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Biochemia i medycyna

- Badania biochemiczne z jednej strony przyczyniajg sie do wyjasnienia wielu aspektow
choroby, z drugiej odstaniajg nowe dziedziny jeszcze nie do konca poznane lub
zrozumiate, co stanowi duze wyzwanie zarowno dla biochemikéw jak i klinicystow.

- WSPOLPRACA MIEDZY BIOCHEMIKAMI A KLINICYSTAMI MA OGROMNE ZNACZENIE
W POSZERZANIU WIEDZY NA TEMAT METABOLIZMU KOMORKI W ROZNYCH
ZDROWYCH | PATOLOGICZNYCH WARUNKACH
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Metabolizm

zespot przemian chemicznych i biochemicznych zachodzgcych w organizmie, dzieki

ktorym mozliwe jest przezycie kazdej komorki

wiekszosc¢ reakcji chemicznych zachodzi dzieki energii dostarczanej z pozywieniem, czyli
zachodzgce w komorce przemiany weglowodanow, ttuszczéw i biatek prowadzg do

wytwarzania ogromnych ilosci energii.
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Metabolizm

Prawidtowy przebieg reakcji biochemicznych zalezy od wielu czynnikdw, tj:

aktywnos¢ enzymu

- dostepnosé kofaktora
- obecnos¢ nosnikow elektronowych
- obecnos¢ zwigzkdéw wysokoenergetycznych

- mechanizmoéw kontrolujgcych/regulujgcych procesy biochemiczne zachodzace w
komarce.

Wszystkie procesy biochemiczne decydujg o prawidiowej homeostazie organizmu.
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WRODZONE WADY METABOLIZMU

- Przyczyng wystgpienia nieprawidtowego profilu metabolomicznego, a tym samym
okreslonego fenotypu klinicznego jest:

- brak/obnizenie aktywnosci enzymu

- nieprawidtowy metabolizm kofaktorow

- brak/niedobdr witamin bedacych kofaktorami reakcji enzymatycznych

- niedobdr/brak zsyntetyzowanych biatek receptorowych i transportowych

- zaburzenie korelacji pomiedzy poszczegdlnymi procesami metabolicznymi i ich

metabolitami.
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Badania w kierunku WWM

* weczesna diagnostyka (badania przesiewowe noworodkw) przed pojawieniem
sie pierwszych objawéw klinicznych umozliwiajgca wdrozenie celowanego
postepowania terapeutycznego

e diagnostyka po wystgpieniu objawoéw klinicznych ukierunkowujgca dalsze
postepowanie diagnostyczne

* Technika LC-MS/MS — jest przystosowana do diagnostyki przesiewowej
WWM; zapewnia szybkg i tatwg analize, tatwy dostep do materiatu,
stabilne wzorce izotopowe do ilosciowego oznaczania, co wszystko
zwieksza specyficznosé i czutosé testu; umozliwia niedrogie wykrywanie
wielu czesto wystepujacych bardzo rzadkich chordb.
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Wrodzone wady metabolizmu

- Stanowig duzg grupe genetycznie uwarunkowanych chordb, ktorych podtozem jest
biochemiczne zaburzenie jednego ze szlakow metabolicznych

- Obserwowane objawy kliniczne zwigzane najczesciej sg z: gromadzeniem nadmiernej ilosci
substratu lub brakiem mozliwosci zsyntetyzowania okreslonych produktéw niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania organizmu

- Obecnos¢ dodatkowego zwigzku, czyli produktu w reakcji alternatywnej do zablokowanego
gtdwnego szlaku biochemicznego
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METABOLOMIKA

- Badanie ,,multidyscyplinarnych obszarow” — metabolomu jest znane jako
,METABOLOMIKA” i moze by¢ identyfikowana jako llosciowy i jakoSciowy sktad
metabolitow w uktadzie biologicznym.

- Liczba catkowita metabolitdéw nie jest znana, szacuje sie na 114.100 (potwierdzonych lub
oczekiwanych)

- Metabolomika jako stosunkowo nowy obszar nauki i diagnostyki stanowi istotne
narzedzie w medycynie:

jest najblizej fenotypu,

dostarcza bezposrednich informacji na temat prawidtowych i patologicznych
warunkow.
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Uktady biologiczne
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Narzedzia diagnostyczne

> Aminokwasy
Metabolomika > Ttuszcze
> Weglowodany
Proteomika —_— Biatka
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Diagnostyka wrodzonych wad metabolizmu obejmuije:

- PROFIL AMINOKWASOW: analiza aminokwaséw w osoczu, ptynie m-rdzeniowym oraz
moczu) za pomocg analizatora aminokwaséw lub HPLC, rzadziej GC-MS, pojedyncze

przypadki wykorzystania MS/MS;

- PROFIL KWASOW ORGANICZNYCH W MOCZU metodg GC-MS/GC-MS-MS — metoda
potilosciowa;

- METABOLITY KREATYNY w moczu metodg MS/MS;

- PROFIL PTERYN: analiza biopteryny i neopteryny w moczu i ptynie m-rdzeniowym;

- PROFIL PURYN | PIRYMIDYN: ilosciowa analiza puryn i pirymidyn w moczu metodg LC-
MS-MS lub HPLC z detektorem UV-VIS.
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Diagnostyka wrodzonych wad metabolizmu obejmuije:

- Analize neurotransmiterow w ptynie m-rdzeniowym: ilosciowa analiza metabolitéw

amin biogennych, kwasu y-aminomastowego (GABA);

- Analize rdznicujgcg zaburzenia metabolizmu aminokwaséw siarkowych: ilosciowe

oznaczanie aminokwasow siarkowych oraz SAM i SAH
- Analize nienasyconych kwaséw ttuszczowych: ilosciowe oznaczanie PUFA w osoczu

- Analize galaktozy i gal-1-P w suchej kropli krwi: iloSciowe oznaczanie gal i gal-1-P
metodg GC-MS-MS lub LC-MS-MS

- Analize wybranych biatek w ptynie m-rdzeniowym: metodg Western Blot i tandemowg

spektrometrig mas.

- Analize izoform transferryny w surowicy metodg IEF: procentowa ocena zawartosci
frakcji transferryny w surowicy: asialo-, monosialo-, disjalo-, trisjalo-, tetrasialo-,
pentasialo-, heksasialo-transferyna

Diagnostyka potwierdzajaca:

- badania enzymatyczne i/lub badania molekularne;
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PROFIL KWASOW ORGANICZNYCH W MOCZU METODA GC-MS

- jedna z gtéwnych metod wykorzystywanych w badaniach , przesiewowych” w kierunku

wykrywania kwasic organicznych i zaburzen beta-oksydacji kwaséw ttuszczowych;
- obejmuje ilosciowe oznaczanie kwasu orotowego i metylomalonowego
- Wykrywa niedobdr witaminy B12

- wykrywa nieprawidfowe stezenie uracylu i ukierunkowuje dalszg diagnostyke réznicowg

w kierunku zaburzen metabolizmu puryn i pirymidyn;

- jest pierwszym badaniem mogacym wskaza¢ na zaburzenia metabolizmu amin

biogennych lub niedoboréw pirydoksyny
- Jest badaniem ,wrazliwym: na stan kliniczny i diete pacjenta.

- odpowiada na dysfunkcje watroby, zaburzenia krzepniecia, cholestaze
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Diagnostyka aminokwasow

» Podstawowy profil aminokwasow oznaczany w osoczu, moczu i ptynie mdzgowo-
rdzeniowym metodg HPLC z detektorem fluorescencyjnym obejmuje 25 aminokwaséw
w tym aminokwasy drugo rzedowe takie jak: prolina i hydroksyprolina.

» Za pomocg tandemowej spektrometrii mas mozna oznaczy¢ do 76 aminokwaséw i ich
pochodnych w suchej kropli krwi lub osoczu nakropionym na bibute.

> Aminokwasy nie sg zwigzane z biatkiem z wyjatkiem cysteiny, homocysteiny i
tryptofanu
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Poszerzenie diagnostyki zaburzenn metabolizmu aminokwasow siarkowych o
diagnostyke zaburzen remetylacji, demetylaciji i transsulfuracji

Analiza kwasu foliowego w surowicy

Analiza aminokwaséw siarkowych: cystationina, cysteina, glutation

Analiza SAM i SAH w osoczu

Analiza profilu puryn i pirymidyn

Analiza zwigzkow tiolowych
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Zaburzenia neurometaboliczne

- W chwili obecnej doktadny patomechanizm stojgcy za wiekszoscig tych zaburzen
pozostaje nadal niejasny, a bez jego doktadnego zrozumienia rozwdj/zastosowanie

terapii celowanej stanowi nadal powazne wyzwanie;

- Réwnowaga miedzy réznymi NTs — glutaminianem, acetylocholing, dopaming,
serotoning, w wybranych regionach moézgu odpowiada za prawidtowy rozwd;j

psychoruchowy, stan emocjonalny;

- Zaburzenie, nawet nieznaczne, na dowolnym szlaku, moze prowadzi¢ do wystgpienia

objawow klinicznych.
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Zaburzenia neurometaboliczne

Dotyczg duzej grupy przemian metabolicznych wptywajgcych na OUN, ktdre nie zostaty
jeszcze w petni okreslone.

zaburzenia spowodowane sg przez mutacje w genach, ktore kontrolujg posrednio
metabolizm:

weglowodandéw

- lipidow

- aminokwaséw
- witamin

- energetyczny
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Zaburzenia neurometaboliczne

« Kumulacja lub brak wybranych zwigzkédw dostarcza uzytecznych biomarkeréw do
diagnostyki i réznicowania tych rzadkich chordb.

- Do neurometabolicznych zaburzen mozna zaliczy¢ drgawki lub encefalopatie
padaczkowg pojawiajgce sie juz w okresie noworodkowym.

- Drgawki mogg by¢ czescig wiekszej, ztozonej prezentacji neurologicznej, rzadko
- ,cechg choroby”.
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NEUROTRANSMITERY
(brak mozliwosci wstepnej diagnostyki)

Neurotransmisja chemiczna

cigg procesow biochemicznych, umozliwiajgcych przetozenie sygnatu elektrycznego na
chemiczny i na powrdcenie do sygnatu elektrycznego

Prawidtowy przebieg tego procesu zalezy od:

syntezy, gromadzenia a nastepnie uwalniania neuroprzekaznika w zakoriczeniu
presynaptycznym, obecnosci odpowiedniego receptora na btonie postsynaptycznej

oraz wychwytu zwrotnego i degradacji neuroprzekaznika
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NEUROTRANSMITERY:

Acetylocholina

aminy biogenne (dopamina, noradrenalina, serotonina)

niektére aminokwasy (np.: glicyna, kwas glutaminowy, treonina)

GABA (kwas y-aminomastowy)
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DIAGNOSTYKA
ZABURZEN METABOLIZMU NEUROTRANSMITEROW

WYMAGA

PUNKCJI LEDZWIOWE!
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 Frakcja | aminy biogenne i 5-MTHF
* Frakcja ll aminokwasy

* Frakcja lll badania ogdlne
 Frakcja IV GABA

 Frakcja V pteryny
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Wrodzone zaburzenia metabolizmu amin biogennych
lub
Wrodzone zaburzenia metabolizmu BH,
oraz
Zaburzenia mechanizméw kontrolujgcych neurotransmisje

powodujg
NIEDOBORY AMIN BIOGENNYCH
a tym samym

NIEPRAWIDtOWY PROFIL METABOLITOW AMIN BIOGENNYCH W PLYNIE
MOZGOWO-RDZENIOWYM
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Zaburzenia metabolizmu BH4

Tetrahydrobiopteryna BH, — kofaktor: hydroksylazy tyrozyny, tryptofanu i
fenyloalaniny

Defekty metabolizmu BH, z towarzyszaca im hiperfenyloalaninemia
wykrywane sg w przesiewowym badaniu noworodkow

Defekty metabolizmu BH, bez hiperfenyloalaninemii
wykrywane sg tylko w profilu amin biogennych w ptynie mdzgowo-rdzeniowym
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5-METYLOTETRAHYDROFOLIAN (5-MTHF)
Niedobdr kwasu foliowego w osrodkowym uktadzie nerwowym
ang. cerebral folate deficiency (CFD)

Wazny biomarker posredni w metabolizmie kwasu foliowego i homocysteiny (w
procesie remetylacji 5-MTHF jest donorem grup metylowych dla Homocysteiny)

Prawidfowe stezenie kwasu foliowego w surowicy

OBNIZONE STEZENIE 5-MTHF
W PLYNIE MOZGOWO-RDZENIOWYM
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Drgawki pirydoksyno-zalezne

» Deficyt dehydrogenazy alfa-aminoadypinowej (Antiquitin (ATQ, ALDH7A1) i oksydazy
fosforanu pirydoksaminy/pirydoksalu (PNPO) powodujg zaburzenia neurologiczne
ustepujgce po podaniu duzych dawek pirydoksyny lub fosforanu pirydoksalu;

> Deficyt ATQ i PNPO jest zwigzany z wewnagtrzkomorkowym deficytem fosforanu
pirydoksalu (PLP)

Drgawki s czescig tych zaburzen
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Diagnostyka drgawek pirydoksyno-zaleznych

- analiza aminokwasdéw w osoczu i ptynie m-rdzeniowym,

- analiza metabolitdw amin biogennych w ptynie m-rdzeniowym,
- analiza semialdehydu a-aminoadypinowego (AASA) w moczu,

- analiza kwasu pipekolowego w osoczu,

- analiza kwasu y-aminomastowego (GABA) w ptynie m- rdzeniowym.
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Diagnostyka puryn i pirymidyn

Analiza zasad purynowych i pirymidynowych w moczu metodg LC-MS-MS

Analiza SAICAR i Sado

Analiza ksantyny oraz sulfocysteiny

Analiza GTP, GDP, GMP oraz ATP, ADP, AMP w krwi pobranej na cytrynian

Analiza enzymatyczna

Analiza molekularna
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CDG - Congenital Disorders of Glycosylation - Zaburzenia glikozylacji

Nieustannie powiekszajgca sie grupa genetycznie uwarunkowanych,
wielouktadowych choréb metabolicznych, ktérg charakteryzuje obnizona
glikozylacja biatek i lipidow.

« okoto 1000 przypadkow
e defekty na szlaku syntezy glikanéw biatek i lipidow

* najczesciej rozpoznawany deficyt fosfomannozomutazy PMM2-CDG (CDG-la)

MARKER BIOCHEMICZNY = IZOFORMY TRANSFERYNY

Dr n.med. Maciej Adamowicz
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Zroznicowany fenotyp kliniczny wymaga szerokiej diagnostyki w kierunku wrodzonych
wad metabolizmu

Metabolizm aminokwasow jest podstawowym procesem komérkowym, ktory odpowiada
za prawidtowe funkcjonowanie organizmu.

Metabolizm aminokwasow ma wptyw na szlak syntezy ATP, metabolizm kwasow
tfuszczowych i weglowodanow.

Diagnostyka medyczna w kierunku zaburzen metabolizmu oparta jest gtownie na analizie
aminokwasow, ich pochodnych oraz peptydow i biatek. Dalsza diagnostyka roznicowa obejmuje
weglowodany, kwasy tfuszczowe oraz inne metabolity.
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Diagnostyka wrodzonych wad metabolizmu jest bardzo ztoZona,
dlatego
tak wazna jest wspofpraca, czesto wieloosrodkowa.

Wiedza biochemiczna w potqczeniu z wiedzq kliniczng pomaga w interpretacji wynikow a
tym samym daje szanse na postawienie ostatecznego rozpoznania
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DZIEKUJE ZA UWAGE



