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Miért van szükség molekuláris biomarker

vizsgálatok keresésére? 

 Konszenzus szerint megismételt Filipin-teszt és az NPC1 ill. NPC2 
gének vizsgálatának kombinációja javasolt a diagnózis 
felállításához

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

 A vizsgálatra a klinikai tünetek megjelenését követően kerül sor

 Nem áll rendelkezésre önmagában diagnosztikus értékű vizsgálat

 Speciális laboratóriumi környezet + idő + költség



A Filipin-festési eljárás

http://www.tufts.edu/~lliscum/ResProj.html

egészséges alany NPC szindrómás alany

 bőr biopsziával

fibroblasztokat nyernek

 mosást követően a 

koleszterint filipinnel festik

 a mintát fluoreszcens 

mikroszkóp alatt vizuálisan 

vizsgálják

 létezik kvantitatív eljárás is



Potenciálisan diagnosztikus értékű biomarkerek

 plazma oxysterolok

 szfingolipidek

 komplex vizelet metabolom

nagyon elegáns

 jelenleg nem praktikus

 Viszonylag gyorsan 

meghatározhatók

 Rutinszerű mintavétel

 Viszonylag alacsony 
vizsgálati költség

szűrővizsgálat 
keretében mérhetők



Oxysterol vegyületek keletkezése

Björkhem I: J Clin Invest 110(2002):725.



Az oxysterolok diagnosztikai értéke

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



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



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. május 5-6.



Vizsgálati technikák az oxysterol

meghatározáshoz

GC-MS: folyadék-folyadék extrakció, származékképzés 

(BSTFA, MSTFA)

Muenster, London

 LC-MS/MS: fehérje precipitáció, folyadék-folyadék 

extrakció, származékképzés (DMG, DMAB-I)

 Róma, Padova, Barcelona, Manchester



Javasolt referencia tartományok

a 7-KC és C-triol vizsgálathoz:

Hivatkozás 7-KC C-triol

Jiang X et al < 47,8 ng/ml < 38,0 ng/ml

Boenzi S et al 3,7 – 21,8 ng/ml 12,8 – 38,8 ng/ml

Wu et al nem vizsgálják 8,1 – 37,7 ng/ml

Polo et al 7,5 - 85,5 ng/ml 3,0 - 35,0 ng/ml





Metodikai problémák

 Az oxysterol képződés a tárolt mintákban spontán 

folyamatként végbemegy



Oxysterol képződés a tárolt mintákban

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



Metodikai problémák

 Az oxysterol képződés a tárolt mintákban spontán 

folyamatként végbemegy

 A származékképzés nem tűnik problémamentesnek

 A statisztikai értékelések alacsony mintaszámokon 

alapulnak



Szfingolipid profil

Fan N et al: J Lipid Res 54(2013):2800.



Welford R: Plasma lysosphingolipids as biomarkers for

Niemann-Pick disease Type C:

and streamlining assay processes for lysosphingolipids.

Biomarker Workshop, London, 2015 május 5-6. 



Az alacsony pozitív mintaszám problémája



 Az NPC különösen ritka előfordulása a vizsgálati hatékonyság 

hagyományos statisztikai megközelítését rendkívül 

bizonytalanná teszi

 A diagnózist egy lépésben legfeljebb egy komplex 

vizsgálattal (metabolom, monitorozás) lehet igazolni

 A tényleges vizsgálati költség a kromatográfiás-

tömegspektrometriás módszerek bevezetése ellenére 

várhatóan magas marad

Az alacsony pozitív mintaszám problémája



Következtetések

 A plazma oxysterol és szfingolipid vizsgálattal az NPC

diagnózisa részben a klinikai kémia területére helyezhető

 Ezek gyorsabb és költséghatékonyabb vizsgálatok, de más,

rutinszerűen vizsgált paraméterek átfordulási idejét és költség-

tartományát kockázatos megcélozni

 A vizsgálat eredményességének záloga a gondosan

kontrollált preanalitika és a körültekintő értékelés

 A diagnózist több (laboratóriumi és klinikai) oldalról meg kell

erősíteni, amíg hiányzik az ok-okozati összefüggésben

vizsgált paraméter

 A jövőben további diagnosztikus értékű biomarkerek

megjelenése lehetséges (pl. epesavak)
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