II dhe III, përfshijnë  8% përkatesisht 22% të rasteve. Manifestimet klinike tek fëmijët ndryshojnë nga ato tek të rriturit, si në paraqitje ashtu edhe në ecurinë e sëmundjes. 

2.2 Të dhënat epidemiologjike
Ekzistojnë të dhëna të kufizuara në dispozicion për epidemiologjinë e sëmundjes Gaucher. Si një nga çrregullimet më të zakonshme të depozitimit lizozomal, sëmundja Gaucher vlerësohet të prekë më pak se 0.6 në 10,000 njerëz në Bashkimin Evropian (BE). Kjo është e barabartë me një total prej më pak se 23,000 njerëz dhe është nën tavanin për përcaktimin e sëmundjeve të rralla, që është 5 persona në 10,000. Në SHBA, rreth 20,000 njerëz janë të prekur nga sëmundja Gaucher e tipit I, e cila plotëson përkufizimin rregullator të SHBA-së për sëmundjen e rrallë (më pak se 200,000 njerëz në SHBA).

Në Britaninë e Madhe, frekuenca e përgjithshme e të gjitha llojeve të sëmundjes Gaucher është rreth 1 në 50,000 deri në 1 në 100,000 lindje të gjalla. Mbi 90% e njerëzve të prekur kanë sëmundjen Gaucher të tipit 1. Prevalenca e sëmundjes Gaucher të tipit 1 vlerësohet të jetë 1 në 200,000 në evropianët jo-ashkenazi, që barazohet me rreth 250 njerëz në Angli dhe Wells. Është më e shpeshtë tek hebrenjtë - Ashkenazi, me një frekuencë prej rreth 1 në 500 deri në 1 në 1000 lindje të gjalla. Ekspertët klinikë vlerësojnë se ka 350 deri në 400 pacientë me sëmundjen Gaucher (llojet 1, 2 dhe 3) në Angli dhe 50 deri në 100 pacientë mund të kualifikohen për trajtim me eliglustat.

Historia natyrore e sëmundjes së patrajtuar përpara disponueshmërisë së terapisë zëvendësuese të enzimës, është e dokumentuar dobët dhe ka informacion të kufizuar mbi jetëgjatësinë për njerëzit me sëmundjen Gaucher. Personat që paraqiten nën moshën mesatare të fillimit prej rreth 14 vjeç me splenomegali masive dhe hipersplenizëm, kanë një prognozë  të keqe. Këta pacientë zakonisht zhvillojnë sëmundje kockore dhe palëvizshmëri në dekadën e tretë ose të katërt të jetës, me një vdekshmëri të lartë të hershme.

Eliglustat, është një terapi reduktuese e substratit, që frenon pjesërisht enzimën glucosylceramide syntase. Ky veprim rezulton në prodhimin e reduktuar të glukozilceramidit. Është në formë tabletare.

Opsioni kryesor i trajtimit është terapia e zëvendësimit të enzimës (ERT – imigluceraza ose velagluceraza, talygluceraze). Kjo jepet me infuzion të rregullt intravenoz, i cili kërkon kohë dhe i rëndë për pacientët dhe kujdestarët. 

Miglustat është një terapi orale, e cila ofron një alternativë për pacientët, për të cilët ERT nuk është i përshtatshëm. Terapia mbështetëse mund të përfshijë produkte gjaku, bisfosfonate dhe analgjezik. NHS Angli dhe ekspertët klinikë deklaruan se praktika aktuale klinike në Angli është titrimi i dozës së ERT dhe përdorimi i dozës më të ulët efektive. Miglustat përdoret në një numër shumë të vogël pacientësh. Ekspertët klinikë, vunë në dukje se pacientët me sëmundjen Gaucher të tipit 1, zgjedhin ERT sa herë që është e mundur, sepse miglustat është i lidhur me çështje të tolerancës dhe me efikasitet modest. Menaxhimi i sëmundjes Gaucher ka nevojë për një qasje të individualizuar ndaj trajtimit që merr parasysh manifestimet e sëmundjes, barrën e sëmundjes dhe nevojat e cilësisë së jetës.

2.3 Numri i rasteve të raportuara

Që nga fillimi i mundësisë së diagnostikimit përmes qendrave referente , janë diagnostikuar 17 raste të moshave të ndryshme.

2.4. Popullata e cakut

Pacientët e të gjitha moshave….

2.5. Audienca e cakut për udhërrëfyes

Specialistët e pediatrisë, specialistët e mjekësisë familjare, specialistët për sëmundjet e brendshme, mjekët e përgjithshëm, infermieret e të gjitha profileve.

UK i dedikohet ofruesve dhe shfrytëzuesëve të shërbimeve shëndetësore, menaxherëve të Institucioneve shëndetesor, departamenteve farmaceutike në MSh si përgjegjës për sigurimin e materialit dhe terapisë medikamentoze dhe ShSKUK – së përfshirë këtu te gjitha nivelet e saj sekondare si dhe QKUK –në si qendër terciare, sektorit te mjekësisë primare (Qendrave te Mjekësisë familjare), spitaleve dhe ambulancave private që ushtrojnë veprimtarinë sipas legjislacionit në fuqi te RKS. UK gjithashtu i dedikohet pacientëve, familjarëve të të sëmurëve dhe kujdestarëve të tyre.

Në adaptimin e UK, grupi punues është kujdesur që udhërrëfyesi të jetë i bazuar në dëshmi me rekomandime të përshtatshme për zbatim në vendin tonë.

3. Metodologjia

Janë shqyrtuar shumë Udhërrëfyes klinik (UK)   internacional, të publikuar në 5 vitet e fundit (2017-2023) të shkruara në gjuhën angleze, të kuptueshëm për autorët, rreth diagnozës, evaluimit dhe menaxhimit të Sëmundjes Gaucher dhe përfundimisht grupi për adaptimin e udhërrëfyesit  ka vendosur për IWGGD “The International Working Group on Goucher Disease” dhe “Patient centerd guidelines for the laboratory diagnosis of Goucher disease type 1”. 

GAU nuk ka shqyrtuar UK që nuk kanë pasur referenca të mjaftueshme ose  që nuk ka gjetur përgjigje në pyetjet e UK.

GAU ka rishikuar UK të kualitetit të lartë me rekomandime të qëndrueshme që i përgjigjen diagnozës, evaluimit të Sëmundjes Gaucher”, për t’u dhënë informacione të duhura të bazuara në dëshmitë e fundit në dispozicion për profesionistë shëndetësor. 

Hulumtimi i literaturës: fjalët kyçe “udhërrëfyes”, “Sëmundja Gaucher”.

Burimi i informacionit për përzgjedhjen e të dhënave: MEDLINE, EMBASE, Regjistri Qendror Cochrane për Hulumtime të Kontrolluara (Cochrane Central Register of Controlled Trials), interneti dhe revistat online.

Analiza, përzgjedhja e evidencave, interpretimi dhe formulimi i rekomandimeve është bërë përmes koncenzusit të GAU.

Evidencat dhe rekomandimet në këtë udhërrëfyes janë shkallëzuar sipas skemës së dhënë në tabelën nr. 2  dhe tabelën nr. 3. Për secilën pyetje klinike, rekomandimet për kujdesin klinik kanë derivuar dhe janë mbështetur nga niveli më i lartë i mundshëm i evidencave.

	Tabela nr.2 – Klasët e rekomandimeve1

Shkalla

Pershkrimi

Kualifikimi i evidences

A

Rekomandim i forte

Evidence e nivelit I ose gjetje të qëndrueshme nga studime të shumta të niveleve II, III ose IV

B

Rekomandim

Evidencat dhe gjetjet e niveleve II, III ose IV janë përgjithësisht të qëndrueshme

C

Opcion

Nivelet II, III ose IV prova, por gjetjet janë të paqëndrueshme

D

Opcion

Dëshmia e nivelit V: pak ose aspak dëshmi empirike sistematike

Niveli I evidences


	Niveli
	Tipi i evidences

	I
	Studim grupor prospektiv me cilësi të lartë me fuqi adekuate ose rishikim sistematik të këtyre studimeve

	II
	Studim kohort prospektive me cilësi më të ulët, studim grupor retrospektiv,

	III
	Studim rast-kontroll ose rishikim sistematik i këtyre studimeve

	IV
	Rastet serike

	V
	Mendimi ekspertik i bazuar në shembuj klinik




3.1 Burimet e financimit 

Hartimi i udhërrëfyesit është mbështetur nga Ministria e Shëndetësisë.

3.2 Rishqyrtimi i jashtëm dhe procesi i konsultimit

Drafti i udhërrëfyesit, sipas procesit të përcaktuar do të analizohet nga dy recenzentë paraprakisht të përcaktuar si dhe do të publikohet në web faqe të Ministrisë së Shëndetësisë ku do të ofrohet mundësia e komentimit publik nga të gjitha grupet e interesit si dhe të gjithë shfrytëzuesit e udhërrëfyesit. Informatat kthyese dhe komentet do të analizohen nga grupi punues dhe bazuar në dëshmi do të përfshihen apo mos përfshihen në draftin final të dokumentit. 

Pas finalizimit të udhërrëfyesit në aspekt përmbajtësor nga të gjithë akterët relevantë dhe grupet e interesit, drafti final do të vlerësohet nga komisioni për vlerësim të metodologjisë së hartimit të udhërrëfyesve dhe protokoleve klinike. 

3.3   Plani për kohën e revidimit dhe përditësimit

Udhërrëfyesi për diagnostikimin e sëmundjes Gaucher tip I të revidohet dhe përditësohet pas 3 vitesh.

4.   Pyetjet

a. Cfarë është sëmundja Gausher

b. Diagnoza dhe ekzaminimi klinik

c. Hulumtimet laboratorike

d. Qasja e trajtimit

e. Trajtimi simptomatik

5.  Evaluimi Diagnostik

1. Konfirmoj diagnozën e GD

2. Konstatoj përshirjen e sistemeve të organeve

Për këtë kërkohen: marrja e anamezës, kryerja e ekzaminimit fizikal, konsultat multidisciplinare, procedurat ekzaminuese dhe hulumtimet laboratorike (biomarkerët) dhe gjenetike.

5.1. Konfirmimi i diagnozës bëhet përmes matjes së nivelit të enzimës glukocerebrozidazë dhe testimit gjenetik.

Aktualisht, ekziston marrëveshje bashkëpunimi me dy laboratore jashtë Republikës së Kosovës për realizimin e matjes së nivelit të enzimës dhe testimit gjenetik.

5.2. Anamenza mjekësore: anamneza familjare, anamneza e sëmundjes, anamneza e jetës

5.3. Ekzaminimi fizikal i detajuar: inspekcioni (), palpacioni (), ekzaminimi neurologjik 

6. Hulumtimet Diagnostike të nevojshme

Biomarkerët: 

Një rishikim sistematik i literaturës mbi biomarkerët e sëmundjes Gaucher, diagnozën biokimike, aktivitetin acid β-glucocerebrosidase, diagnozën molekulare dhe mutacionet GBA1 u krye duke përdorur Medline. Për seksionin e testimit gjenetik, u morën parasysh vetëm punimet e botuara në 30 vitet e fundit.

Biomarkerët e sëmundjes Gaucher (SG) që ndihmojnë në diagnostikim

Rekomandim: aktiviteti i chitotriozidazës, përqendrimet në serum ose plazmë  të PARC/CCL18 ose glucosilsphingosine (GlcSph) mund të përdoren si test i linjës së parë kur  dyshohet semundja Gaucher (SG).

Vlerësimi i aktivitetit të chitotriozidazës nuk do të jetë informues në disa individë, kryesisht për shkak të pranisë në gjendje homozigote të një dyfishimi prej 24 bp në gjenin CHIT1, një tipar mjaft i shpeshtë në disa grupe etnike.

Megjithatë,  diagnoza e SG, duhet të vendoset nga analiza e aktivitetit të acidit β-glukozidazë (nga leukocitet e gjakut periferik), mundësisht të mbështetur nga analiza molekulare e gjenit GBA1, ose nga identifikimi i varianteve patogjenetike bialelike në gjenin GBA.

Përdorimi i njollave të thata të gjakut (DBS) në diagnostikimin e çrregullimeve  lizozomale, është bërë gjithnjë e më i zakonshëm, kryesisht për shkak të komoditetit të tij (shih më poshtë). 

Studimet monocentrike raportuan një ndjeshmëri të mirë të vlerësimit të DBS, GlcSph në identifikimin e pacientëve me SG.

Megjithatë, rezultati i studimeve të gjera që dokumentojnë specifikën, stabilitetin dhe ndikimin e ruajtjes dhe transportit të mostrës, kushtet mbi ndjeshmërinë e këtij biomarkeri në DBS nuk janë ende të disponueshme.

Niveli i evidencës: II (studime grupore / seri rastesh me rezultate të qëndrueshme / artikuj kërkimor)

Shkalla: B (Rekomandim).

Vërejtje

A. Aktiviteti i A-chitotriosidase

 Aktiviteti i Chitotriosidasës mund të matet në plazmë ose serum.

Kur përdoret substrati fluorogjen 4-metilumbelliferil-β-D-N,N′,N″-triacetil-kitotriozid (4MU C3), është e rëndësishme të sigurohet që aktiviteti i enzimës të jetë vërtet proporcional me sasinë

e proteinës chitotriosidase, nevoja për të standardizuar analizën nëpër laboratorë është urgjente dhe është duke u zhvilluar përmes grupit të punës të IWGGD Biomarkers & Materials.

 Substrati fluorogjen 4-metilumbelliferil-deoksikitobioza (4MU-dC2) lejon përcaktim 

më të përshtatshëm, më të ndjeshëm dhe më të  saktë të veprimtarisë së tij.

 Megjithëse aktiviteti brenda intervalit të vëzhguar në SG, mund të zbulohet edhe në kushte të tjera, duke përfshirë sëmundjet lizozomale dhe jo-lizozomale të depozitimit, por një rritje e theksuar e aktivitetit të chitotriozidazës në plazmë është karakteristikë për SG.

B. PARC/CCL18

Nivelet e PARC/CCL18 mund të maten  në plazmë ose në serum.

Përqendrimet nuk mund të vlerësohen me besueshmëri duke përdorur SELDI-TOF.

 Si analiza imunosorbente e lidhur me enzimën (ELISA-enzyme-linked immunosorbent assay) dhe lantanidi i përmirësuar nga disociimi (dissociation-enhanced lanthanide fluoroimmunoassay DELFIA) mund të përdoren për një vlerësim të saktë.
 Nivelet e rritura që mund të gjenden në SG janë përshkruar edhe në pacientët tjerë, përfshirë sëmundjet lizozomale dhe ato të depozitimit  lizozomal.

 Edhe pse për diagnozën e SG nuk ka vlerë të shtuar, përdorimi i të dyjave: aktiviteti plazmatik i chitotriosidazës dhe nivelet PARC/CCL18, por matja e niveleve PARC/CCL18 është veçanërisht e rëndësishme për pacientët me aktivitet zero të chitotriosidase për shkak të pranisë në gjendje homozigote i një dyfishimi 24 bp në gjenin CHIT1.
C. Glukosilsfingosinë (GlcSph; lysoGL1/lysoGb1)

Përqëndrimi i GlcSph - ndonjëherë i quajtur 'lysoGL1' ose ‘lysoGb1’ - mund të matet në plazmë ose në serum.   Sasia e GlcSph mund të matet  në mostrat e serumit ose plazmës të ngrira më parë.

 Teknika të ndryshme mund të përdoren për zbulimin se cilat LC-MS/MS janë aktualisht më të ndjeshme.

Nivelet e tij nuk mund të vlerësohen me besueshmëri duke përdorur SELDI-TOF. Përcaktimi i besueshëm i  përqendrimit të GlcSph nga spektrometria e masës, kërkojnë përdorimin e standardeve të përshtatshme. 

Nivelet e rritura të dukshme të GlcSph në plazmë (> 100 herë) janë karakteristikë e SG të patrajtuar, por ngritje më modeste mund të hasen në raste tjera (p.sh. AMRF, PSAP mangësi dhe NPC).

 Vlerat e  GlcSph të ngritura në DBS aktualisht po vlerësohen në diagnozën e SG. Disa  ekspertë kanë raportuar pozitivisht për përdorimin e DBS për demonstrimin e  rritjes së GlcSph në pacientët me SG. Në këto  studime kanë  ndikim kushtet e ruajtjes së dërgesës.

D. ACE (angiotensin-converting enzyme)

 Rritje të vogla të aktivitetit të ACE vërehen te pacientët me SG.

Nuk vërehet rritje e aktivitetit në të gjithë pacientët me SG.

Rritja e ACE në serum ose plazmë është raportuar në çrregullime të tjera që përfshijnë prejardhjen e  aktivizimit të monociteve/makrofagëve.

Janë përshkruar disa variante gjenetike në gjenin ACE, të cilat rezultojnë në rritjen e nivelit  të ACE

në gjak.

Aktiviteti i ACE mund të frenohet nga frenuesit ACE të përshkruar shpesh.

E. TRAP (fosfataza acide rezistente ndaj tartratit)

 TRAP nuk është specifike për SG.

  Vërehet rritje modeste.

  TRAP është i paqëndrueshëm në gjak dhe për rrjedhojë tregon ndryshueshmëri të theksuar analitike.

F. gpNMB (proteina e melanomës jometastatike e glikoproteinës B)

gpNMB mbishprehet në mënyrë selektive nga qelizat Gaucher.

Fragmenti i tij është i tretshëm në plazmë që mund të zbulohet lehtësisht me ELISA.

 Rritja është përshkruar në sëmundjen SG dhe Niemann Pick të tipit C gjithashtu është e ngritur edhe në shumë sëmundje të tjera.

  Studime të kufizuara

Detajet: Chitotriosidase, analoge njerëzore e kitinazave nga organizmat e ulët, masivisht

ekskretohet nga qelizat deponuese.

Ndjeshmëria: Për sa i përket diagnostikimit të SG, vlerësimi i aktivitetit plazmatik të chitotriosidases  përdoret në shumë qendra  si një test depistues i linjës së parë.

Aktiviteti i chitotriozidazës në plazmë është i ngritur deri në 1000 herë mbi vlerat normale.

Në studimin fillestar të chitotriosidases, aktiviteti plazmatik  u gjet të jetë i ngritur mesatarisht 641 herë (plazma e kontrollit mesatar, 20 nmol/mL/h; diapazoni, 4-76nmol/mL/h; mesatare GD plazma, 12 824 nmol/mL/h; diapazoni, 3122-65 349 nmol/mL/h (Hollak et al.,1994). Disa raporte të mëvonshme i kanë konfirmuar këto gjetje (Deegan et al., 2005; Raskovalova et al.al., 2020; Stirnemann et al., 2012; van Dussen et al., 2014). Në përgjithësi, aktivitet më i lartë vërehet në pacientët me SG të tipit 1 se te pacientët me tipet neurologjike 2 dhe 3. Aktiviteti i rritur  gjithashtu është  raportuar te pacientët asimptomatikë/presimptomatikë të identifikuar përmes ekzaminimit të familjarëve të rasteve të diagnostikuara (Dimitriou et al., 2020).

Interpretimi i niveleve plazmatike të chitotriozidazës është i ndërlikuar nga shfaqja e një çifti me 24 baza (bp) dyfishim në gjenin chitotriosidase, i cili parandalon formimin e proteinës chitotriosidase.

Ky tipar është veçanërisht i zakonshëm në popullatën e përgjithshme, duke përfshirë pacientët me SG, ku një në çdo tre individë janë bartës dhe rreth një në çdo 20 individë është homozigot për këtë mutacion (Boot et al., 1998). Janë përshkruar disa mutacione  tjera të cilat ndikojnë në aktivitetin e chitotriosidase (Arndt et al., 2013; Csongrádi et al., 2021; Grace et al., 2007; Lee et al., 2007; Mavrikiou et al., 2016).

Specifikimi: rritja e aktivitetit plazmatik të chitotriozidazës nuk është unike për pacientët me SG. Rritja e aktivitetit  gjendet gjithashtu në shumë sëmundje të ndryshme lizozomale dhe jo-lizozomale si p.sh. sëmundja Nieman Pick C, mungesa e acidit sfingomielinazë, sindroma Alagille, hydrops fetalis për shkak të infeksionit kongjenital me virus herpes, kandidiaza sistemike neonatale, sarkoidoza, lebra, artriti, skleroza e shumëfishtë, talasemia, sëmundja kronike obstruktive pulmonare (COPD), malaria dhe ateroskleroza.

Në përgjithësi, rritjet e vërejtura janë më modeste se në rastin e SG, pra një  rritje e theksuar e aktivitetit të chitotriozidazës në plazmë është karakteristikë për SG (Boot et al., 1999, 2010; Boven et al., 2006; Brinkman et al., 2005; Guo et al., 1995; Hollak et al., 1994; Iyer et al., 2009; Labadaridis et al., 1998; Michelakakis et al., 2004;Vedder et al., 2006; vom Dahl et al., 1999).

Vlerësimi i aktivitetit të Chitotriosisdazës: Materiali biologjik që përdoret është serumi ose plazma. Enzima në plazmë është e qëndrueshme gjatë ruajtjes dhe cikleve të shumta të shkrirjes së ngrirjes, (ruajtja: e qëndrueshme në dhomë temperatura për 24 orë; ruajtja në -30 pas rikuperimit 8 muajsh 95,3-102%, të dhëna të paraqitura nga Aerts në seminarin e kualifikimit të GD Biomarker, shtator 2010, kampusi FDA). Edhe pse përdorimi i DBS në diagnozat e çrregullimeve   lizozomale është bërë gjithnjë e më i zakonshëm kryesisht për shkak  komoditet të saj, aktualisht studime të gjera që dokumentojnë ndjeshmërinë dhe specifikën e analizës së  aktivitetit të chitotriosidazës në këtë lloj materiali biologjik, nuk është ende i disponueshëm (Chaves et al., 2011; Pacheco & Uribe, 2013; Rodrigues et al., 2009; Saville et al., 2020). Aktiviteti i chitotriozidazës në plazmë ose serum mund të përcaktohet duke përdorur substratin fluorogjen 4-metilumbelliferil-β-D-N,N′,N″- triacetil-kitotriozid (4MU-C3). Megjithatë, analiza është e ndërlikuar nga aftësia e chitotriozidazës për të transglikoziluar si dhe hidrolizuar këtë substrat duke bërë kinetikë jonormale (Aguilera et al., 2003).

Prandaj është thelbësore që të tregohet kujdes i veçantë për të siguruar që aktiviteti i enzimës është me të vërtetë proporcional me sasinë e proteinës chitotriosidase dhe nevoja për të standardizuar analizën në të gjithë laboratorët është urgjente. Përndryshe, një zbulim shumë më i përshtatshëm, i ndjeshëm dhe i saktë mund të arrihet duke matur aktivitetin e chitotriozidazës ndaj substratit fluorogjen 4-metilumbelliferil-deoksikitobiozë (4MU-dC2. Chitotriosidase tregon kinetikë Michaelis-Menten normale me këtë substrat, duke lejuar përdorimin e përqendrimeve ngopëse të substratit. Kështu, një analizë më shumë e saktë dhe e fortë është  e disponueshme (Aguilera et al., 2003; Schoonhoven et al., 2007).

PARC/CCL18: kemokina pulmonare dhe kemokina e rregulluar me aktivizim (PARC, emri sistematik CCL18), bën pjesë në  familjen e kemokinave C-C e cila ekskretohet masivisht nga qelizat depozituese. 
Ndjeshmëria: një rritje prej 10 deri në 50 herë në nivelet e PARC/CCL18 është raportuar në plazmën e pacientëve simptomatikë GD krahasuar me individët e shëndoshë (Boot et al., 2004; Deegan et al., 2005;Raskovalova et al., 2020).  

Është i qëndrueshëm në ruajtje dhe në cikle të shumta të shkrirjes së ngrirjes.

Specifikimi: Nivelet e rritura përveç në SG janë përshkruar në pacientët me a-mannosidosis, sëmundje Niemann Pick tip A dhe B (Brinkman et al., 2005; Deegan et al., 2005). Sëmundjet depozituese jo-lisosomale me nivele të rritura PARC/CCL18 përfshijnë: aterosklerozën, artritin reumatoid, beta-talasemia, sarkoidoza (Boot et al., 2010; Dimitriou et al., 2005; Reape et al., 1999; Struyf et al., 2003). Deri më tani, nuk ka ndryshime gjenetike që mund të ndikojnë në nivelet e PARC/CCL1 .

Matja e niveleve të PARC/CCL18: Materiali biologjik që do të përdoret është serumi ose plazma.

PARC/CCL18 është i qëndrueshëm në depozitim dhe cikle të shumta të shkrirjes së ngrirjes (depozitimi: i qëndrueshëm në temperaturën e dhomës për 48 orë; depozitim në -30; rimëkëmbja 8 mujore 107-109%, të dhëna të paraqitura nga Aerts et al. në GD punëtoria e kualifikimit të Biomarkerit, Shtator 2010, kampusi i FDA). Nivelet e tij nuk mund të jenë të besueshme duke përdorur SELDI-TOF, por analiza imunosorbente e lidhur me enzimën (ELISA) dhe analiza fluoroimuno-lantanide e zgjeruar me disociim (DELFIA) mund të përdoren për një vlerësim të besueshëm (Boot et al., 2004; Raskovalova et al., 2020; van Breemen et al., 2006).

Glukosilsfingozina (a.k.a. lysoGL1, lysoGb1): 

Ndjeshmëria: një rritje mesatare e nivelit të GlcSph prej 180 herë  është raportuar në plazmën e pacientëve me SG simptomatikë të tipit 1 krahasuar me individët e shëndoshë (Dekker et al., 2011). GlcSph është raportuar të jetë gjithashtu e rritur në DBS e pacientëve me SG (Dinur et al., 2022; Polo et al., 2019; Saville et al., 2020).

Specifikimi: Nivele më modeste të rritjes së GlcSph plazmatike janë vërejtur gjithashtu te pacientët

që vuajnë nga sindroma e dështimit të veshkave dhe disa pacientë me sëmundje Niemann Pick tip C (Ferraz et al., 2016).

ACE (enzima konvertuese e angiotenzinës): një rritje 2-10 herë e ACE është përshkruar në

serumin ose plazmën e pacientëve me SG, me sa duket me origjinë nga qelizat depozituese (Aerts & Hollak, 1997; Cabrera-Salazar et al., 2004; Danilov et al., 2018; Deegan et al., 2005; Lieberman & Beutler, 1976; Silverstein et al., 1980; Šumarac et al., 2011; van der Lienden et al., 2019). Rritja në serum ose plazmë e ACE është raportuar edhe në çrregullime të tjera që përfshijnë aktivizimin e linjës së monociteve/makrofagëve. Sarkoidoza është më e shpeshta dhe më e studiuara nga këto sëmundje (Beneteau-Burnat & Baudin,1991). Aktiviteti i rritur deri në 5-herë nuk vërehet në të gjithë pacientët me SG, (Silverstein et al., 1980).  Ndryshimet e ACE në gjak në një popullatë varen nga  disa mutacione/polimorfizma të gjenit ACE të cilat rezultojnë me  rritje të nivelit të ACE në gjak. (Danilov et al., 2021; 7 Nesterovich et al., 2009). Aktiviteti i ACE mund të ulet nga frenuesit e ACE të përshkruar shpesh (Struthers et al., 1999)

TRAP (fosfataza acide rezistente ndaj tartratit): TRAP ishte biomarkeri i parë që u analizua në

diagnozën e SG (Tuchman et al., 1956). TRAP nuk është specifik për GD dhe është vërejtur një rritje modeste. Ai është i paqëndrueshëm në gjak dhe tregon ndryshueshmëri të theksuar analitike (Aerts & Hollak, 1997; Deegan et al.,2005). Në interpretimin e niveleve të TRAP në serum, nivelet e tij të rritura te fëmijët në krahasim me të rriturit duhet të marren në konsideratë së bashku me termoqëndrueshmërinë e tij (Lam et al., 1978). 

gpNMB (proteina glikoproteinike jometastatike e melanomës B) është identifikuar nga analiza proteomike e qelizave Gaucher të disektuara me lazer nga shpretka te SG (Kramer et al., 2016; van der Lienden et al., 2019). Ajo mbishprehet në mënyrë selektive nga qelizat Gaucher që lëshojnë një fragment të tretshëm në plazmë që mund të  zbulohet lehtësisht nga ELISA. Fragmenti i tretshëm i gpNMB është  i ngritur mbi 50-herë në plazmën e pacientëve me SG të tipit 1 (Kramer et al., 2016) dhe u zbulua gjithashtu të jetë e ngritur tek mostrat e plazmës NPC (van der Lienden et al., 2019). Një hetim i kohëve të fundit konfirmon vlerën e  gpNMB si shënues plazmatik i qelizave Gaucher dhe vërteton potencialin e tij diagnostikues (Murugesan et al., 2018). Megjithatë nevojiten studime të mëtejshme përpara se të vendoset roli i tij si një biomarker diagnostikues.

Aktiviteti i enzimës

Rekomandime: Aktiviteti i acidit β-glukozidazë (BGLU) mund të matet në mostrat DBS si test i linjës së parë  në individë të dyshuar klinikë. Sidoqoftë, diagnoza e SG nuk duhet të mbështetet kurrë  matjen e aktivitetit të enzimës me DBS. Diagnoza e SG, bëhet nga demonstrim i aktivitetit të ulët (nën 15% të aktivitetit mesatar normal) të enzimës BGLU në këto homogjenate qelizore. 

Niveli i evidencës: II, III dhe IV (Kohortë e mirë-projektuar, studim rast-kontroll, raporte rasti).

 Shkalla: B (Rekomandim)

Çdo laborator duhet të krijojë sistemin e vet të Menaxhimit të Cilësisë (QM), nëse është e mundur sipas ISO15189 standardeve ndërkombëtare.

Niveli i evidencës: V (Shqyrtimi, mendimi i ekspertit)

 Shkalla: D (Opsioni)

• Aktiviteti i BGLU mund të matet duke përdorur substratin me metoda fluorimetrike.

• Metoda fluorometrike përdoret për analizën e standardit të artë në leukocite/fibroblaste.

• Spektrometria e masës së bashku me platformën mikrofluidike dixhitale përdoren për DBS mostrat në studimet skrining.

• Aktiviteti i mbetur i enzimës nuk lidhet me ashpërsinë e sëmundjes.

Testi i enzimës nuk është i përshtatshëm për diagnostikimin e heterozigoteve të SG dhe as të mungesës së sapozinës C.

Detaje: Aktiviteti i BGLU mund të matet në mostra të ndryshme, si gjaku i tharë në letër filtri të standardizuar, leukocite, fibroblaste dhe në rast të diagnozës prenatale në vilet korionike ose në kulturën e lëngut amniotik. (Bodamer & Hung, 2010). BGLU mund të matet në mostrat e DBS, si test laboratorik i linjës së parë.DBS përftohet nga aplikimi i 50-75 μL pika gjaku të marra me venepunkcion dhe të cilat pikohen  në letrën e filtrit Whatman®903 ose S&S903. DBS duhet të thahet për 4 orë në temperaturën e dhomës duke shmangur ndriçimin e drejtpërdrejtë, dhe më pas paketohet në një qese plastike të mbyllur dhe ruhet në 4 °C deri në analizë (Adam et al., 2011). Ekspozimi i DBS ndaj nxehtësisë dhe lagështisë mund të shkatërrojë enzimën. Për më tepër, një gjak i përzier jo  plotësisht para vendosjes së pikave për analizë  mund të rezultojë në variacion të rëndësishme në aktivitetin e enzimës (Elbin et al., 2011).

Përdorimi i DBS si test laboratorik i linjës së parë, ofron shumë përparësi në krahasim me mostren e leukociteve ose fibroblasteve, pasi mostra ka metodologjitë e marrjes së lehtë, ka nevoj për një sasi të vogël gjaku, transporti është më i lehtë, mostra mund të dërgohet me postë të rregullt në temperaturën e dhomës.

Nëse mostra DBS është trajtuar siç duhet, BGLU mbetet e qëndrueshme për të paktën 21 ditë (Ceci et al., 2011; Chamoles et al., 2002; Reuser et al., 2011). DBS ka kufizime për matjen e aktivitetit BGLU (sasia e gjakut të vendosur ne DBS, hematokriti, transfuzionet e fundit të gjakut, koha e tharjes (Moat et al.,2020). 

Studime të ndryshme kanë treguar senzitivitet dhe specificitet të mirë, mbi 95%. Megjithatë, testimi i enzimës në DBS ka një vlerë të ulët parashikuese pozitive prej < 45% mesatarisht (Bender et al., 2020; Burlina et al., 2019; Elliott et al., 2016; Huang et al., 2020; Kang et al., 2017; Sanders et al., 2020; Stroppiano et al., 2014; Tortorelli etj., 2016; Wasserstein et al., 2019).

Leukocitet e pacientit ose homogjenatet e fibroblasteve të kultivuara të lëkurës, janë standardi i artë për matje aktiviteti BGLU. Për më tepër, fibroblastet e lëkurës duhet të përdoret kur pacientët kanë marrë transfuzion gjaku ose kur rezultatet  e marra janë të papërputhshme me qeliza te bardha te gjakut. Dërgesa e mostrave të gjakut në laboratorin e referencës duhet të kryhet në 4°C (Kolodny & Mumford, 1976). Izolimi i leukociteve nga gjaku i plotë duhet të përfundojë brenda 24 orëve pas marrjes së gjakut.

Homogjenatet e fibroblasteve të kultivuara kërkojnë një biopsi invazive të lëkurës. Dërgesa e fibroblasteve të kultivuara duhet të jetë në temperaturën e dhomës në  enë të mbyllur të mbushur me mjedis kulture (Coelho & Giugliani, 2000). Ketu jane disa faktorë të mundshëm që mund të interferojn në rezultatë : koha e tepërt e transportit, mungesa e qelizave të qëndrueshme, kontaminimi bakterial ose me mykoplazmë, ekspozimi i mostrës në temperaturës ekstreme (ngrirje ose >30°C).

Përcaktimet e enzimës në mostrat e DBS janë teste të dobishme të skreningut në individë   të dyshuar klinikisht. Mostrat me aktivitet BGLU nën vlerat kufitare kërkojnë konfirmim duke matur aktivitetin BGLU. Sa herë që pacientët paraqesin simptoma sugjestive të SG, ato duhet të rivlerësohen  edhe pse nga testimi DBS, vlera e BGLU është normale. (Stroppiano et al., 2014).

Aktiviteti i enzimës që rezulton me më pak se 15% të aktivitetit normal në homogjenatet e leukociteve ose fibroblasteteve,  është diagnostikues i SG (Stirnemann et al., 2017). Aktiviteti i mbetur i enzimës nuk lidhet me ashpërsinë e sëmundjes. Testimi i enzimave nuk është i përshtatshëm për identifikimin e bartësve të SG dhe as të mungesa e C sapozinës (Baris et al., 2014; Fateen & Abdallah, 2019; Michelin et al., 2004). 

Te heterozigotët aktiviteti i enzimes mund të  jetë i përgjysmuar.

Për të siguruar cilësinë e performancës së testimit BGLU, çdo laborator duhet të krijojë cilësinë e tij. Sistemi i menaxhimit (QM) sipas ISO15189 dhe të merr pjesë në vlerësimet e cilësisë së brendshme dhe të jashtme. 

Testimi gjenetik

Rekomandimet:

Analiza molekulare e gjenit GBA1 duhet të kryhet gjithmonë kur rezultatet e biomarkuesve ose fenotipi janë në kundërshtim me nivelin e enzimës. Rekomandohet te subjektet me aktivitet BGLU nën vlerat referente, për të konfirmuar diagnozën e SG dhe për të ofruar këshillim gjenetik. Testimi i varianteve familjare dhe këshillimi gjenetik duhet të vihen në dispozicion të anëtarëve të familjes me rrezikshmëri të shtuar. Në të gjitha rastet, testimi molekular duhet të kombinohet me këshillim gjenetik para dhe pas testit. Shkalla e lartë e ngjashmërisë midis GBA1 dhe GBAP e bën analizën molekulare të GBA sfiduese. Prandaj, duhet të zbatohen strategjitë adekuate të kryera në laboratorë të specializuar për testimin gjenetik të gjenit GBA1, për të shmangur përcaktimin e gabuar të gjenotipit. 

Niveli i evidencës: II dhe IV (studime grupore retrospektive ose seri rastesh me rezultate të qëndrueshme) 

Shkalla: B (Rekomandim) 

Vërejtjet

• Megjithëse testimi gjenetik duhet të kryhet për të konfirmuar të dhënat biokimike dhe për të ofruar këshillim gjenetik, ai mund të bëhet si një test parësor (para testimit të aktivitetit enzimatik). Rezultatet duhet të interpretohen me kujdes, sepse testimi GBA1 është sfidues (shih më poshtë) dhe shpesh identifikohen variante me sinjifikancë të panjohur. Prandaj, konfirmimi i diagnozës përmes vlerësimit të aktivitetit enzimatik në qelizat e pacientit është i domosdoshëm.

• ADN-ja mund të nxirret nga mostra të ndryshme si njolla e thatë e gjakut, gjaku periferik, fibroblastet, biopsia indore.

• Testimi gjenetik është metoda më e besueshme për zbulimin e bartësve heterozigotë dhe duhet t'u vihet në dispozicion anëtarëve të familjes që janë të rrezikuar për të qenë bartës. 

• Duhet të përcaktohet ndarja e aleleve duke identifikuar variantet tek prindërit. 

• Analiza sekuenciale e ekzoneve të GBA1 dhe kufijve mes ekzoneve dhe introneve duhet të kryhet si test molekular parësor.

• Analiza sekuenciale mund të kryhet duke përdorur amplifikimin specifik të modelit të gjatë të gjenit GBA1 (duke evituar amplifikimin e pseudogjenit), të pasuar nga sekuencimi Sanger ose NGS e projektuar posaçërisht për të shmangur keqrenditjet gjatë leximit. Kjo strategji lejon zbulimin e mutacioneve pikëzore dhe shumicën e aleleve rekombinante, por nuk është e përshtatshme për t’i zbuluar delecionet e mëdha. 

• GBA1 mund të përfshihet në panelet e gjeneve të analizuara nga NGS. Kjo teknologji lejon zbulimin e mutacioneve pikëzore, megjithëse janë raportuar edhe rezultate fals-pozitive. Prandaj, mutacionet pikëzore të zbuluara nga metodat NGS duhet gjithmonë të konfirmohen nga sekuencimi Sanger. Mënyrat standarde të punës nuk janë të përshtatshme për zbulimin e delecioneve të mëdha ose aleleve rekombinante. 

• Prania e varianteve patogjenetike homozigote të pakonfirmuara tek prindërit, si dhe mungesa e varianteve patogjenetike (në njërën ose të dyja alelet), pas sekuencimit duhet të vihet gjithmonë në dyshim dhe duhen kryer hulumtime shtesë. Në veçanti, amplifikimi i sondës lidhëse multiple dhe analiza e mRNA duhet të bëhet për të identifikuar alelet rekombinante/delecionale eventuale të pazbuluara, përkatësisht variantet e thella patogjenetike të introneve.

• Duhet të përcaktohet ndarja e aleleve duke identifikuar variantet tek prindërit. 

• Variantet duhet të klasifikohen sipas kritereve ACMG dhe në rast të identifikimit të varianteve me sinjifikancë të panjohur, patogjeniteti duhet të vlerësohet me analizë funksionale.

• Në mungesë të varianteve patogjenetike në gjenin GBA1 te personat me fenotip klinik në përputhje me SG, rritje të aktivitetit të chitotriosidase-s, rritje të niveleve të GlcSph dhe aktivitet normal ose të ulët të BGLU në qeliza, duhet të dyshohet për një mangësi të SAPC dhe duhet të analizohet gjeni PSAP (Christomanou et al., 1989; Dekker et al., 2011; Kang et al., 2018; Rafi et al., 1993; Schnabel et al., 1991; Tylki-Szymanska et al. 2007; Vaccano et al., 2010). 

• Në mungesë të varianteve patogjenetike në gjenin GBA1 te personat me aktivitet normal të chitotriosidase-s, nivele të rritura plazmatike të GlcSph, nivelit normal ose të ulët të aktivitet BGLU në leukocite dhe mungesë të BGLU në fibroblaste, duhet të dyshohet për mangësi të aktivitetit LIMP-2 dhe duhet analizuar gjeni SCARB-2. (Balreira et al., 2008; Dardis et al., 2009; Gaspar et al., 2014; Mota et al., 2016; Quraishi et al., 2021; Zeigler et al., 2014). 

Detaje: 

Sipas Bazës së të dhënave (Databazës) të mutacioneve të gjeneve njerëzore (HGMD-Professional 2021.1), deri më tani janë raportuar 540 variante të gjenit GBA1, megjithëse jo të gjitha janë të lidhura me SG. Faktikisht, 403 prej tyre kanë qenë të lidhur me SG. 

Janë raportuar të gjitha llojet e varianteve: variante të gabuara dhe të pakuptimta (missense/nonsense), variante me bashkim të lidhjeve, delecione dhe insercione të një ose më shumë nukleotideve dhe aleleve komplekse (rirregullime komplekse) që rezultojnë nga konvertimi i gjeneve ose fuzionimi i gjeneve me pseudogjenin GBAP. Megjithatë, variantet e gabuara dhe të pakuptimta (missense/nonsense) janë më të shpeshtat te pacientët me SG në mbarë botën (Hruska et al., 2008). 

Shpeshtësia e varianteve GBA1 ndryshon sipas grupeve etnike.

Përderisa 4 variante patogjenetike (N370S; L444P, c.84-85 insG; IVS+1G>A) përbëjnë 90% të aleleve brenda hebrenjve Ashkenazi, ato përbëjnë vetëm rreth 50-75% të aleleve në popullatat johebreje. Përveç kësaj, rreth 10% e pacientëve paraqesin delecione të mëdha/alele rekombinante (Alfonso et al., 2001; Beutler&Gelbart, 1993; Bronstein et al., 2014; Cherif et al., 2009; Dimitriou et al., 2020; Duran et al., 2012; Emre et al., 2008; Erdos et al., 2007; Feng et al., 2018; Filocamo et al., 2002; Giraldo et al., 2000; Grabowski et al., 2015; Hatton et al., 1997; Horowitz et al., 1993; Jeong et al., 2011; Koprivica et al., 2000; Lepe-Balsalobre et al., 2020; Mattošová et al., 2015; Miocić et al., 2005; Orenstein et al., 2014; Ortiz-Cabrera et al., 2016; Sheth et al., 2019). 

Amplifikimi specifik me PCR i modelit të gjatë (gjatësor) i gjenit GBA1 (dhe jo pseudogjenit), i pasuar nga sekuencimi Sanger, lejon identifikimin e varianteve të çiftëzimit të bazave të vetme dhe shumicës së aleleve rekombinante, që përcaktojnë diagnozën molekulare të SG rreth 95-98 % të rasteve (Alfonso et al., 2001; Dimitriou et al., 2020; Duran et al., 2012; Emre et al., 2008; Erdos et al., 2007; Feng et al., 2018; Filocamo et al., 2002; Jeong et al., 2011; Koprivica et al., 2000; Lepe-Balsalobre et al., 2020; Mattošová et al., 2015; Miocić et al., 2005; Ortiz-Cabrera et al., 2016; Sheth et al., 2019),megjithatë kjo metodë nuk arrin t’i zbulojë delecionet e mëdha (Beutler&Gelbart, 1994; Cozar et al., 2011; Koprivica et al., 2000; Ortiz-Cabrera et al., 2016). 

Gjeni GBA1 mund të analizohet gjithashtu duke përdorur teknologjitë NGS, si një gjen i vetëm ose si pjesë e paneleve të gjeneve të cakut. Në të gjitha rastet, rrjedha e punës duhet të optimizohet për të shmangur rezultatet fals-pozitive ose fals-negative, si pasojë e mospërputhjes së leximeve midis gjenit dhe pseudogjenit. 

Janë zhvilluar strategji për të analizuar në mënyrë specifike GBA1 si një gjen të vetëm, duke përdorur teknologjinë NGS (denHeijer et al., 2020, 2021; Zampieri et al., 2017). Strategji të tilla NGS lejojnë identifikimin e varianteve të çiftëzimit të bazave të vetme dhe aleleve rekombinante(duke përjashtuar Recdelta55) me specifitet dhe ndjeshmëri të lartë (denHeijer et al., 2021; Zampieri et al., 2017).

Anasjelltas, analiza e gjenit GBA1 si pjesë e paneleve të gjeneve ku përdoren strategjitë NGS të dizajnuara mirë, të cilat marrin në konsideratë praninë e pseudogjenit, lejon vetëm identifikimin e mutacioneve pikëzore, ndërkaq nuk arrin të identifikojë delecionet e mëdha, as alelet rekombinante, për shkak të mospërputhjes së leximeve me pseudogjenin homolog (Lee et al., 2021; Málaga et al., 2019; Muñoz et al., 2020; Zampieri et al., 2021; Zanetti et al., 2020). 

Megjithatë, analiza e të dhënave NGS është një fushë në evolucion të vazhdueshëm e të shpejtë, dhe në të ardhmen e afërt pritet të vihen në dispozicion zgjidhje të reja për të përmirësuar ndjeshmërinë dhe specifitetin (Spataro et al., 2017). 

Për identifikimin e aleleve GBA rekombinante/delecioneve, janë zhvilluar panele (kite) me amplifikim të shumëfishtë të sondës liguese (MLPA). Sidoqoftë, kitet e disponueshme në treg nuk mund ta bëjnë dallimin midis gjenit mutant L444P dhe aleleve RecNci dhe nuk bëjnë dallimin midis aleleve rekombinante dhe atyre me delecion (Amico et al., 2016; Ortiz-Cabrera et al., 2016; Zampieri et al., 2021).

Përdorimi i mostrave DBS për diagnostikim në laboratorë të jashtëm

Rekomandime: DBS mund të përdoret për diagnostikimin e SG në pacientët që nuk janë të përfshirë në testimin shtëpiak. Në këto raste, DBS mund të dërgohet në laboratorë të jashtëm (të specializuar) me ekspertizën SG. Hulumtimet para-analitike janë të domosdoshme për rezultate të besueshme. Të dy testet, BGLU dhe/ose GlcSph mund të vlerësohen si teste të rendit të parë. Megjithatë, rezultatet duhet të interpretohen me kujdes, duke qenë se aktiviteti BGLU në DBS ka vlerë parashikuese pozitive shumë të dobët (shih seksionin e aktivitetit të enzimës). Edhe pse studimet e fundit monocentrike kanë treguar rezultate inkurajuese në favor të përdorimit të DBS për të vlerësuar GlcSph, ende duhen sqaruar një sërë pikash. Veçanërisht, stabiliteti i mostrës gjatë kohës (rekomandimet për kohën e ruajtjes dhe transportit mbeten për tu përcaktuar), korrelacioni midis analizave standard edhe DBS, gjithashtu specifiteti dhe diagnoza diferenciale (shih seksionet e biomarkerëve dhe aktivitetit të enzimës) është e nevojshme të testohen.

Prandaj, diagnoza nuk duhet të mbështetet vetëm në këto teste, por ato duhet të konfirmohen nga demonstrimi  i varianteve patogjenetike bialelike në gjenin GBA1 (shih seksionin e testimit gjenetik).

Në mungesë të varianteve patogjenetike bialelike, është i domosdoshëm vlerësimi i aktivitetit të BGLU në qeliza.

Vendimet perfundimtare:
Këto udhëzime adresojnë punën laboratorike për diagnostikimin e SG të tipit 1 dhe kanë për qëllim të lehtësojnë diagnozën e saktë dhe në kohë, pavarësisht demografisë së tyre dhe qasjes në kujdesin shëndetësor.

Bazuar në dëshmitë e mbledhura dhe rekomandimet e përpunuara ekziston një algoritëm diagnostikues, siç tregohet në figurën 1 (algoritmi 1).

Grupi punues është i vetëdijshëm se jo të gjithë pacientët në mbarë botën kanë qasje në testimin në shtëpi dhe ata duhet të mbështeten në laboratorë të jashtëm për diagnozën. Në këtë rast, njolla të thata të gjakut mund të përdoren edhe pse rezultatet duhet të interpretohen me kujdes. Një algoritëm për diagnostikim duke përdorur DBS, është paraqitur në figurën 2 (Algoritmi 2).

Interpretimi i testit të përshkruar në këtë rrjedhë pune mund të jetë sfidues dhe jo gjithmonë i saktë.

Prandaj, udherrefyesi u rekomandon laboratorëve perkates të interpretojnë rezultatet në kontekstin e pamjes klinike të pacientit dhe të përfshijnë në raport një interpretim të qartë që pasqyron përfundimin e rezultatit, kufizimet e mundshme të testit dhe rekomandimet për testime shtesë, nëse është e aplikueshme.

Sfidat e ardhshme

1. Rekomandohet një standardizim i analizave të biomarkerëve të ndryshëm të plazmës. Një hap i parë në këtë drejtimi është ndërmarrë nga grupi i punës IWGGD Biomarkers & Materials.

2. Përdorimi i DBS për të vlerësuar biomarkerët (p.sh. GlcSph) duhet të konfirmohet nga qendra të shumta, duke pasur kujdes ndaj ndikimit të kushteve të ruajtjes dhe dërgesës.

3. Aplikimi i mundshëm i biomarkerëve të plazmës për të monitoruar përparimin e sëmundjes dhe efikasitetin në ndërhyrjen terapeutike, kërkon vëmendje si dhe  konsultim me grupet e tjera të punës të IWGGD.

4. Mbledhja e më shumë informacioneve mbi biomarkerët e plazmës në kushte të tjera në të cilat shfaqet mungesa e aktivitetit të GC-ase: Niemann Pick tip C, Sindromi mioklonik ne insuficiencës renale.

Mungesa e saposinës C.

5, Identifikimi i biomarkerëve që bëjnë të mundur parashikimin në përfshirjen e mundshme neurologjike në pacientët e sapoidentifikuar.

6. Zhvillimi i metodave të reja për analizën e saktë dhe kosto/efektive të analizës gjenetike të GBA.
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Testet bazike biokimike (çdo 3 muaj): hemogrami (pancitopenia), testet e hemostazës, hepatogrami, transaminazat, proteinogrami, etj.

Ekzaminimet radiologjike: ultrasonografia abdominale (çdo 6 muaj) dhe ekokardiografia (në bazë të indikacionit), rezonanca magnetike e shtyllës kurrizore dhe qafës së femurit, si dhe DEXA (çdo 12 muaj)

7. Qasja e trajtimit
Zëvendësimi i enzimës ERT

8. Konsiderimet gjatë zbatimit të Udhërrëfyesit

Ky UK jep udhëzime të bazuara në dëshmi mbi atë se si të diagnostikohen rastet me sëmundjen Gaucher.

Zbatimi i këtij UK duhet përfshirë të gjitha nivelet në mjediset me burime të mjaftueshme, si ato njerëzore ashtu edhe ato teknike (medikamentoze dhe pajisje tjera).

Zbatimi i udhërrëfyesit klinik do të mundësohet përmes hartimit të protokolleve të cilat do të nxjerrën nga ky udhërrëfyesi nacional. Institucionet shëndetësore të cilat ofrojnë shërbimet e definuar dhe përshkruara me këtë udhërrëfyes duhet të sigurojnë stafin dhe burimet tjera të nevojshme për zbatim. Institucionet shëndetësore do të obligohen të bëjnë audite klinike periodike dhe të raportojnë lidhur me zbatimin e praktikës së mirë mjekësore. Sfidat gjatë procesit të zbatimit do të adresohen në mënyrë konkrete dhe specifike dhe do të merren parasysh gjatë procesit të revidimit të udhërrëfyesit.

9.  Grupi punues për adaptimin e UK

Grupi për adaptimin e udhërrëfyesit (GAU) është emëruar me vendim të Ministrit me përbërje prej gjashtë anëtarësh për të cilët janë hartuar detyrat e punës bazuar në përgjegjësitë e përcaktuara.

Anëtarët e GAU kanë ndjekur trajnimin 3 ditor për hartimin e udhërrëfyesve dhe protokolleve klinike. GAU është grup multidisciplinar, në përbërje:

Dr. Shqipe Spahiu, mr. sci, Specialist Pediatrisë-Gjenetikist klinik, Klinika e Pediatrisë, QKUK, Prishtinë, kryesues e grupi GAU

Prof.asoc. Dr. Argjira Juniku-Shkololli, Specialist Internist-Gastroenterolog, QKUK, anëtar

Dr. Elfete Kutllovci, Mr. Sci, Specialiste e Mjekësisë Familjare, Qendra Kryesore e Mjekësisë Familjare, Prishtinë, anëtar

Dr Siada Selmani, Internist-Nefrolog, QKUK, anëtar

Mr. Ph. Amir Keka , Ministria e Shëndetësisë, Prishtinë, anëtar

10.1. Deklarata e konfliktit të interesit
Para fillimit të procesit të gjithë anëtarët e GAU kanë nënshkruar deklaratën e konfliktit të interesit.

10.  Procesi i adaptimit 

GAU ka shqyrtuar shumë udhërrëfyes klinik (UK) nacional dhe internacional të publikuar në 5 vitet e fundit (2017-2023) dhe ka vendosur për adaptimin e Udhërrëfyesit ”IWGGD - The International Working Group on Gaucher diseasse” 

GAU nuk ka shqyrtuar UK që nuk kanë pasur referenca të mjaftueshme ose  që nuk ka gjetur përgjigje në pyetjet e UK.

GAU ka rishikuar UK të kualitetit të lartë me rekomandime të qëndrueshme që i përgjigjen diagnozës, evaluimit dhe menaxhimit të SG të të gjitha moshave, për t’u dhënë informacione të duhura të bazuara në dëshmitë e fundit në dispozicion për profesionistë shëndetësor. 

Analiza, përzgjedhja e evidencave, interpretimi dhe formulimi i rekomandimeve është bërë përmes konsensusit të Grupit për Adaptimin e Udhërrëfyesit (GAU).

Shkurtesat
SG-Sëmundja Gaucher

GD: Gaucher disease

GCase: Acid β-glucosidase

GlcCer: Glucosylceramide

GlcSph: Glucosylsphingosine

IWGGD: International Working Group of Gaucher Disease

LIMP-2: Lysosomal integral membrane protein type 2

Sap C: Saposin C

GDG:Guideline development group

ACE:Angiotensin-converting enzyme

TRAP:Tartrate-resistant acid phosphatase

gpNMB:Glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B

DBS:Dried Blood Spot

COPD:Chronic obstructive pulmonary disease

PARC:Pulmonary and activation-regulated chemokine4MU-C3:4- Methylumbelliferyl-β-D-N,N′,N″-triacetyl-chitotrioside

4MU-dC2:4-Methylumbelliferyl-deoxychitobiose

ELISA:Enzyme-linked immunosorbent assay

DELFIA: Dissociation-enhanced lanthanide fluoroimmunoassay

CVS:Chorionic villi sampling

4-MUG:4-Methylumbelliferyl β-D-glucopyranoside

BGLU: GCase enzymatic activity assayed with the artificial substrate in vitro

QC: Quality control

QM: Quality Management

NGS: Next-Generation Sequencing

LC-MS-MS- Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry

Seldi- Surface-enhanced laser desorption/ionization

GAU- grupi për adaptimin e udhërrëfyesit

RKS- Republika e Kosovës

QKUK- Qendra Klinike Universitare e Kosovës

SHSKUK- Shërbimi Spitalor Klinik Universitar i Kosovës

MSH-Ministria e Shëndetësisë

UK- Udhërrëfyesi Klinik

NHS- National Health Service

ERT- Enzyme replacement therapy

ACMG- The American College of Medical Genetics

PSAP- Prosaposin

SCARB 2-Scavenger receptor class B member 2

GBAP- Glucosidase beta acid pseudogene
MLPA- Multiplex ligation- dependent probe amplification
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