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ABSTRACT

The search for biomarkers which would be helpful in diagnosing or predicting
the course of diseases of unknown etiology, such as autism or Parkinson's disease
(PD), is challenging due to the complex nature of these conditions and their diverse
biochemical backgrounds. With help comes metabolomics. Metabolomics studies
allow qualitative and quantitative analysis of metabolites which can act as disease
markers. Traditional biochemical methods are not always sensitive enough to detect
metabolites present at very low concentrations in body fluids. Therefore,
chromatographic techniques, especially gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), along with other
detection options, are often used in metabolomic studies. The high sensitivity of both
methods allows detection of metabolites even in trace amounts, which is crucial for
diagnosing neurological diseases, where biochemical changes can be subtle and
difficult to detect. Metabolomics research into autism and PD contributes to a better
understanding of mechanisms of their development at cellular and molecular levels.
Identifying biomarkers may help uncover metabolic changes affecting central
nervous system (CNS) functions, such as neurotransmitters, which may be related to
communication and social impairments in autism. Similarly, metabolites linked to
dopaminergic neuronal degeneration or oxidative stress are being sought in
Parkinson's disease. Examples of potential biomarkers include specific fatty acids,
products of lipid peroxidation, or compounds related to energy metabolism, which
may be indicative of ongoing neurodegenerative processes in the brain. However,
more specific diagnostic indicators are still needed, making metabolomic studies
together with bioinformatics analysis a valuable tool for the development of
personalized diagnostics, but also for monitoring the course of disease and
therapeutic strategies in diseases of the CNS. This article presents metabolites which
can be considered potential prognostic and diagnostic markers in autism and
Parkinson's disease.

Keywords: metabolity, techniki taczone z chromatografia, autyzm, choroba
Parkinsona
Stowa kluczowe: metabolites, coupled techniques with chromatography, autism,

Parkinson's disease
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WPROWADZENIE

Choroby cywilizacyjne czg¢sto sg definiowane jako te zwigzane ze stylem zycia
i sposobem odzywiania. Do chorob cywilizacyjnych zaliczaja si¢ m.in.: choroby serca,
cukrzyca typu 2, otyto$¢, choroby nowotworowe, choroby uktadu oddechowego oraz
zaburzenia o podlozu psychicznym i neurologicznym. Wiele z tych choréb wiaze si¢
z niewlasciwg dieta, brakiem aktywnos$ci fizycznej, stresem, paleniem tytoniu
i nadmiernym spozywaniem alkoholu czesto prowadzacym do przewleklego zmeczenia,
ograniczenia zdolnosci do wykonywania codziennych czynnosci, wptywajac tym na
jako$¢ zycia calego spoleczenstwa a takze przyczyniajac si¢ do zwickszenia liczby
zgondw oraz w duzej mierze do rozwoju niepetnosprawnosci. Obecnie szczegodlnie
trudnym zagadnieniem sg neurologiczne choroby cywilizacyjne. Najczesciej definiowane
jako schorzenia i zaburzenia, ktére w coraz wigkszym stopniu dotykaja spoteczenstwo
i sg $cisle powigzane z o$rodkowym uktadem nerwowym (OUN). Osrodkowy uktad
nerwowy odgrywa kluczowg role w regulacji funkcji zyciowych, proceséw myslowych,
ruchowych, zwigzanych z emocjami, ma takze kluczowe znaczenie w odczuwaniu bolu,
reakcjach na bodzce, rownowage hormonalng oraz oddychanie i trawienie. Dlatego
neurologiczne choroby cywilizacyjne maja powazne konsekwencje dla zdrowia
publicznego, a wczesna diagnostyka oraz dziatania prewencyjne sg istotnymi elementami
w walce z tymi schorzeniami. Analiza metabolitow w przypadku OUN moze pomdc
w identyfikacji biomarkeréw chordb neurologicznych, takich jak na przyktad choroba
Parkinsona (ang. Parkinson’s disease — PD), czy zaburzenie jakim jest autyzm. Badania
metabolitow zwiazanych z OUN sg istotne dla zrozumienia wielu aspektow
funkcjonowania ludzkiego mézgu oraz patologii neurodegeneracyjnych. Metabolity,
takie jak neurotransmitery, kwasy tluszczowe, czy produkty metabolizmu glukozy,
odgrywaja kluczows role w komunikacji neuronoéw i regulacji proceséw energetycznych.
Badania metabolomiczne umozliwiaja wczesng diagnozg oraz prognozowanie przebiegu
choroby poprzez zidentyfikowanie markeréw predykcyjnych, hamowanie rozwoju
choroby czy wybor i dopasowanie najefektywniejszego leczenia. Stad tez w badaniach
metabolomicznych istotne jest zastosowanie czutych, selektywnych i komplementarnych
technik analitycznych, aby mozliwe bylo oznaczenie metabolitow o roéznych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych, czesto wystepujacych na bardzo niskich poziomach
stezen. W tym celu w tych badaniach szeroko wykorzystywane sa techniki faczone m.in.:
chromatografia gazowa (ang. gas chromatography — GC) czy cieczowa (ang. liquide
chromatography — LC) sprzezone ze spektrometrig mas (ang. mass spectrometry — MS).
Zastosowanie taczonych technik chromatograficznych pozwala na jako$ciowa i ilosciowa
analiz¢ metabolitdéw mogacych pehi¢ funkcje markeréw chorobowych.

Ciagle istnieje potrzeba poszukiwania nowych, bardziej specyficznych wskaznikow
diagnostycznych. Analiza metabolitow zapewnia wglad w odpowiedz organizmu
wywolana bodZzcami zewngtrznymi. Na ich podstawie mozna obserwowa¢ zmiany
w szlakach metabolicznych zwigzanych z choroba i jej rozwojem. Badania metabolomi-
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czne przy wsparciu zaawansowanego modelowania bioinformatycznego stanowig
potezne narzgdzie diagnostyczne umozliwiajace holistyczne podejscie do zrozumienia
regulowanych odpowiedzi na réznych poziomach biologicznych. Przyktadowy schemat
postepowania statystycznego W badaniach zwigzanych
z poszukiwaniem nowych biomarkerow zaprezentowano na Rysunku 1.

redukcja liczby zmiennych
Analiza gtéwnych sktadowych PCA - identyfikacja podobiefistw
- identyfikacja wartosci odstajacych

Analiza dyskryminacyjna — czastkowych najmniejszych - zdolno$¢ dyskryminacji pomigdzy grupami (chorzy vs. zdrowi)
kwadratéw PLS-DA - tworzenie modelu wielowymiarowego okreslajacego moc predykeji
wadratow : i dopasowanie modelu

wktad kazdej zmiennej w predykcje modelu

Analiza ZmlennVCh ZHBCZQCVCh dia pl’Ojeijl vip wskazanie metabolitéw pozwalajacych na odrdinienie badanych grup

Analiza éciezek - identyfikacja najistotniejszych szlakéw metabolomicznych
Analiza krzywych ROC - ocena wiasciwosci predykeyjnych wytypowanych markerow
/
|
\ [
N Pole pod wykresem krzywej AUC - okreslenie skutecznosci diagnostycznej wytypowanych markeréw

Rysunek 1. Przyktadowy schemat postgpowan statystycznych w badaniach metabolomicznych
Figure 1. An example of a scheme of statistical procedures in metabolomics research

1. BADANIA METABOLOMICZNE Z WYKORZYSTANIEM TECHNIK
CHROMATOGRAFICZNYCH

Etiologia wielu chorob i zaburzen, w tym takze choroby Parkinsona i autyzmu,
nadal pozostaje przedmiotem dyskusji. Pomocne mogg okaza¢ si¢ nowe narzedzia
diagnostyczne, ktore skupiaja si¢ na analizie metabolomu, czyli pelnego zestawu
metabolitdéw, zmianiajacy si¢ w zaleznoSci od fizjologii, rozwoju Iub stanu
patologicznego komorek czy tkanek. Badania nad metabolitami w chorobie
Parkinsona i autyzmie moga pomdc w identyfikacji nowych biomarkerow do
wcezesnej diagnostyki oraz w opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych.
Ponadto, badania metabolomiczne umozliwiaja wczesna diagnoz¢ poprzez
zidentyfikowanie markerdw predykcyjnych, prognozowanie przebiegu choroby,
hamowanie rozwoju choroby czy wybor i1 dopasowanie najefektywniejszej
suplementacji i leczenia.

W badaniach metabolomicznych stosowane sg rézne podej$cia analityczne, takie
jak:

1. metabolomiczny odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting) polegajacy na

analizie jakosciowej wszystkich zwigzkow obecnych w prébee [1,2],
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2. badanie profili metabolicznych (ang. metabolite profiling), ktére polega na
analizie okreslonej grupy metabolitow o podobnych wtasciwosciach [3,4],

3. celowana analiza metabolomiczna (ang. metabolite target analysis), ktéra
skupia si¢ na analizie okreslonego odcinka metabolomu poprzez analizg
wybranych metabolitow [5,6].

Przyktadowy schemat postgpowania metabolomicznego zostat zaprezentowany
na Rysunku 2.

Analiza statystyczna &
interpretacja biochemiczna

Rysunek 2. Postgpowanie metabolomiczne w poszukiwaniu biomarkeréw
Figure 2. Metabolomic procedure in the search for biomarkers

Badania metabolomiczne skupiajace si¢ na identyfikacji markerow
chorobowych czesto sg utrudnione m.in.: ze wzgledu na ztozony sktad matrycy, czyli
ptynéw fizjologicznych lub tkanek, najczesciej stosowanych w tego typu badaniach.
Dodatkowo nie bez znaczenia pozostaja poziomy i zakresy stezen metabolitow
w probkach biologicznych. Oznaczane metabolity wystgpuja na niskich poziomach
stezen, rzedu mikro-, nano- czy pikograméw. Czgsto wykonywanie tych oznaczen
jest skomplikowane i czasochtonne, a proces przygotowania probki wymagajacy
i wieloetapowy. Te wszystkie trudno$ci mozna wyeliminowaé stosujac techniki
chromatograficzne gltéwnie w polaczeniu ze spektrometria mas. Sprzezenie tych
technik gwarantuje rozdzielenie ztozonej mieszaniny na poszczeg6lne sktadniki i ich
identyfikacj¢. Wiele metabolitow z probek biologicznych charakteryzujacych si¢
ztozonym sktadem matrycy moze by¢ zidentyfikowanych w wyniku pojedynczej
analizy z wykorzystaniem m.in.: chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria
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mas (ang. gas chromatography-mass spectrometry — GC-MS) [7,8]. Sprzezenie to
jest jedna z najczesciej stosowanych technik do oznaczania lotnych i niepolarnych
metabolitow. Przed zadozowaniem probki do kolumny chromatograficznej jest
przeksztalcana w pochodne o odpowiednich wlasciwosciach umozliwiajacych ich
oznaczenie (zwickszenie lotnosci czy stabilno$ci termicznej, zmiang polarnosci,
zwigkszenia czulosci i/lub specyficznoéci oznaczenia). Do zalet tego polaczenia
naleza wysoka czuto§¢, mozliwo$¢ jednoznacznej identyfikacji analizowanych
zwigzkow oraz szeroki wachlarz mozliwosci zastosowania [8-11]. Inng szybka
i doktadng metoda rozdzielania sktadnikéw mieszaniny wraz z identyfikacja jest
chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry — LC-MS). W tym przypadku proces
przygotowania probki do analizy nie jest az tak wymagajacy i dtugotrwaty, jak dla
GC-MS. Technika ta charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cig i specyficznoscia.
Stosowana jest gtownie do oznaczania zwigzkoéw polarnych, nielotnych oraz
wrazliwych na temperature [12].

2. METABOLITY W AUTYZMIE

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization — WHO)
definiuje autyzm jako zaburzenie rozwoju psychicznego charakteryzujace si¢
opoznieniem lub uposledzeniem rozwoju funkcji mézgu bezposrednio zwigzanych
z  biologicznym  dojrzewaniem  oSrodkowego  uktadu = nerwowego.
Charakterystycznymi cechami diagnostycznymi autyzmu sa obecno$¢ zaburzonego
Iub nieprawidlowego rozwoju dziecka ujawniajacego si¢ przed ukonczeniem
trzeciego roku zycia, a takze nieprawidlowe funkcjonowanie we wszystkich
obszarach psychopatologii: wzajemnych interakcji spotecznych, komunikacji
i ograniczonych, powtarzalnych, stereotypowych zachowan. Oprocz tych
specyficznych cech powszechny jest szereg innych, niespecyficznych problemoéw,
takich jak uposledzenie zdolnosci jezykowych oraz koordynacji ruchowej, napady
ztosci 1 autoagresja, fobie czy zaburzenia snu oraz odzywiania [13].

Badania metabolomiczne z wykorzystaniem technik chromatograficznych sa
uzytecznym 1 czulym narzedziem w identyfikacji specyficznych $ciezek
biologicznych, badaniach wielu choréb w celu poprawy jej diagnostyki czy
wprowadzenia nowych lub  optymalizowanie standardowych  strategii
terapeutycznych. Ponadto podejscia te w potaczeniu z jedno- i wieloczynnikowa
analizg statystyczna umozliwiaja identyfikowanie réznic w zawartoSciach
maloczasteczkowych metabolitow zapewniajgc specyficzny i spersonalizowany
profil biochemiczny badanych osob. Sprzezenie technik chromatograficznych ze
spektrometria mas oferuje identyfikacje i oznaczenie niskich poziomow stgzen
metabolitow w ptynach ustrojowych oraz tkankach. Zapewnia takze odpowiednia
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selektywno$¢ 1 wysoka czulo$¢ analiz [14]. Badania metabolomiczne u dzieci
autystycznych maja potencjat do odkrywania nie tylko nowych biomarkerow, ale sa
istotne w zrozumienia mechanizméw choroby 1 wspierania bardziej
zindywidualizowanego podejscia do terapii.

W Tabeli 1 zaprezentowane zostaly potencjalne biomarkery autyzmu, ktore
obecnie s3 oznaczane w plynach ustrojowych osob dotknictych tym zaburzeniem
z wykorzystaniem technik chromatograficznych.

Tabela 1. Potencjalne biomarkery autyzmu oznaczane w plynach ustrojowych o0sob badanych
z wykorzystaniem technik chromatograficznych
Table 1. Potential biomarkers of autism spectrum disorder determined in body fluids of subjects using

chromatographic techniques

Matry- Przygotowanie Stosowana Parametry
L.p. Metabolity ca probek technika walidacyjne/  Lit.
do analizy chromatograficzna  statystyczne
kwasy: ekstrakcja
2-oksoglutarowy, cytrynowy, rozpuszczalnikowa
izocytrynowy, octan etylu:eter
1 4-hydroksybenzoesowy, mocz dietylowy GC-MS p<0,05 [15]
4-hydroksyfenylooctowy, (1:1, viv),
hipurowy, adypinowy, derywatyzacja:
suberynowy sililacja
kwasy:
o- i B-hydroksymastowy,
SZCZawiowy,
bursztynowy,
a-hydroksyglutarowy, ekstrakcja
4-hydroksyfenylooctowy, rozpuszczalnikowa <005
2 WInOWY, eylrynowy. mocz MeOH, | GC-MS AUCROC  [16]
treonowy, derywatyzacja: 0.775
3-hydroksybenzoesowy, metoksylacja, ’
propionowy, fosforowy, sililacja
butanowy, sebacynowy;
aminokwasy: homocysteina,
tyrozyna, seryna, tryptofan;
cukry: mannitol, arabinitol
odbiafczanie i
retinol, surowica ekstrakcja
3 5-HT krwi rozpuszczalnikowa HPLC p<0.001 {
heksanem
R%0.9939—
0.9995
. LOD 0,01-
o ' derywatyzacja: 0,04 pg/mL.
metionina, fenyloalanina, EtOH, NaxSO0s3, LOQ 0,05
4 walina, tryptofan, leucyna, mocz aldehyd ftalowy, HPLC 02 ug;mL [18]
izoleucyna tetraboran sodu ’O dzysk
(NazB407) 86,67
107,5%
p <0,05
tyrozyna, kreatyna, . . Rz 0.90
5 kwas 2-hyroksybutyrowy. mocz odwirowanie, NMR Q077 [19]
? rozciehczenie LC-MS AUC ROC

kwas glutaminowy 0.877
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p<0,05
7-metyloguanozyna,
1-metyloadenozyna, ekstrakcja R? >0,995
6 1-metyloguanina, mocz rozpuszczalnikowa LC-MS/MS CV 0,8-4,9% [20]
7-metyloguanina, ACN p<0,05
3-metyloadenina
ekstrakcja
kwasy: .
rozpuszczalnikowa

7 Yhydroksyizowalerianowy, mocz  HClioctan etylu, GC-MS p<00001  [21]
HVA, adypinowy,

ds t ja:
suberynowy, indolooctowy erwal y%aCJa
sililacja
kwasy:
3—metylogl}1takonowy, hydroliza,
3-hydroksyizomastowy, .
3-hydroksyizowalerianow: ekstrakeja
4 4 Y rozpuszczalnikowa GC-MS
8 4- mocz p<0,05 [22]
. octan etylu, LC-MS/MS
hydroksyfenylopirogronowy, dervwatvaacia
watyzacja:
bursztynowy, 3-hydroksy-3- ry“ y' !
. sililacja
metylowalerianowy,
akonitowy, octowy
kwasy:
9-(9Z-oktadecenoyloksy)-
oktadekanowy, DL-2- ekstrakcja R? 0,945
9 hydroksystearynowy, osocze rozpuszczalnikowa LC-MS/MS Q%0,78 [23]
7(S),17(S)-dihydroksy- ACN:MeOH p < 0,005
8(E),10(2),13(2),15(E),19(Z)-
dokozapentanowy
R2> 0,999
zakres
1-metyloguanidyna, finiowosci:
No: acety 10gl[14 ar, }i,n'n’a odwirowanie 20-48000
10 Jacelyio-Lrargimng, mocz WITOWATIE, LC-MS/MS ng/ml [24]
siarczan indoksylu, rozcienczenie
. LOQ 20-480
kwas 3-indolooctowy
ng/ml
LOD 1,9-
15,8 ng/ml

GC-MS - chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas; p — warto$§¢ prawdopodobienstwa
testowego; MeOH — alkohol metylowy; AUC ROC - pole pod wykresem krzywej ROC; S5-HT —
5-hydroksytryptamina; HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa; EtOH — alkohol etylowy; R* —
wspdtczynnik determinacji; Q® — wspotczynnik korelacji; LOD — granica wykrywalnosci; LOQ — granica
oznaczalno$ci; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego; LC-MS — chromatografia
cieczowa sprzezona ze spektrometriag mas; LC-MS/MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa
spektrometrig mas; CV — wspotczynnik zmiennosci; HVA — kwas homowanilinowy.

3. METABOLITY W CHOROBIE PARKINSONA

W 1817 roku James Parkinson opisat charakterystyczne objawy tej choroby,
takie jak drzenie spoczynkowe, pochylona postawa ciata, a takze sztywno$¢
i zwickszone napigcie mie$ni oraz bradykinezja [25,26]. Choroba Parkinsona jest
chorobg neurodegeneracyjng osrodkowego uktadu nerwowego charakteryzujaca si¢
postepujacg utratg neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej i wytwarzaniem
ciatek Lewy'ego [27-29], a takze agregacja a-synukleiny, ktora wywoluje neuroto-
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toksyczno$¢ neurondw dopaminergicznych. Neurony dopaminergiczne sa podatne na
degeneracje ze wzgledu na rozlegle rozgaltgzienia i znaczng ilo$¢ energii potrzebna
do przekazywania sygnatéw nerwowych [30]. Ich utrata powoduje postepujace
uposledzenie kontroli motorycznej, co jest podstawowa cechg kliniczng tej choroby.
Typowe objawy ruchowe pojawiaja si¢ w momencie, gdy degradacji ulegnie ponad
60% komorek dopaminergicznych [29]. Nie ma testu pozwalajacego na wczesne
rozpoznanie choroby, jeszcze przed pojawieniem si¢ objawdw [31]. Rozpoznanie
stawia si¢ najczeScie] na podstawie obecnosci lub braku charakterystycznych
objawow ruchowych. Ze wzgledu na postepujacg neurodegeneracje u pacjentdw
z chorobg Parkinsona obserwuje si¢ objawy niemotoryczne, takie jak zaburzenia
czucia i snu, zmiany zachowania, otepienie, depresja, psychoza, Iek i zmeczenie [29].
Na Rysunku 3 schematycznie przedstawiono charakterystyke choroby Parkinsona.

Rozréznia si¢ idiopatyczng posta¢ choroby Parkinsona oraz zespoly
parkinsonowskie. Idiopatyczng formg choroby o nieznanej przyczynie obserwuje si¢
u okoto 90% pacjentéw. Charakteryzuje si¢ ona spowolnieniem ruchowym, drzeniem
spoczynkowym, sztywno$cig migsni i zaburzeniami postawy. Rozpoznanie tej formy
potwierdza dobra i dlugotrwata odpowiedZ pacjenta na leczenie dopaminergiczne,
jak rowniez wystepowanie dyskinez plasawiczych w przebiegu leczenia preparatami
L-dopy. Zespoty parkinsonowskie mogg wykazywaé niektore cechy kliniczne
idiopatycznej formy choroby Parkinsona, w tym bradykinezje i sztywnosc.
Charakteryzujg si¢ szybszg dynamika narastania objawow, nieobecnoscig dyskinez
i brakiem lub stabg odpowiedzig pacjenta na stosowane leczenie dopaminergiczne.
Z tego wzgledu dla tej formy choroby nie ma skutecznego leczenia. Obserwuje si¢
nieprawidlowos$ci w zakresie presynaptycznego biatka a-synukleiny lub biatka tau.
Zespoly  parkinsonowskie sg spowodowane przez nieznane procesy
neurodegeneracyjne, uszkodzenia naczyniowe, czynniki genetyczne, toksyny,
zaburzenia metaboliczne lub leki [32-34].
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Rysunek 3.  Charakterystyka choroby Parkinsona
Figure 3. Characteristics of Parkinson's disease

Do dzi$ etiologia choroby Parkinsona nie jest dobrze poznana. Do glownych
mechanizméw  patologicznych  choroby  zalicza si¢ utrat¢  neuronow
dopaminergicznych, wystepowanie dysfunkcji mitochondriow, stres oksydacyjny
zwigzany z uszkodzeniem mechanizméw antyoksydacyjnych, jak rowniez aktywacji
mikrogleju i synukleinopatii, ktore przyczyniajg si¢ do $mierci komoérek nerwowych
[35]. Coraz czgsciej wskazuje si¢ na rdznego rodzaju interakcje pomigdzy wiekiem,
czynnikami §rodowiskowymi i genetycznymi w rozwoju choroby [36]. Wymienia si¢
rowniez dysbioze mikrobiomu jelitowego, ktora jest zaangazowana w rozwoj
choroby poprzez 0§ mikrobiom-jelita-mézg [36-39].

Odkrywanie nowych markeréw diagnostycznych czy prognostycznych odbywa
si¢ dzigki zastosowaniu technik ,,omics”, glownie genomiki, metabolomiki,
proteomiki i lipidomiki. Techniki te wykorzystywane sg takze do diagnozowania,
wyjasniania i1 dgzenia do lepszego zrozumienia mechanizméw patofizjologicznych
danej choroby czy zaburzenia [36]. Obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania
wykorzystaniem technik metabolomicznych w badaniach nad chorobg Parkinsona.
Badania te umozliwiajg gl¢bsze zrozumienie choroby poprzez szersze spojrzenie na
indukowane przez nig zmiany biochemiczne zachodzace w organizmie. Ponadto
umozliwiaja diagnoz¢ choroby we wczesnym jej stadium, przed wystgpieniem
pierwszych, charakterystycznych objawéw, a takze moga by¢ pomocne
w odkrywaniu potencjalnych markeréw. Poszukiwanie nowych markeréw
biologicznych do wczesnego rozpoznania, ale takze do przewidywania przebiegu
choroby, oceny skuteczno$ci leczenia mozliwe jest dzigki wykorzystaniu technik
separacyjnych stosowanych w badania metabolomicznych [29]. W Tabeli 2 zostaty
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zestawione najczesciej oznaczane wskazniki diagnostyczne w chorobie Parkinsona
z zastosowaniem technik chromatograficznych.

Tabela 2. Potencjalne biomarkery choroby Parkinsona oznaczane w ptynach ustrojowych osob badanych
z wykorzystaniem technik chromatograficznych
Table 2. Potential biomarkers of Parkinson's disease determined in body fluids of study subjects using
chromatographic techniques
. Stosowana
Przygotowanie technika Parametry
L.p. Metabolity Matryca probek walidacyjne Lit.
do analiz chromatogra /statystyczne
Y -ficzna
L-3-metoksytyrozyna, ekstrakqe}
Lwas akonito rozpuszczalnikow
was aRonriowy, a ACN:ISO:H,0
1 L-metionina, osocze (332,vwh),  GC-TOFMS p <0.05 [40]
13-docosenamid, T 7 AUC 0,975
. derywatyzacja:
kwas hipurowy, .
kwas linolo metoksylacja,
htd sililacja
O-metyloguanozyna,
del(\)llfs_n;jzrll?)_z ;1a p <005
{me To anz ‘; ekstrakcja R?>0,995
2 tyloguanozyna, mocz rozpuszczalnikow  LC-MS/MS LLOQ 0,5 — 100 [41]
1-metyloguanina,
. ) . a ACN ng/ml
“mety oguanina, CV02-43%
3-metyloguanina,
7-metyloguanozyna
kwas 3,4 —
ih ksyfenylo-
jednoczesna dihydroksyfenylo
ekstrakcja i octowy
kwas 3,4 — derywatyzacja: LOD 0,003 nmol/l
ih ksyfenyl kanki ) L 1 /1
3 dihydroksyfenyloocto i 2,m i ACN, chlorek LC-MS/MS 0Q 0,010 nmol/ [42]
wYy, mozgu sulfonylow CV4,7-7,7%
HVA rodam}i,n By HVA
bmmobeize; LOD 0,004 nmol/l
LOQ 0,015 nmol/1l
CV 4,0-7,5%
k k i
Was Kynurenmowy, odbialczanie i
S-HIAA, . .
4 Kwas elutamino surowica ekstrakcja LC-MS/MS LOD 2,64 nmol/l [43]
W i . WY, krwi rozpuszczalni- LOQ 5,29 nmol/l
. was 1- kowa TFA
aminobutanowy
ekstrakcja
LPA, ) . rozpuszczalni- LC.ESI R?0,73
5 hipoksantyna, su:;::m kowa ACN, Q';'OF- Q%0,54 [44]
kwas ferulowy H2O/ACN p<0,05
(1:1, viv)
L-ornityna, plyn
6 N-acetylo-putrescyna, mézgoyvo odbiatczanie LC-MS/MS AUC ROC 0,897 (45]
N-acetylo- -rdzenio- MeOH
kadaweryna wy
ekstrakcja
kwas octowy, rozpuszczalni-
k i k MeOH. A R 1
7 Was propionowy, os0cze owa MeO L GC-MS UC ROC 0,98 [46]
kwas 2,3,4- derywatyzacja: p <0,001
trihydroksybutarowy metoksylacja,

sililacja
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kwas dekanowy

(FFA 10:0), )
. . R*0,758
kwas laurynowy odbialczanie Q70,594
8 (FFA 12:0), osocze MeOH/H.O LC-MS AUC RC;C 0.981 [47]
kwas 3-indolooctowy, (1:3, viv) <0.00 1’
fenyloacetylo-L- p=5
glutamina
kwas palmitynowy,
kwas oleinowy, odbiafczanie
AUC ROC > 0,7
9 kwas stearynowy, osocze MeOH/EtOH LC-MS/MS <005 [48]
mioinozytol, sorbitol, (1:1, viv) p=5

kwas chinolinowy

zakres pomiarowy

odbialczanie 150-200 ng/ml
Z
10 kwas 3-indolooctowy mocz LC-MS/MS R%20,991 p < 0,05 [49]

MeOH, zatgzanie LOD 1,0 ng/ml
LOQ 5,0 ng/ml
ACN - acetonitryl; ISO — alkohol izopropylowy; GC-TOFMS — chromatografia gazowe sprzezona ze
spektrometria mas i analizatorem czasu przelotu; LC-MS/MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona
z tandemowg spektrometrig mas; p — warto$¢ prawdopodobienstwa testowego; R? — wspolczynnik determinacii;
LLOQ —dolna granica oznaczalnosci; CV — wspotczynnik zmiennosci; HVA — kwas homowanilinowy; LOD —
granica wykrywalnosci; LOQ - granica oznaczalnosci; 5-HIAA - kwas
5-hydroksyindolooctowy; TFA — kwas trifluorooctowy; LPA — kwas lizofosfatydowy; LC-ESI-QTOF —
chromatograf cieczowy sprzezony z analizatorem typu kwadrupol — analizator czasu przelotu z jonizacja przez
elektrorozpraszanie; Q* — wspétczynnik korelacji; MeOH — alkohol metylowy; AUC ROC — pole pod wykresem
krzywej ROC.

UWAGI KONCOWE

Analiza metabolitow staje si¢ kluczowym narzedziem w naukach przyrodniczych
i medycznych, umozliwiajacym zrozumienie nie tylko metabolizmu, ale takze poznanie
wplywu metabolitow na zdrowie oraz powigzanie ich z r6znymi chorobami. Wér6d nich
niewatpliwie znajduja si¢ choroby i zaburzenia neurologiczne, takie jak choroba
Parkinsona czy autyzm. Na catlym $wiecie trwajg nieustanne badania koncentrujace si¢
na wyjasnieniu nieprawidlowos$ci zachodzacych w ludzkim organizmie, ktdére moga by¢
posrednig, badZz bezposrednig przyczyng rozwoju zaburzen i chordb. Dziatania te
prowadza w kierunku typowania nowych markerow oraz rozwijania nowoczesnych
procedur analitycznych, ktére pozwalaja na ich skuteczna identyfikacj¢ oraz iloSciowe
oznaczenie. Poszukiwanie nowych wskaznikow diagnostycznych staje si¢ mozliwe
dzigki zastosowaniu technik chromatograficznych, ktore stanowia pote¢zne narzedzie
w badaniach nad chorobami neurocywilizacyjnymi, umozliwiajac identyfikacje
biomarkerow, analiz¢ neuroprzekaznikow oraz badania nad skuteczno$cia stosowanych
terapii. Ich zastosowanie przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia patogenezy tych chorob
oraz do opracowywania nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych.
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