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Miért van szUkség molekuldris biomarker
vizsgdlatok keresesére?

» Konszenzus szerint megismeételt Filipin-teszt €s az NPC1 ill. NPC2
gének vizsgdlatanak kombindcidja javasolt a diagnozis
feldllitadsahoz

» McPatterson MC, Hendriksz CJ, Walterfang M et al: Mol Genet Metab 106 (2012): 330.

» A vizsgdlatra a klinikai tUnetek megjelenését kdvetden keruUl sor
» Nem dll rendelkezésre 6nmagaban diagnosztikus értéky vizsgalat

» Specidlis laboratdriumi kdrnyezet +idd + koltség




A Filipin-festési eljaras

egészséges alany NPC szindromas alany

koleszterint filipinnel festik

» g mintat fluoreszcens
mikroszkop alatt vizudlisan
vizsgaljak

» bOr biopsziaval
fibroblasztokat nyernek
» MosAst kdvetden a

» [&tezik kvantitativ eljards is
http://www tufts.edu/~lliscum/ResProj.html




Potencidlisan diagnosztikus ertéku biomarkerek

» Viszonylag gyorsan
meghatdrozhatok

= plazma oxysterolok » Rutinszerd mintavétel

» Viszonylag alacsony
vizsgdlati kdltseg

!

s

szUrovizsgdlat
keretében meérhetok

®» szfingolipidek

®» komplex vizelet metabolom
®» nagyon elegans
® clenleg nem praktikus




Oxysterol vegyUletek keletkezése
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Boenzi S et al: Clin Chim Acta 437(2014):93.
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Fig. 7. Receiver operating characteristic (ROC) curve generated for C-triol (black line) and
7-KC (gray spotted line) with the respective calculated cut-offs: C-triol 23.7 ng/mlL, corre-
sponding to a specificity of 98.3% and a sensitivity of 100%; 7-KC the optimal 40.1 ng/ml,
corresponding to a specificity of 85.0% and a sensitivity of 95.5%.

Boenzi S et al: Clin Chim Acta 437(2014):93.
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Jiang X et al: J Lipid Res 52(2011):1435.
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Wu Hoy-Yee T: Oxysterols by LC-MS/MS. The Manchester experience. Biomarker Workshop, London, 2015. mdjus 5-6.




Vizsgdlati technikdk az oxysterol
meghatarozdshoz

» GC-MS: folyadék-folyadék extrakcio, szarmazekkepzes
(BSTFA, MSTFA)

» Muenster, London

» | C-MS/MS: fehérje precipitacio, folyadék-folyadék
extrakcio, szarmazekképzés (DMG, DMAB-)

» ROma, Padova, Barcelona, Manchester



Javasolt referencia tartomanyok
a 7-KC és C-triol vizsgalathoz:

Jiang X et dl < 47,8 ng/ml < 38,0 ng/m|
Boenzi S et Al 3,7 -21,8 ng/ml 12,8 — 38,8 ng/ml
Wu et al nem vizsgaljak 8,1 -37.7 ng/ml

Polo et al /,5-85,6 ng/ml 3,0 -35,0 ng/ml



ESZKOZOK  MNEZET

LAUNCH OF NEW OXYSTEROL ASSAY FOR FASTER AND EASIER DIAG-
NOSIS OF NIEMANN-PICK C

Willink Biochemical Genetics Laboratory, Central Manchester Uni-
versity Hospitals NHS FT

We are pleased to announce that as from April 2014 we are now
offering a service for Oxysterol analysis for the investigation and di-
agnosis of Niemann-Pick C (NP-C).

We believe this test will prove to be a big step forward in improving
the ease and speed at which NP-C can be diagnosed, since it only
requires a blood sample rather than cultured fibroblasts. We would
like to encourage all to think about and test for NP-C at a much ear-
lier stage than has previously occurred for this underdiagnosed dis-
order. Jaundice / hepatosplenomegaly shortly after birth and later
ataxia, dystonia, dysarthria, epilepsy, intellectual decline and the
characteristic vertical supranuclear gaze palsy should prompt test-
ing. In late presenting adult cases psychiatric problems and demen-
tia may be prominent. It would certainly be appropriate to consider
requesting oxysterols as a complementary test alongside the lysoso-
mal enzyme screen when considering the lysosomal storage disor-
ders as a differential diagnosis.
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Oxysterol analysis will now be the standard first line test for NP-C in

our laboratory although filipin staining will still be available for con-

firmation of cases of NP-C or for further investigation of patients

with results in the equivocal range.

1s cholestane-3p, 5a, 6B-
triol. Interpretation and any suggestions for further testing or follow

The specific oxystero 3

up will be given with the report.

Sample requirements: 1-2 ml EDTA plasma separated and frozen on
same day of sampling.

Storage and Shipping requirements: Unless EDTA plasma sample can
be delivered to the Willink Lab on the same or next day of sampling,

the sample must be sent frozen (preferred)
Turnaround time: 15 days

Reference Range: Control (n=70):  8.1-37.7 ng/ml (95% CI 9.6-

37.0)
NPC1 (n=15):  35.3-1170 ng/ml (95% CI 39.3-811.9)

Cost: £87
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Metodikai problemak

» Az oxysterol képzddés a tarolt mintakban spontdn
folyamatként végbemegy




Oxysterol képzddes a tdarolt mintdkban
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Fig. 5. Post-preparative stability of the two axystemd DMAB-derivatives in the autosampler at room temperatune at diffierent times: 0 b, 24 b 48 b, 10 days. The two axystemol] DMAR-
derivatives wene measurcd both in standard sobutions [pancl A) and in plasma samples [panc] B) at bow conoenirations [ pooicd plasma + 10 and 20 ng/'mil) and at high conoenirations
[pooked plasma + 100 and 200 ng/ml).

Boenzi S et al: Clin Chim Acta 437(2014):93.




Metodikai problemak

» Az oxysterol képzddés a tarolt mintakban spontdn
folyamatként végbemegy

» A szarmazékkepzés nem tunik problemamentesnek

» A statisztikai értékelések alacsony mintaszamokon
alapulnak




Szfingolipid profil
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Plasma SPC and GLCSPH in NP-C patients
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Welford R: Plasma lysosphingolipids as biomarkers for Bar represents the median
Niemann-Pick disease Type C: Dotted line 95%CI of normal

and streamlining assay processes for lysosphingolipids.

Biomarker Workshop, London, 2015 mdjus 5-6. Welford et al. (2014) PLoSOne

SPC also seen to be elevated in Rolfs {Centogens)/
GlcSph, glucosylsphingosine; SPC, lysosphingomyelin tascher (Pharm Analyt) WO 2013/072060




Az alacsony pozitiv mintaszdm problémagjo
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Az alacsony pozitiv mintaszdm problémagjo

» Az NPC kUl6n&sen ritka eldforduldsa a vizsgdlati hatékonysag
hagyomanyos statisztikai megkdzelitését rendkivUl
bizonytalannad teszi

» A diagnozist egy lépésben legfeliebb egy komplex
vizsgdlattal (metabolom, monitorozds) lehet igazolni

» A fényleges vizsgdlati kdltség a kromatografids-
tdmegspektrometriads modszerek bevezetése ellenére
varhatéan magas marad



Kovetkeztetéesek

» A plazma oxysterol és szfingolipid vizsgdlattal az NPC
diagnodzisa résziben a klinikai kemia terUletére helyezhetd

» Fzek gyorsabb és kéltséghatekonyabb vizsgdlatok, de mads,
rutinszerden vizsgalt paraméterek atforduldasi idejét es koltseg-
tartomanydat kockdzatos megcélozni

» A vizsgdlat eredményességének zdaloga a gondosan
kontrollalt preanalitika és a korultekintd értékelés

= A diagnozist tobb (laboratériumi és klinikai) oldalrol meg kell

erositeni, amig hianyzik az ok-okozati oOsszefiggésben
vizsgadlt paraméter

» A jOvOben fovdbbi diagnosztikus eéertékU biomarkerek
megjelenése lehetséges (pl. epesavak)
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