Metabolomika jako potencjalna
metoda diagnostyczna w medycynie

Wprowadzenie
Utrzymywanie

réwnowagi ukfadu biologicz-
nego jest jednym z kluczowych

wewnetrznej

zadan organizmu zwigzanych
z jego reakcjg na bodzce ze-
wnetrzne badZz wewnetrzne.
Réwnowaga zachowan uktadu
biologicznego, mieszczaca sie
w pewnych zakresach toleran-
¢ji okreslana jest mianem ho-
meostazy dynamicznej, a wiec
zmieniajacej sie w czasie [1].

Zrozumienie istoty homeosta-
zy moze by¢ bardzo wazne dla
gtebszego poznania proceséow
samoorganizacji komorki i ca-
tego ukfadu biologicznego ja-
kim jest cztowiek. Bardzo cze-
sto wytracenie organizmu ze

Nasilenie objawow

Zmiana parametrow
laboratoryjnych

o leczeniu
Wizyta i konsultacja \
lekarska

Objawy kliniczne

stanu rownowagi moze wig-
zac sie z zapoczatkowaniem
procesu chorobotwoérczego.
Z tego wzgledu umiejetnos¢
mierzenia tych zmian moze
istotnie przyczyni¢ sie do
wczesniejszego  wykrywania
choroby, zanim beda widocz-
ne i odczuwalne jej objawy
[2].
padkach interwencja lekarska
pojawia sie zbyt pézno, kiedy
choroba jest juz zaawansowa-

Niestety w wielu przy-

na, przez co w konsekwencji
leczenie pacjenta jest utrud-
nione i wielokrotnie mato sku-
teczne (rys. 1.).

Jeszcze nie tak dawno sadzo-
no, ze pomocne w prowadze-
niu skutecznej diagnostyki,

Przyjecie do szpitala

Rozpoznanie i decyzja

/

leczeniu i poznaniu przyczyn
réznych choréb beda bada-
nia nad rozszyfrowaniem ge-
nomu cztowieka (genomika)
[4]. Wraz z postepem wiedzy
okazato sie jednak, ze sama
informacja genetyczna oraz
badania komponentu biat-
kowego - proteomu (pro-
teomika),
jej bazie nie wystarczaja do
identyfikacji
dzacych w komorce. Istnieje
bowiem jeszcze jedna, bar-

powstajacego na

zmian zacho-

dzo istotna sfera komorki,
obejmujaca zbiér drobnocza-
steczkowych zwigzkéw - me-
tabolitéw o réznych wiasci-
wosciach fizykochemicznych

i biochemicznych, petnigcych

Poziom rozpoznania choroby

[

Uwarunkowania
genetyczne
i Srodowiskowe

Cechy metaboliczne
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Rys. 1. Wykres zaleznosci nasilenia objawdw choroby od szybkosci diagnozy [3]
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wazne funkcje w organizmie.
Na tej podstawie rozwinefa
sie kolejna z technik ,omicz-
nych’, metabolomika, bedaca
uzupetnieniem badan
genomem i proteomem [5].
Dopiero takie catosciowe, sko-
relowane ze soba, spojrzenie
na uktad biologiczny jakim
jest cztowiek moze prowadzic¢

nad

do poznania mechanizmoéw
jego dziatania i wyjasnienia
przyczyn wielu choréb.

Metabolomika
Metabolomika to dziedzina
nauki, zaliczana do biologii
systemowej, obejmujaca bar-
dzo szeroki, interdyscyplinar-
ny zakres wiedzy, skupiajacy
sie na prébie wyjasnienia
zmian zachodzacych w profilu
metabolicznym. Na profil ten
sktadaja sie réznorodne, nisko-
czasteczkowe zwigzki (w za-
leznosci od zrodta >1000 lub
1500 Da) takie jak lipidy, kwa-
sy organiczne, weglowodany,
aminokwasy, nukleotydy czy
tez sterydy. W ogélnodostep-
nej bazie danych metabolitow
cztowieka HMDB (Human Me-
tabolomics Database) zebrano
informacje o ok. 8000 takich
zwiazkach [6].

Idea badania metabolitéw nie
jest nowa, czesto bowiem wy-
korzystuje sie ja w diagnosty-
ce medycznej. Dotychczaso-
we jednak podejscie wigze sie
z rozpoznawaniem choroby



na podstawie jednego badz
kilku metabolitow bedacych
charakterystycznymi markera-
mi. Okazuje sie natomiast, ze
w momencie wybicia uktadu

(komérki, tkanki, narzadu, or-
ganizmu) zhomeostazy dyna-
micznej widoczne s3 zmiany
ilosciowe i jakosciowe w ogol-
nym
ptynéw ustrojowych. Zada-

zbiorze metabolitow
niem metabolomiki jest wiec
miedzy innymi poszukiwanie
tych dyskretnych zmian w ca-
tosciowym profilu metabolicz-
nym, ktéra w konsekwencji
moze prowadzi¢ do okreslania
biomarkeréw chorobowych,
pojawiajacych sie zaraz na
poczatku stanu chorobowe-
go. Takie postepowanie moze
znacznie poméc w diagnozie,
wyborze efektywnej terapii
oraz monitorowaniu przebie-
gu choroby i leczenia [7].

W badaniach metabolomicz-
nych wykorzystuje sie gtow-
nie ptyny ustrojowe cztowieka
lub ekstrakty uzyskane z ko-
morek badz tkanek [7]. Plyny
ustrojowe takie jak surowica
krwi, osocze, $lina, mocz s3
szczegolnie fatwo dostepne,
co sprawia, ze metabolomika
jako metoda diagnostyczna
jest mato inwazyjna. Jednakze
badania na ekstraktach ko-
morkowo-tkankowych czy tez
innych trudniej dostepnych
ptynach jak np. ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy jest roéwniez
bardzo istotne w poszukiwa-
niu specyficznych biomarke-
réow chorobowych [7].

Analize profilu metabolicznego
przeprowadza sie najczesciej za
pomoca spektroskopii magne-
tycznego jadro-
wego (nuclear magnetic reso-
nance, NMR) oraz spektrometrii
mas (mass spectrometry, MS).

rezonansu

W ogoélnym ujeciu spektro-
skopia magnetycznego re-
jadrowego NMR
umozliwia, za pomoca fal
elektromagnetycznych, de-
tekcje jader atomow H, 13C,

ZOohansu

5N, 3'P i innych, w mole-
kutach znajdujacych sie w
badanym roztworze np. pty-
nach ustrojowych [8]. Kazdy
z wygenerowanych sygna-
téw, posiada takie parametry
jak przesuniecie chemiczne
(ppm, parts per milion), mul-
tipletowos¢, statg sprzezenia,
integracje,
rajg informacje o strukturze,

ktére zawie-
konformacji oraz dynamice
poszczegdlnych zwiazkéw
chemicznych. Identyfikacja
poszczegdlnych metabolitow
moze odbywac sie w dwojaki
sposob. Pierwszy z nich po-
lega na wykorzystaniu widm
jednowymiarowych 1D NMR
i poréwnywaniu wartosci
przesuniecia chemiczne-
go oraz innych parametréw
widma poszukiwanego me-
tabolitu z danymi (widmami)
z bazy danych, zawierajaca
widma niskoczasteczkowych
zwigzkéw [8]. Drugi sposéb
analizy jakosciowej polega na
okreslaniu struktur poszcze-
gd6lnych metabolitéw na pod-
stawie analizy widm dwuwy-
miarowych 2D [8].

Bardzo czuta (pozwala ozna-
czac stezenia zwigzkéw che-
micznych na poziomie nano-
molowym),
wydajna metoda stosowana
w jakosciowym i iloSciowym

a jednoczesnie

oznaczaniu metabolitow jest
spektrometria mas, MS [9].
Bardzo duzy wptyw na zdol-
nos¢ analizy niskoczasteczko-
wych zwiazkéw w ztozonych
probach biologicznych ma

wspomaganie spektrometrii

mas preparatywnymi tech-
nikami rozdziatu, takimi jak
chromatografia gazowa (gas
chromatography, GC) i cieczo-
wa (liquid chromatography,
LC, High Performance Liquid
Chromatography, HPLC i Ultra
Performance Liquid Chroma-
tography, UPLC) [10]. Tech-
nika GC-MS charakteryzuje
sie bardzo dobrag zdolnoscia
rozdzielcza i powtarzalnoscia,
jednakze wymaga dodatko-
wego etapu derywatyzacji
czasteczek, w celu zwieksza-
nia ich lotnosci [10]. W przeci-
wienstwie do metody GC-MS
w chromatografii cieczowe;j
LC-MS analizowane prébki
rzadko podaje sie derywaty-
zacji. [11-12].
Interpretacja
wych, zawierajgcych sygnaty

widm maso-

przypisane do wartosci sto-
sunku mas do tadunku (m/z)
czasteczek
oraz ich fragmentéw opiera
sie na analizie wartosci tych
stosunkoéw oraz czasu reten-

zjonizowanych

¢ji poszczegdlnych substan-
¢ji [1]. Poniewaz identyfikacja
poszczegdlnych metabolitow
czesto jest utrudniona, sto-
suje sie dwie strategie. Jedna
z nich polega na poréwny-
waniu otrzymanego widma
masowego z dostepnymi bi-
bliotekami widm oraz bazami
danych. Druga za$ polega na
poréwnaniu widm zwiazkdéw
wzorcowych z widmem uzy-
skanym podczas analizy [1].

Zaréwno pomiary spektrosko-
powe, jak i spektrometryczne
umozliwiajg analize metabo-
lomu nie tylko pod wzgle-
dem jakosciowym, ale takze
ilosciowym. W obu tych kwe-
stiach wazna jest tzw. stan-
daryzacja pomiaréw, a wiec
opracowanie odpowiednich
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protokotéw dla pomiaréw
NMR, LC-MS, GC-MS czy in-
nych. Standaryzacja, a wiec
jednakowe  przygotowywa-
nie prob (dla metody NMR),
tzn. identyczne pH, stezenie
buforu, wzorca (np. TSP) [13],
objetos¢ czy waga badanego
materiatu, temperatura jest
niezwykle istotne w dalszej
analizie statystycznej. Pozwa-
la ona na eliminacje btedow
wynikajacych z réznej pre-
paracji prébek, a tym samym
skupi¢ sie na analizie i inter-
pretacji réznic pomiedzy gru-
pami, wynikajacymi z istnieja-
cego stanu rzeczy.

Analiza chemometryczna
danych
Identyfikacja specyficznych

zwigzkéw chemicznych, bio-
markeréw, bedaca
z gtéwnych celéw badan me-
tabolicznych wymaga nie tyl-

jednym

ko niezwyktej starannosci i po-
wtarzalnosci w przygotowaniu
prébek oraz wydajnych i czu-
tych technik analitycznych, ale
takze zaawansowanych narze-
dzi chemometrycznych i staty-
stycznych (rys. 2.) [14].

Podstawowag metodg stoso-
wang w chemometrii, bedaca
punktem wyjscia do dalszych
analiz jest analiza gtéwnych
skladowych PCA (Principal
Component Analysis) [15].
Jest to klasyczny przyktad
metody
stuzacej do projekcji, wizu-
alizacji, wyznaczania trendu,
a takze identyfikacji wartosci
odstajacych we wszystkich
obserwacjach lub prébach
[16]. Poniewaz badania me-
tabolomiczne obejmujg ba-
danie zbioru oséb zdrowych
(kontrola) oraz chorych, po-
zwala to na wyznaczenie

nienadzorowanej,
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Rys. 2. Poszczegdlne etapy badari metabolomicznych

relacji pomiedzy grupami,
a takze elementéw, a wiec
potencjalnych biomarkerow,
réznicujacych obie grupy
[15]. Dla opracowywania od-
powiednich modeli,
widywania
subtelnych réznic oraz poszu-
kiwania istotnych statystycz-

prze-
niejednokrotnie

nie biomarkeréw czesto stuza
dwie inne metody, metoda
czesciowych najmniejszych
kwadratéw PLS (Partial least-
-squares) oraz ortogonalna
metoda czesciowych naj-
mniejszych kwadratéw OPLS
(Orthogonal-PLS) [17-18]. Sa
to przyktady metod nadzoro-
wanych, oparte na klasyfikacji
poszczegdlnych obserwacji
na podstawie dodatkowego
parametru, jakim moze by¢
stan pacjenta (zdrowy, cho-
ry), rodzaj choroby, wiek czy

ptec etc. [16-18].
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Zastosowanie metod me-
tabolomicznych w diagno-
styce stanéw chorobowych
z przykladami

W obecnym czasie zastosowa-
nie metod metabolomicznych
w diagnostyce wszelkiego ro-
dzaju choréb znajduje duze
zainteresowanie wsrod bada-
czy, co przekfada sie na tysia-
ce opublikowanych prac ory-
ginalnych i przegladowych.
Ponizej zostana przedstawio-
ne wybrane przyktady uzycia
metabolomiki w diagnostyce
jedynie kilku stanéw patolo-
gicznych.

Diagnostyka choréb nowo-
tworowych

Rozwdj i progresja wielu ty-
pow nowotworéw musi znaj-
dowac swoje odzwierciedle-
nie w profilu metabolicznym

ptynéw ustrojowych  [19].
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Bardzo istotnym problemem
wsérdéd dzieci oraz miodych
ludzi jest kostniakomiesak,
nowotwor ztosliwy kosci, dla-
tego umiejetne wykrywanie
wczesnych zmian oraz zro-
zumienie zmian biochemicz-
nych zachodzacych podczas
nowotorzenia moze zreduko-
wac smiertelnos¢ i przyczynic
sie do skrécenia terapii anty-
nowotworowej [20].

Analize profilu metabolitow
moczu oraz surowicy krwi
trzech grup badanych (pacjen-
ci ztagodna zmiana nowotwo-
rowg, ztosliwg oraz kontrola)
przeprowadzono wykorzystu-
jac metode GC-MS. Zaréwno
mocz jak i surowice krwi przed
pomiarami poddano proceso-
wi derywatyzacji [20].

W  wyniku przeprowadzo-
nych badan zidentyfikowano
dwadziescia dziewie¢ meta-

bolitéw w surowicy krwi oraz
dwadziescia jeden w moczu,

a analiza chemometryczna
pokazata wyraznie rozdzielo-
ne trzy badane grupy. Wsréd
wszystkich  metabolitéw na
uwage zastuguje podwyzszo-
ne stezenie cystyny (zarow-
no w moczu jak i w surowicy
krwi) a obnizone fumaranu
i malonianu (surowica krwi)
oraz hipurynian (mocz) w obu
grupach chorych w poréwna-
niu z kontrolg. Podwyzszone
stezenie w surowicy u 0séb
z kostniakomiesakiem zauwa-
zono dla kwasu 2-hydroksy-
mastowego (produkt uboczny
konwersji metioniny do glu-
tationu) oraz GABA za$ obni-
zone dla pirogronianu oraz
mleczanu wzgledem kontroli
[20]. Badania te pokazujg, ze
metabolomika z powodze-
niem moze by¢ zastosowana
jako nieinwazyjna metoda
diagnostyczna oraz monitoru-
jaca przebieg choroby nowo-
tworowej.

Gtébwnag przyczyna
wsrdd kobiet na catym Swiecie
jest nowotwor piersi. Pomimo

Smierci

prowadzonych programéw
antynowotworowych, zwiek-
szajacych Swiadomos¢ kobiet
o koniecznosci przechodzenia
badan przesiewowych liczba
przypadkéw $miertelnych jest
wciaz bardzo duza [21]. Okre-
sowe badania mammogra-
ficzne, badania palpilacyjne
czy tez testy krwi sg niejed-
niewystarczajace,
dajag bowiem czesto fatszy-
wie pozytywne wyniki i nie sa
w stanie wykry¢ dyskretnych
zmian nowotworowych badz

nokrotnie

tez nawrotéw, po wczesniej-
szej interwencji chirurgiczne;.
Poszukiwanie wiec marke-
réow metabolomicznych dla



procesbw nowotworzenia,
stato sie celem dla niektérych
grup badawczych [21].

Asiago wraz ze wspotpracow-
nikami przeprowadzili pomia-
ry metabolomiczne surowicy
krwi kobiet chorujacych na
raka piersi, wykorzystujac me-
tode NMR oraz GCxGC-MS. Na
uzyskanych w wyniku badan
widmach oznaczono metabo-
lity korzystajac z dostepnych
baz danych (dwadziescia dwa
metabolity NMR oraz osiem-
nascie GCxGC-MS). Osta-
tecznie sposréd wszystkich
zidentyfikowanych zwigzkow
wyselekcjonowano 11 meta-
bolitow (siedem - NMR oraz
cztery — GCxGC-MS) istotnych
statystycznie [22]. Na podsta-
wie tych danych stworzono
model, ktory nastepnie zostat
poddany kontroli. W tym celu
grupe pacjentow po interwen-
¢ji chirurgicznej monitorowa-
no stosujac konwencjonalng
metode immunologiczng oraz
badania metabolomiczne
wraz ze stworzonym mode-
lem [22]. Okazato sie, ze zna-
czaco szybciej (13 miesiecy
wczesniej u okoto 55% pacjen-
téw) proces nawrotu choroby
wykryto korzystajac z pomiaru
profilu metabolicznego. Bada-
nia te pokazujg, jaki potencjat
diagnostyczny i predykcyjny
moze mie¢ pomiar profilu me-
tabolicznego krwi oséb cho-
rych, a wykrycie nowotworu
we wczesnej fazie rozwoju
moze skutecznie poprawic le-
czenie pacjentow [22].

Kolejnym przyktadem wy-
korzystania narzedzi
bolomicznych w diagnozie

meta-

choréb nowotworowych sa
badania przeprowadzone na
pacjentach chorych na raka
przewodu zéfciowego [23, 24].

Okazuje sie, ze pomimo wy-
sokiej specyficznosci konwen-

cjonalnych metod opartych
na przeciwciatach nie s3 one
stosunkowo czute. Wyniki uzy-
skane z badan metabolomicz-
nych wykazuja znacznie wyz-
szg nie tylko specyficznos¢, ale
takze bardzo wysoka czutos¢
metody. Sposréd metaboli-
tow (cholina, kwas mlekowy,
cytrynowy),
na ktérych skupiono gtéwna
uwage w ocenie statystycznej,

glukoza, kwas

stwierdzono, ze poziom kwa-
su cytrynowego u chorych jest
Znacznie wyzszy niz w grupie
kontrolne;j.
ttumaczeniem takiego stanu
rzeczy wydaje sie byc¢ fakt,

Logicznym  wy-

ze kwas cytrynowy poprzez
acetyloCoA jest prekursorem
cholesterolu, ktéry z kolei jest
metabolizowany do kwaséw
z6fciowych [24].

Powyzsze przyktady pokazuja,
ze nowatorska metoda jaka
jest
skutecznie moze przyczynic

metabolomika bardzo
sie do wczesnego diagnozo-
wania howotworéw oraz mo-
nitorowania nawrotu choroby
i postepdéw leczenia. W obec-
nym czasie badania metabo-
lomiczne prowadzone na po-
ziomie akademickim nie tylko
pozwalaja na
0s6b zdrowych od chorych na
raka, ale réwniez umozliwiaja
okreslenie ich fenotypow [25]

rozrdznianie

Profil metaboliczny cho-
réb neurodegeneracyjnych
i psychicznych

Badanie
ré6znych neuroaktyw-
nych zwigzkéw dostarczyto

metabolomiczne
wielu
wielu nieocenionych infor-
macji o etiologii licznych cho-
réb neurodegeneracyjnych
i psychicznych, a tym samym

przyczynito sie do poprawie-
nia stanu wiedzy na temat
diagnostyki tego typu scho-
rzen [26].

Bardzo trudna do diagnozy we
wczesnym stadium, a jedno-
czes$nie bardzo powszechna
forma demencji jest choroba
Alzheimera (Alzheimer dise-
ase) [27]. W ostatnich latach
zauwazono réwniez wzrost
zainteresowania innym obra-
zem klinicznym, nazywanym
tagodna utratg poznania MCI
(mild cognitive impairment),
uznawang za wczesng forme
choroby Alzheimera [28]. Nie-
stety obecnie nie ma metody,
ktéra mogtaby rozrézni¢ oba
schorzenia,
stwierdzi¢, czy pacjenci cho-
rzy na MCl moga w przyszto-
sci zachorowa¢ na chorobe
Alzheimera. Identyfikacja bio-
markeréw dla choroby Alzhe-
imera oraz przedklinicznego
syndromu MCI, a takze moni-
torowanie progresji choroby
jest bardzo istotna [28].
Greenberg wraz ze wspétpra-

a jednoczesnie

cownikami w swoich bada-
niach w poszukiwaniu bio-
markeréw réznicujacych obie
choroby wykorzystat metode
UPLC-MS, analizujac profil me-
taboliczny surowicy krwi [29].

Analiza otrzymanych danych
za pomocy PLS-DA pokazata
wyrazne rozdzielenie wszyst-
kich grup (kontrola - zdrowi,
chorzy na AD i MCl). Na rozdziat
ten miat wptyw poziom trzech
soli kwaséw zoétciowych, ziden-
tyfikowanych jako GCD, GDCA
oraz GCDCA. Niestety jak sie
okazato, podwyzszony poziom
tych metabolitéw wystepuje
zarbwno w chorobie Alzhe-
imera oraz MCl. Podobnie ob-
serwacja wykresu PLS-DA po-
kazuje bliskie sasiedztwo obu
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grup chorych w poréwnaniu
z kontrolg [29].

Chociaz badania Greenberga
nie pokazaty bezposredniego
pofaczenia pomiedzy rozwo-
jem choréb AD/MCI a pozio-
lipido-
wych, to jednak potwierdzaja

mem metabolitow

duza role zwiazkéw lipido-
wych, homeostazy choleste-
rolu i metabolizmu b-amylo-
idu w chorobie AD [29].
Niezwykle $miertelng cho-
robg  neurodegeneracyjna,
o skomplikowanej patogene-
zie, stawiajacej wyzwanie dla
wielu badaczy jest stward-
nienie zanikowe boczne ALS
(amyotrophic lateral sclero-
sis) [30]. Choroba ta nalezy
do grupy choréb okreslanych
jako chorobe neuronu rucho-
wego MND (motor neuron di-
seases) [30]. Metabolomiczna
analize surowicy krwi za po-
mocg metody NMR u chorych
na ALS przeprowadzit Kumar.
W swoich badaniach oprécz
grupy kontrolnej (zdrowej)
uzyt kontroli dla chorych na
ALS, ktérg stanowity osoby
chore na chorobe Hirayama
(kontrolna choroba neurolo-
giczna) [31].

W wyniku przeprowadzonych
badan pokazano, ze glutami-
nian, b-hydroksyma-
stowy (BHBT), octan, aceton,
kwas mréowkowy majg znacz-
nie podwyzszone stezenie
u 0s6b chorych na ALS, z kolei
poziom glutaminy oraz histy-
dyny byt znacznie obnizony.
Stezenia alaniny, lizyny piro-
gronianu, cytrynianu, gluko-
zy, kreatyniny, kreatyninyny,
oraz tyrozyny pozostawaty

kwas

bez zmian [31]. U 0oséb cho-
rych na chorobe Hirayama
podwyzszone stezenia istot-
nie statystyczne zanotowano
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dla glutaminianu, pirogronia-
nu oraz kwasu mréwkowego,
za$ BHBT, octan, aceton, ala-
nina, lizyna, cytrynian, gluko-
zy, kreatyniny, kreatyninyny,
oraz tyrozyny pozostawaty
bez zmian [31]. Powyzsze
badania pokazuja, ze uzycie
metody NMR do wykrywania
zmian zachodzacych w profi-
lu metabolicznym moze by¢
bardzo pomocne w pdzniej-
szym zastosowaniu diagno-
stycznym. Pomimo identyfi-
kacji istotnie statystycznych
metabolitéw, wyjasnienie
etiologii stwardnienia zani-
kowego bocznego wymaga
jeszcze wielu badan [31].

Wsréd badan
metabolomicznych w me-
dycynie nalezy wspomniec
o chorobach psychicznych.
Bardzo czesto etiologia i pa-
tofizjologia tego typu scho-
rzen nie jest do konca znana,
albo wielokrotnie jeszcze nie-
poznana [32]. Nadal gtéwna
metoda diagnostyczng cho-
réb umystowych jest wywiad
kliniczny, rozmowa z biegtym
psychiatra. Poszukiwanie bio-
markeréw na réznego typu
choroby jest wiec
z punktu widzenia wczesnej

zastosowan

istotne

diagnostyki oraz monitoro-
postepow
Ponadto badania metaboli-

wania leczenia.
zmu 0s6b chorych umystowo
by¢ moze pozwoli¢ na blizsze
przyjrzenie sie etiologii tych
chorob [33].

Préobe
w  profilu

znalezienia réznic
metabolicznym
0s0b zdrowych i chorych na
schizofrenie podjat Holmes
ze wspotpracownikami [34].
W swoich badaniach na ptynie
mozgowo rdzeniowym (PMR)
trzech grup (chorzy leczeni,

chory nieleczeni oraz kontro-
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la) wykorzystat metode NMR.
Analiza danych spektrosko-
powych za pomocg PLS-DA
pokazata wyrazna
ce miedzy trzema grupami,

rézni-

a identyfikacja metabolitéw
wskazata, ze glukoza, octan,
mleczan i glutamina sg odpo-
wiedzialne za rozdziat grup.
Wyniki pokazuja znaczne pod-
wyzszenie stezenia glukozy
w ptynie moézgowo rdzenio-
wym oséb chorych nieleczo-
nych w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Dodatkowo dla
potwierdzenia tego faktu wy-
konano test na obecnos¢ glu-
kozy w PMR u oséb chorych
nieleczonych, ktére potwier-
dzity wynik analizy metabolo-
micznej. Co ciekawe, badania
na obecnos¢ glukozy we krwi
nie pokazaty zadnych réznic.
Zaktécony metabolizm gluko-
zy moze wigzac sie oczywiscie
ze zmiang nastroju oraz stana-
mi psychotycznymi, jednakze
podwyzszone stezenie glu-
kozy wraz z innymi zmiana-
mi w profilu metabolicznym
(obnizone stezenie mleczanu
i octanu) moga stanowic spe-
cyficzne narzedzia w diagno-
styce schizofrenii [34].

Analiza poréwnawcza o0séb
chorych leczonych z kontrola
pokazuje, ze okoto 50% pa-
cjentow w wyniku leczenia
przesuwa sie w kierunku kon-
troli. To pozwala sugerowac,
Ze zastosowane leczenie jest
skuteczne, a metabolomika
jako metoda moze by¢ zasto-
sowana do monitorowania
tego procesu [34].

Diagnostyka nefrotoksycz-
nosci

Toksyczny wptyw lekéw na
nerki jest
ny gtownie przez funkcje

spowodowa-
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jaka spetniaja w organizmie.
Praktycznie wszystkie tok-
syny oraz zbedne przemia-
ny metabolizmu
we krwi sa usuwane wraz

zawarte

Z moczem przez te wihasnie
organy. Monitorowanie wiec
oraz wczesna diagnoza ne-
mogtaby
przyczynic sie do zmniejsze-
nia przypadkéw uszkodzenia

frotoksycznosci

nerek w wyniku np. terapii
lekowych [35].

Badanie wptywu réznych
lekow na nefrotoksycznosc
w swoich badaniach prze-
Boudonck wraz
z wspotpracownikami. Do
tego celu wykorzystat grupe
zwierzat, szczuréw, ktoére le-
czone byty cisplatyng, gen-
tamycyna oraz tobramycyna
oraz grupe kontrolna. Proby
moczu oraz tkanek nerek
zbierane byly w ciagu kolej-
nych dni, a nastepnie anali-
zowane przy pomocy LC-MS
oraz GC-MS [36].

Analiza statystyczna otrzyma-

prowadzit

nych danych (zidentyfikowa-
nych metabolitéw) pokazata
znaczacy wzrost stezenn ami-
nokwasoéw w prébach moczu
po 28 dniach od rozpoczecia
leczenia. W prawidtowo funk-
cjonujacej
aminokwasy ulegaja resorp-
¢ji, natomiast nefrotoksycz-
nos¢ polekowa spowodowata
znaczace podwyzszenie po-
(ami-
wy-

nerce wszystkie

ziomu aminokwasow
noaciduria).
mienionych aminokwaséw
podwyzszone stezenie wielu

Oprécz

cukréw, tj. glukozy, mannozy,
fukozy, kwasu N-acetylneu-
raminowego oraz glukonia-
nu zauwazono u trzech grup
badanych zwierzat [36]. Poza
cukrami oraz aminokwasa-

mi  znaczacy wptyw na roz-

nicowanie grup badanych
od kontroli miaty wptyw inne
metabolity, poliaminy, fosfo-
ran, 3-hydroksymaslan, 3-hy-
droksyfenylooctan, monoeta-
nolamina i hipurynian [36].
Obserwacje dotyczace badan
metabolicznych  pobranych
tkanek nerkowych pokazuja
natomiast obnizenie stezenia
nukleozydoéw, bedacych pre-
kursorami do syntezy nukle-
otydow [36].

Powyzsze badania wykazaty
ze metabolomika moze by¢
réwniez uzyteczna metoda
w diagnozowaniu i monitoro-
waniu nefrotoksycznosci. By¢
moze w przysztosci pozwoli
na szybsza i skuteczng dia-
gnoze degeneracji nerek oraz
innych narzadéw pod wpty-
wem rdéznego rodzaju sub-
stancji, jak réowniez przyczyni
sie do projektowania nowych,
rownie skutecznych, ale mniej
toksycznych lekow.

Podsumowanie
Metabolomika jest niezwykle
uzyteczna metoda, ktérg moz-
na z powodzeniem stosowac
w poszukiwaniu biomarkeréw
réznych stanéw patologicz-
nych, tj. réznego rodzajow
nowotwordéw, choroby neu-
rodegeneracyjne, stany psy-
chiczne czy tez w toksykolo-
gii. Umiejetne zrozumienie
proceséw metabolicznych
jakie zachodza w ludzkim or-
ganizmie jest bardzo wazne
nie tylko dla zwiekszenia sku-
tecznosci leczenia, ale takze
dla rozpoznawania choroby
w jej zarodku, co z pewnoscia
te skuteczno$¢ znacznie po-
prawi. Dodatkowo metoda ta
moze pozwoli¢ na stosowanie
spersonifikowanego leczenia
pacjentow.
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