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Biochemia i medycyna

Human Metabolism
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Biochemia i medycyna

» Biochemia ma istotne znaczenie w rozwoéj wiedzy dotyczacej nie tylko
metabolizmu komorek, ale rowniez immunologii, farmakologii, toksykologii
czy procesow zapalnych.

> Scista zalezno$¢ pomiedzy biochemia i medycyna pokazuje jak zycie, ktdre
znamy zalezy od reakcji i procesow biochemicznych zachodzgcych w
pojedynczej komorce.

» Wyzwania przed, ktorymi stajg dzisiaj biochemicy:

" zrozumienie czym jest zdrowie, czyli zrozumienie mechanizmow i proceséw
zachodzacych w zdrowej komorce

= zrozumienie czym jest choroba, czyli zrozumienie patomechanizmow
odpowiedzialnych za wystgpienie okreslonych objawdéw klinicznych.
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Biochemia i medycyna

Badania biochemiczne z jednej strony przyczyniajg sie do wyjasnienia wielu
aspektéw choroby, z drugiej odstaniajg nowe dziedziny jeszcze nie do korca
poznane lub zrozumiate, co stanowi duze wyzwanie zarowno dla biochemikow 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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Rozwdj diagnostyki biochemicznej zaburzen metabolizmu

Choroba to dynamiczny proces modyfikujgcy ekspresje okreslonych gendw tym
samym przyczyniajac sie do zmian zarowno w powstatych biatkach jaki
zsyntetyzowanych metabolitach.

Pojedyncze markery charakteryzujg sie niskg czutoscig i specyficznoscig a ich
wartosc diagnostyczna stanowi jedynie pewne zawezone kryterium rozpoznania.

Intensywny rozwdj nowych technologii, spektrometrii mas i biochemii otwiera
przed medycyng nowe mozliwosci diagnostyczne, umozliwia analize wielu
zwigzkédw w tym samym czasie.

Nowa dziedzina ,,omika” w tym metabolomika i proteomika jest jedng z najbardzie;j
preznie rozwijajgcych sie dziedzin nauki.

Staje sie uzytecznym narzedziem w badaniu roznych patofizjologicznych procesow
zachodzqgcych w organizmie.
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,Omika” w uktadach biologicznych

Gen — Genom

|

MRNA . |Transkryptom

Proteomika Biatka — Proteom
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Diagnostyka

Badania > Biomarkery > Diagnostyka

\

Proteomics Glycomics Metabolomics
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Techniki proteomiczne

Identyfikacja biatek na podstawie wybranych idicaiog
fragmentow tanncuchow peptydowych L e,
Profilowanie réznicowe ekspresji biatek & -
Nadaje sie do bardzo ztozonych préobek 1 { —
- i;nv !
0
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Protein complex isolation and characterization
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Peptide identification Peptide identification Peptide identification Peptide identification
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Protein identification ®
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Techniki proteomiczne

Roznicowanie ekspresji biatek w zdrowiu i chorobie

Czas
Interakcje biatko-biatko
Kompleksy biatkowe

korelacja biatek
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Podejscie metabolomiczne

Badania:

» Wdrazanie nowych procedur pod katem specyficznych metabolitow lub grupy zwigzkéw
drobnoczgsteczkowych

» Profilowanie nieznanych metabolitéw

» ldentyfikacja metabolitéw jako biomarkeréw

Diagnostyka:

» Kwasy organiczne

» Aminokwasy

» Puryny i pirymidyny

» Monosacharydy / poliole
» Karnityna (-estry)

» Sterole e
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METABOLIZM

zespot przemian chemicznych i biochemicznych zachodzgcych w organizmie, dzieki
ktorym mozliwe jest przezycie kazdej komorki

wiekszos¢ reakcji chemicznych zachodzi dzieki energii dostarczanej z pozywieniem
czyli

zachodzgce w komoérce przemiany weglowodandw , ttuszczu i biatek prowadzg do
wytwarzania ogromnych ilosci energii

Energia ta jest potrzebna do utrzymania temperatury organizmu, aktywnosci
miesni, wchtaniania i przemian energetycznych, wydzielania gruczotowego oraz
potencjatow elektrycznych widkien nerwowych i miesniowych
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Nowe narzedzia diagnostyczne

> Aminokwasy
Metabolomika > Ttuszcze
> Weglowodany
Proteomika —_— Biatka
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Analiza zwigzkéw drobnoczasteczkowych

- Aminokwasy oznaczane sg w osoczu/surowicy, moczu, ptynie m-rdzeniowym oraz w
suchej kropli krwi.

Analiza aminokwasow

: : Ptyn
Sucha kropla krwi Osocze/surowica mocz y _
m-rdzeniowy
: i ' Podejrzenie : -
Badania Podejrzenie bJ , Podejrzenie
- 3 zaburzen .
przesiewowe zaburzen oo zaburzen
3 ' metabolizmu aa :
noworodkow metabolizmu aa neurometabolizmu
- PKU - Cystynuria
- MSUD - Pl - NKH O
i ik Tk ) Kofaktor MoCo - Metabolizm seryny
- Metabolizm

- homocystynuria
glutaminianu
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Fenotyp kliniczny w interpretacji zaburzen metabolizmu

Informacja kliniczna jest niezbedna do prawidtowej interpretacji profilu aminokwasow:

> Fenotyp kliniczny podpowiada kierunek diagnostyki metabolicznej

2 nerki, kamienie
Objawy OUN Plazee watroba

K oczy
pokarmowy nerkowe

Uktad sercowo-

naczyniowy
- e _ - zwichniecie soczewki
_ paiaczka - Wymioty - hepatomegalia e @iy - zapalenie siatkéwki
- épiaczka - Zte odzywianie - zanik nerwu
: - Nieprawidtow wzrokowego

- zaburz'enle.;eSpo’ru rozvr\)/éj Y L e

pozapiramidowego
- zaburzenie

napiecia

skora
miesniowego

Diagnostyka
neurometaboliczna

» Pozytywny wywiad rodzinny i pozytywny wynik badania przesiewowego noworodkdow
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Czynniki wptywajace na interpretacje wyniku profilu metabolitow

Wtdrne zaburzenia metabolizmu

czas pobrania materiatu . .
aminokwasow:

. . 1/ galaktozemia
wiek pacjenta

2/ kwasice organiczne

hemoliza
3/ zaburzenia metabolizmu
sposdb przechowywania i transportu pirogronianu
materiatu
4/ dysfunkcja watroby
dieta
5/ niedotlenienie
leki
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Pojedyncze analizy nie zawsze dajg jednoznaczng odpowiedz na pytanie

,Co sie dzieje z pacjentem i dlaczego?”

Nie pomagajg w zrozumieniu patomechanizmow odpowiedzialnych za wystgpienie

objawoéw klinicznych
Znacznie wydtuzajg proces diagnostyczny
DLATEGO

tak wazne jest wykorzystanie najnowszych technik do jednoczasowych oznaczen

wielu metabolitéw w danej grupie zwigzkow.

S0
E‘d?g,;’éjszie ngCIEPOSPOlita ‘ Instytut Unia Europejska
wiedza Edukacja Rozwdj B Fotska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny




Metabolomika

* jest jedng z najszybciej rozwijajgcych sie dziedzin nauki, ktorej gtownym celem jest
identyfikacja oraz ilosciowa analiza zwigzkdéw niskoczgsteczkowych - metabolitow

pierwotnych i wtornych, ktore tworzg metabolom w organizmach zywych.

* potaczenie informacji uzyskiwanych na poziomie metabolomu z danymi otrzymywanymi
w ramach nowych technologii tj: genomika, transkryptomika i proteomika i obrazem

klinicznym.

* jest narzedziem w genomice funkcjonalnej i biologii systemow subkomaérkowych, w tym
transportu, co umozliwi zrozumienie mechanizmow i okreslenie przebiegu procesow

zyciowych w pojedynczych komadrkach jak i na poziomie catego organizmu
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* Celem metabolomiki w badaniach systemow biologicznych jest katalogowanie i
oznaczanie ilosciowe maksymalnie wielu zwigzkdw chemicznych w analizowanych

probkach materiatu biologicznego.

Natomiast w zakres metabonomiki wchodza:

* badania dotyczgce profilowania zmian ilosciowych i jakosciowych metabolitéw w

organizmie cztowieka.
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Zalety metabolomiki

» Wozrost zrozumienia patomechanizméw choroby na poziomie molekularnym
i tworzenie nowej hipotezy dotyczgcej mechanizméw choroby

» ldentyfikacja biomarkeréw charakterystycznych dla danej choroby
» Ocena postepu choroby
» Interpretacja wptywu srodowiska i stylu zycia na rozwdj choroby

» Ocena skutecznosci terapii

o
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Neurometabolizm

W chwili obecnej doktadny patomechanizm stojgcy za wiekszoscig zaburzen
neurometabolicznych

pozostaje nadal niejasny, a bez jego doktadnego zrozumienia

rozwoj/zastosowanie terapii celowanej stanowi nadal powazne wyzwanie;

Rownowaga miedzy réznymi NTs — glutaminianem, acetylocholing, dopaming,
serotoning, w wybranych regionach mozgu odpowiada za prawidtowy rozwoj
psychoruchowy, stan emocjonalny;

Zaburzenie, nawet nieznaczne, na dowolnym szlaku, moze prowadzi¢ do wystgpienia
objawow klinicznych.
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PROTEOMIKA

Uzupetnieniem dla metabolomiki w diagnostyce klinicznej jest badanie biatek w réznych
ptynach ustrojowych.

Proteomika - nauka

wywodzgca sie z genomiki, ale znacznie szersza i bardziej ztozona;

zajmujgca sie badaniem proteomu, czyli zbiorem wszystkich biatek kodowanych przez
genom i produkowanych przez jedng komorke, tkanke lub organ;

gromadzgca informacje na temat struktury biatkowej oraz rozpoznawania sekwenc;ji
biatek

badajaca ich funkcje
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PROTEOMIKA

W ostatnich latach, ponad 300 biatek po post-translacyjnych modyfikacjach,
miedzy innymi takich jak:

= acetylacji,

" metylacji,

= glikozylacji

= fosforylacji

= karboksylacji

byto szeroko badanych pod katem ich istotnej roli w regulacji procesow
komarkowych.
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WYROZNIAMY:

proteomike expresyjng, ktdra za pomocg badania ekspresji biatek utatwia doktadniejsze

zrozumienie mechanizmoéw fizjologicznych i patologicznych zachodzgcych w komarce;
proteomike strukturalng, ktéra umozliwia poznanie struktury przestrzennej biatek;
proteomike funkcjonalng, ktéra umozliwia ocene stanu aktywacji i wzajemnych interakgji

miedzy biatkami
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Biatka ulegajg miedzy innymi:

(polega na przytgczeniu wigzaniem glikozylowym reszt cukrowych do reszt aminokwasowych
polipeptydow);

(polega na przeniesieniu koricowej grupy fosforanowej z ATP na atom tlenu grupy hydroksylowe;j,
siecyficznej reszty aminokwasowe;j: Ser, Thr, Tyr; zmiana strukturalna biatka moze istotnie zmienié jego
aktywnos¢, aktywnos¢ katalityczng, wigzanie substratu, jesli fosforylowanym biatkiem jest enzym);

(karboksylacja reszt glutaminianu i y-karboksyglutaminianu w biatkach uczestniczacych w
krzepnieciu krwi dostarcza miejsc wigzgcych jony Ca?* przeksztatcajac je ze stabych chelatoréw w silne);

(acetylazy przenosza reszte acetylowq z acetylo-CoA na grupe e-aminowa taricucha bocznego lizyny);

(reakcje katalizowane przez metylotransferazy, ktére przenosza grupe metylowa z aktywnego donora
(S-Adenozylometioniny lub betainy) na akceptor);

(aminokwasy aromatyczne ulegajg nitrowaniu tworzgc nitrowe pochodne);

lacji (chemicznej modyfikacji biatek, w wyniku ktdrej rozpuszczone cytoplazmatyczne biatko uzyskuje
wiasciwosci hydrofobowe, z Frupq —acyl, ktora umozliwia zaczepienia biatka w btonie; przyktadem acylacji sg
reakcje mirytsylacji i palmitylacji);

(dioksygenazy wbudowujg jeden atom aktywnego tlenu czgsteczkowego w substrat, czyli lizyne lub

proline z wytworzeniem grupy —OH, tworzgc odpowiednio 5-OH-lizyne i 4-OH-proline).
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Metody stosowane do analizy biatek:

,Bloting biatek” — metoda umozliwiajgca analize biatek przy uzyciu odpowiednich,
znakowanych przeciwcial, ktore sg specyficzne i nie zawsze dostepne;

Elektroforeza — rozdziat biatek w zaleznosci od ich masy na zelu poliakrylamidowym;

Spektrometria (spektrometr typu potrdjny kwadrupol) —
biatko w postaci zjonizowanej przenoszone jest do czesci spektrometru
znajdujacej sie pod wysoka proznia, w ktorej znajduja sie analizatory masy; stuzg one
do rozdzielania jonéw na podstawie ich stosunku masy do tadunku (m/z).
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Oznaczanie i identyfikacja biatek obejmuje:

» przygotowanie probki i hydrolize biatek;

» rozdziat biatek na elektroforezie;

» identyfikacje biatek za pomocg tandemowej spektrometrii mas MS/MS, ktéra umozliwia: a/
oznaczanie wybranych sekwencji aminokwasowych biatka lub peptydu, b/ bezposrednig identyfikacje
btednej sekwencji aminokwasowej, ¢/ modyfikacje biatek

» llosciowe oznaczanie biatek z wykorzystaniem stabilnego izotopu

Na podstawie pordwnania duzej grupy zwigzkdéw biatkowych w jednej analizie u zdrowych i chorych
pacjentdw mozna okresli¢ ,odcisk palca” choroby, co oznacza specyficzne zastosowanie konkretnych
markeréw biatkowych dla danej choroby

Taki wzor ekspresiji, ktéoremu towarzyszy odpowiedni fenotyp kliniczny stanowi alternatywe dla
dotychczasowych metod polegajgcych na oznaczaniu pojedynczych markeréow
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Rozwoj diagnostyki proteomicznej i metabolomicznej umozliwia

przewidywanie, prognozowanie, zapobieganie i zastosowanie odpowiedniego
leczenia celowanego???

Proteomika i metabolomika dostarczajg waznych klinicznie biomarkeréw, ktore
umozliwiajg poznanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za nieprawidtowy fenotyp
kliniczny i biochemiczny;

Zaréwno badanie metabolomu jak i proteomu w ré6znym materiale biologicznym
jest obiecujgcym narzedziem w rozpoznawaniu i roznicowaniu chorob,
monitorowaniu i prognozowaniu przebiegu leczenia oraz indywidualnego podejscia
do pacjenta charakterystycznego dla medycyny spersonalizowanej
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DZIEKUJE ZA UWAGE




