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Summary

Autism spectrum disorder (ASD) affects people from all regions of the globe, regardless
of'nationality, living standards or social group. Currently, it is assumed that ASD pathogenesis
is multifactorial because there is no one specific cause of the disorder. According to literature,
ASD may result from genetic defects, metabolic disorders or exposure to environmental
factors. There is a number of hypotheses that attempt to explain the intensity of emotional
and behavioral symptoms or the increased sensory threshold that is characteristic of ASD.
It is suggested that neurological changes may be due to oxidative stress occurring in early
brain tissue development and reduced antioxidative barrier. Due to the abnormalities in the
synthesis of neurotransmitters, often occurring in ASD, autism is investigated for disorders
of vital biochemical processes of methylation and transsulfuration. Finding a biomarker for
a disturbed oxidative-reduction equilibrium, methylation pathway pathology, or other reason
could be an important diagnostic tool and the base for individual treatment for patients with
varying degrees of severity. This work provides a review of the potential biological indica-
tors for ASD taking into account the occurrence of oxidative stress and the methylation and
transsulfuration cycles.

Stowa klucze: autystyczne spektrum zaburzen, stres oksydacyjny, biomarkery

Key words: Autism Spectrum Disorders, biomarkers, oxidative stress



772 Aleksandra Waligora i wsp.

Wstep

Zaburzenia ze spektrum autyzmu to termin uzywany do okreslenia ztozonej gru-
py jednostek chorobowych, ktorych podstawa sg nieprawidtowosci neurorozwojowe
wplywajace na rozwo6j w obszarach interakcji spotecznych, funkcji poznawczych
i zdolnoséci komunikacyjnych. Ogromne zainteresowanie ta jednostka chorobowa
spowodowane jest jej ztozong i nie do konca wyjasniong etiopatogeneza. Przyjmuje
si¢, ze podioze autyzmu ma wieloczynnikowa nature. Dotychczas prowadzone badania
nad zaburzeniami autystycznymi dostarczyly wielu istotnych informacji na ten temat,
lecz mimo trwajacych od potowy XX wieku wysitkow naukowcdéw z wielu dziedzin
nie udalo si¢ jednoznacznie ustali¢ przyczyn tych nieprawidtowosci. Pojawiajg si¢
hipotezy o wrodzonym charakterze zaburzen ze spektrum autyzmu, ale symptomow tej
choroby nie mozna wykry¢ w badaniach prenatalnych. W literaturze przedmiotu podaje
si¢ wiele czynnikow, ktoére moga mie¢ wpltyw na wystgpowanie autyzmu. Wymienia
si¢ w tym kontekscie wady genetyczne, nieprawidtowosci chromosomalne, choroby
metaboliczne, czynniki wirusowe, brak tolerancji immunologicznej czy niedotlenienie
spowodowane problemami okotoporodowymi [1-5].

Fenotypowa charakterystyka zaburzen neurorozwojowych stanowi integralna
czg$¢ postepdw w badaniach i1 praktyce klinicznej. Osoby dotkniete ASD wykazuja
inng histori¢ ,,choroby” i r6zne nasilenie objawow. Hipoteza, ze ASD spowodowane
jest wystepowaniem kilku réznych wariacji w obrgbie kilku genéw o charakterze epi-
genetycznym, cieszy si¢ coraz wickszym uznaniem. Uwaza sie, ze interakcje miedzy
czynnikami §rodowiskowymi a genetycznymi, ktdre przyczyniaja si¢ do ekspres;ji
genow predysponujacych, maja znaczacy wplyw na ujawnienie si¢ cech charaktery-
stycznych dla autyzmu. Dany fenotyp, ktory powstaje w wyniku nieprawidlowych
proceséw biochemicznych zachodzacych pod wplywem czynnikdw epigenetycznych,
moze by¢ scharakteryzowany przez odmienne profile biomarkeréw dla réznych osob
[6]. Wyzwaniem i trudno$cig w identyfikacji biomarkeréw w wypadku ASD jest
prawidtowe odroznienie biomarkerow reprezentujacych zmiany genetyczne i neuro-
biologiczne, jakie do niego doprowadzity, od tych, ktorych obecnos¢ jest skutkiem
wystepujacego zaburzenia.

Na podstawie dostgpnej literatury przedmiotu w niniejszym artykule zostaty ze-
brane informacje dotyczace potencjalnych metabolicznych biomarkeréw, glownie pod
katem ich znaczenia w ocenie rozwoju zaburzen zaliczanych do spektrum autyzmu.
Jako Ze sg one wskaznikami stresu oksydacyjnego oraz zaburzen cyklu metylacji
itranssulfuracji, wydaja si¢ obiecujace, jesli chodzi o ich przydatno$¢ do opracowania
spdjnego programu terapii farmakologicznej bedacej uzupelieniem psychoterapeu-
tycznych metod leczenia [6, 7].

Biomarkery stresu oksydacyjnego w autyzmie

Wolne rodniki z jednym niesparowanym elektronem sa uktadami wysoce reak-
tywnymi o charakterze oksydacyjnym. W warunkach homeostazy istnieje rownowaga
dynamiczna pomig¢dzy produkcja wolnych rodnikéw pochodzenia tlenowego i azoto-
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wego a antyoksydacyjnymi mozliwosciami komorki. Fizjologiczne i patofizjologiczne
dziatanie wolnych rodnikoéw determinowane jest przez reaktywnos$¢ samego utleniacza,
jego subkomoérkowa lokalizacje, stezenie i czas dziatania. Reaktywne formy tlenu
(Reactive Oxygen Species — ROS), w szczegolnosci anionorodnik ponadtlenkowy
(O,*), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (HO¢) i wodoronadtlenkowy
(HO,?), petnig funkcje przekaznikow w sygnalizacji komorkowej oraz sg zaangazowane
w mechanizm niszczenia czynnikow chorobotworczych, zarowno podczas wrodzonej,
jak i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Stanowia nie tylko pierwsza lini¢ obrony
fagocytow przed patogenami, ale tez posrednio aktywuja limfocyty T przez zmiang
formy utlenienia wewnatrzkomoérkowego glutationu badz przez nasilanie produkcji
interleukiny-2 [8-10].

Nadmierne wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych prowadzi do zaistnienia
przewagi potencjatu oksydacyjnego, czyli tzw. stresu oksydacyjnego, i w konsekwencji
do ostabienia naturalnych mechanizmow detoksykacji ksenobiotykoéw. W sytuacjach,
gdy infekcja i/lub stan zapalny trwaja kilka miesigey lub dtuzej, komorki fagocytujace
mogg wytwarza¢ nadmierne ilosci wolnych rodnikéw, co prowadzi do niepozadanych
uszkodzen sgsiednich komorek organizmu. Wysokie stgzenia ROS inicjujg m.in. pro-
cesy peroksydacji wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w blonach lipidowych,
prowadza do utleniania fancuchéw polipeptydowych, ich fragmentacji i konwersji reszt
aminokwasowych do pochodnych, co obniza w konsekwencji aktywnos$¢ biologiczna
biatka. Kwasy nukleinowe, chociaz bardziej odporne na dziatanie wolnych rodnikow
niz polipeptydy czy fosfolipidy, rowniez sg narazone na oksydacyjny wptyw ROS,
zwlaszcza w mitochondrialnym materiale genetycznym. Ni¢ DNA ulega uszkodzeniu
za posrednictwem rodnika hydroksylowego HO* za sprawa modyfikacji zasad azo-
towych, utleniania deoksyrybozy czy rozrywania wiazan fosfodiestrowych [11-15].

Reaktywne formy azotu (Reactive Nitrogen Species — RNS), do ktérych zalicza si¢
m.in. wolne rodniki azotowe: NO+, NO, i nadtlenoazotan(III) (ONOQO"), analogicznie
do ROS mogg przyczynia¢ si¢ do modyfikacji struktur biologicznych, w szczegolnosci
polipeptydow i DNA [16]. Potencjalne dziatanie mutagenne 1 genotoksyczne wykazuje
wytwarzany w nadmiarze NOe, tworzacy szkodliwe produkty deaminacji DNA, oraz
ONOO" o dziataniu oksydacyjnym. NOe przy fizjologicznym pH moze ulega¢ autook-
sydacji do N,O,. Destrukcyjny wptyw N O, na DNA polega na nitrozowaniu pierwszo-
rzedowych heterocyklicznych amin, posrednio z wytworzeniem jonow diazoniowych,
ktore ulegajac hydrolizie, koncza proces deaminacji. W rezultacie deaminacja adeniny,
cytozyny i guaniny prowadzi do powstania odpowiednio hipoksantyny, uracylu i ksantyny.
Niestabilna ksantyna moze fatwo depurynowac, tworzac miejsca pozbawione zasad azo-
towych, w ktorych dochodzi do rozerwania nici DNA w wyniku dziatania endonukleaz.
Z kolei ONOO moze bezposrednio reagowac z deoksyryboza z wytworzeniem rodnika
cukrowego, ktory w dalszych etapach ulega reakcjom prowadzacym do pgknigcianici[17].

Stres oksydacyjny pojawiajacy si¢ w wyniku skumulowanego wptywu toksycz-
nych czynnikow Srodowiskowych, ktore moga prowadzi¢ do uszkodzenia neuronéw
u 0sob predysponowanych genetycznie, moze odgrywac kluczowa role w patogenezie
zaburzen ze spektrum autyzmu. Brak rownowagi migdzy utleniaczami a antyoksydan-
tami, bedacy konsekwencja zaburzen mitochondrialnych, coraz czgséciej traktowany
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jest jako potencjalny czynnik patogenny w chorobach neurodegeneracyjnych. Istnieje
wigc duze prawdopodobienstwo, ze dziatanie stresu oksydacyjnego wywotuje powazne
konsekwencje rowniez dla rozwoju i funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego
0s6b z autyzmem [12, 18].

Glutation

Ponad 98% catkowitego glutationu (GSH+GSSG) wystepuje w postaci zredukowanej
(GSH), zdolnej do redukcji wolnych rodnikow, reszte stanowi forma utleniona (Glu-
tathione disulfide — GSSG) pod postacig disulfidu oraz S-koniugatow glutationu. Stgzenie
wewnatrzkomoérkowego glutationu waha si¢ od 5 do 10 mM/I. Antyoksydacyjne dziatanie
GSH wigze si¢ nie tylko z detoksykacjag ROS, ale tez ze sprzeganiem z toksycznymi
elektrofilowymi egzo- i endogennymi substancjami oraz z mozliwoscig chelatowania
jonow metali. W komorce eukariotycznej stosunek GSH/GSSG jest wskaznikiem ogol-
nego stanu wewnatrzkomorkowego srodowiska oksydacyjno-redukcyjnego. Obnizenie
poziomu mitochondrialnego glutationu jest zwiazane z neuronalna wrazliwo$cia na
stres oksydacyjny. Mdzg jest wysoce wrazliwy na stres oksydacyjny glownie z powodu
ograniczonej wydajnosci przeciwutleniaczy, wyzszego zapotrzebowania na energi¢ oraz
wigkszej zawartosci lipidow. Mdzg stanowi okoto 2% masy ciata, ale zuzywa az 20%
metabolicznego tlenu. Zdecydowana wigkszos$¢ energii jest uzywana przez neurony. Ze
wzgledu na brak potencjalu do produkcji glutationu przez neurony mozg ma ograniczong
zdolno$¢ do detoksykacji ROS, przez co neurony stanowig pierwszg lini¢ komorek po-
datng na stres oksydacyjny. U dzieci (02 lata) oraz u 0sob starszych (41-69 lat) stwier-
dzono znacznie mniegjsze stezenie GSH 1 wigksze GSSG w erytrocytach w poréwnaniu
z osobami z pozostatych grup wiekowych [19]. Sugeruje si¢ wigc, Zze neurologiczne
zmiany wywotane stresem oksydacyjnym wystepujacym we wezesnym okresie rozwoju
tkanki mézgowej moga prowadzi¢ do zaburzen ze spektrum autyzmu. Liczne badania
wykazaly korelacje miedzy nieprawidlowym stgzeniem glutationu w réznych tkankach
a wystepowaniem zaburzen autystycznych [20]. W tabeli 1 przedstawiono wyniki badan,
ktorych przedmiotem byto okreslenie stgzef glutationu lub stosunkéw stezen roznych
jego form w materiale biologicznym u 0s6b z ASD i z grup kontrolnych.

Tabela 1. Zestawienie wynikéw badan, w ktérych oznaczano stezenie GSH lub GSH/GSSG
u pacjentéw z ASD i 0s6b z grup kontrolnych

Biomarker Prébka Wartosé érednia [mgimi] £ sp | Odnosnik 2 literatury
przedmiotu
Grupa kontrolna 99,14 + 33,5
n=10
Komrki limfoblast
omorki limfoblastyczne Autyzm 61,81 £ 106
n=10; p <0,001
Wolny GSH/GSSG [21]
Grupa kontrolna 11,63 £ 3,9
Mitochondria komérek n=10
limfoblastycznych Autyzm 5,06 £ 1,3
n=10; p <0,001

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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GSH/GSSG

Wycinek z mézdzku

Grupa kontrolna 103,4 £ 5,9
n=10
Autyzm 48,7 + 1,7
n=10; p<0,0001

Wycinek pobrany
ze skroniowej czeSci
kory mézgowe;j

Grupa kontrolna 113,9 + 8,2
n=10
Autyzm 44,7 + 3,1
n=10; p <0,0001

(22]

GSSG/GSH

Osocze

Grupa kontrolna 0,093 + 0,04
n=44
Autyzm 14 £ 0,05
n =55; p <0,0001

23]

GSH (uM)

Krew

Grupa kontrolna 242,67 + 32,94
n=13

Autyzm 161,16 + 10,68
n=15p=0,02

(4]

Wolny GSH/GSSG

Osocze

Grupa kontrolna 7,9 + 3,5
n=73
Autyzm 4,9 +£2.2
n =80; p <0,0001

[25]

GSH/GSSG

Osocze

Grupa kontrolna 28,2 £ 7,0
n=73
Autyzm 14,7 £ 6,2
n =80; p <0,0001

(26]

Wolny GSH/GSSG

Osocze

Grupa kontrolna 17 £ 6,8
n=42

Autyzm 6 + 2
n =40; p=0,001

(26]

GSH/GSSG

Osocze

Grupa kontrolna 47 + 18
n=42

Autyzm 21 + 6
n=40; p=0,001

(26]

GSH/GSSG

Osocze

Grupa kontrolna 26,07 + 5,03
n =2042
Autyzm 8,03 + 2,46
n=20; p=0,001

(27]

SD (Standard Deviation) — odchylenie standardowe; n — liczebno$¢ grupy; p — poziom istotnosci

Wewnatrzkomorkowy stres oksydacyjny powoduje obnizenie zdolno$ci reduktazy
glutationowej do odtwarzania zredukowanej postaci glutationu. W celu odzyskania
wewnatrzkomorkowej homeostazy redoks GSSG jest transportowany do osocza.
Stad tez podwyzszona warto§¢ GSSG i obnizony stosunek GSH/GSSG w osoczu jest
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dobrym wskaznikiem wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego. Nizsze st¢zenie
zredukowanej formy glutationu moze tlumaczy¢ takze mozliwo$¢ pojawienia si¢
u pacjentéw z rozpoznanym ASD nawracajacych infekcji, zapalenia tkanki nerwowe;j
i uktadu pokarmowego oraz obnizonej zdolnosci do usuwania toksycznych substancji
z organizmu [28].

Peroksydaza glutationowa, katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa

Neutralizacja nadmiaru wolnych rodnikoéw odbywa si¢ dzieki antyoksydacyjnemu
systemowi, ktory obejmuje dziatanie enzymatycznych i nieenzymatycznych przeciw-
utleniaczy. Gtéwnymi enzymami hamujgcymi powstawanie najbardziej reaktywnego
rodnika hydroksylowego sa dysmutaza ponadtlenkowa (Superoxide dismutase — SOD),
katalaza (Catalase — CAT) i peroksydaza glutationowa (Glutathione peroxidise — GPX)
[15,18].

Dysmutaza ponadtlenkowa to enzym katalizujacy dysmutacje anionorodnika po-
nadtlenkowego O, do H,0O,1i O,. Hamuje ona réwniez proces peroksydacji lipidow,
usuwajgc rodniki ponadtlenkowe tworzgce si¢ podczas niepetnej redukeji O,. Toksycz-
ny H,0, bedgcy naturalnym produktem metabolizmu komoérkowego stanowi substrat
dla katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx), ktore utrzymuja jego niskie
stezenie. GPx umozliwia redukcje H,O, i wodoronadtlenkow lipidowych w reakcji utle-
niania GSH do GSSGi wody. Ten selenozalezny enzym wystepuje w cytozolu, a takze
W mniejszym stezeniu obecny jest w mitochondriach i plynie zewnatrzkomoérkowym.
Z kolei katalaza katalizuje reakcje rozktadu H,O, do wody i tlenu czgsteczkowego
w peroksysomach. H,O, bedgcy produktem reakcji katalizowanej przez SOD jest wigc
jednoczesnie substratem dla reakcji katalizowanych przez CAT i GPx, migdzy ktérymi
wystepuje efekt wspotpracy [29].

Przedstawione w tabeli 2 wyniki badan dotyczace oznaczania enzymow anty-
oksydacyjnych SOD, GPx i CAT wykazuja zmieniong aktywno$¢ tych enzymow
u pacjentéw dotknietych autyzmem. Badania wskaznikow stresu oksydacyjnego byty
prowadzone na probkach erytrocytow, osocza i surowicy. Erytrocyty wydajg sie w tym
wypadku dobrym materiatem ze wzgledu na ich prosta strukture i stosunkowo duze
ilosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych obecnych w blonach komérkowych,
ktore mogg ulega¢ peroksydacji pod wptywem ROS. H,O, moze tatwo dyfundowa¢
przez btony biologiczne i przedostawac si¢ do osocza lub innych komponentow ko-
morki i tym samym powodowac wzrost aktywnosci przeciwutleniaczy. Zatem wszelkie
zmiany aktywnos$ci GPx i CAT w komarkach beda takze determinowaty aktywnosci
tych enzymoéw w srodowisku zewnatrzkomérkowym [33].
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Tabela 2. Zestawienie wynikéw badan, w ktérych oznaczano aktywnos¢ SOD i GPx
u pacjentéw z ASD i 0s6b z grup kontrolnych

Biomarker Probka Wartos¢ $rednia + SD Odnoshnik z literatury przedmiotu
Grupa kontrolna 24,81 + 1,19
GPx Errocyt "= 0]
(Ulg Hb) ooy Autyzm 19,17 £ 1,16
n=20; p <0,005
Grupa kontrolna 38,01 + 5,03
Gpx Errocyt "= &
(Ulg Hb) rocyly Autyzm 28,72 + 2,64
n=45p<0,05
Grupa kontrolna 7,45 £ 0,65
Gpx n=9
Erytrocyty [32]
(Ulg Hb) Autyzm 7,75 + 0,93
n=12;p>0,05
Grupa kontrolna 24,2 + 6,3
G n=30
PX Osocze [33]
(UIL) Autyzm 40,9 + 11,3
n=27,p<0,0001
Grupa kontrolna 143,85 + 61,12
Gpx n=30
Osocze [34]
(UrdL) Autyzm 246,88 + 99,93
n=230;p<0,05
Grupa kontrolna 0,39 £ 0,08
Gpx n=41
Osocze [31]
(U/mL) Autyzm 0,27 + 0,04
n=45p<0,05
Grupa kontrolna 1321,72 + 46,29
SOD n=25
Erytrocyty [30]
(Ulg Hb) Autyzm 987,8 + 92,97
n=20; p <0,005
Grupa kontrolna 1,24 + 0,33
SOD n=30
Erytrocyty (34]
(UfdL) Autyzm 1,51 + 0,45
n=30;p<0,05
Grupa kontrolna 971,31 + 239,14
SOD Erytrocyt n=2 [35]
(Ulg Hb) iroeyly Autyzm 2123,59 + 543 53
n=27;p<0,001

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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Grupa kontrolna 993,17 + 118,31

SOD n=41
Erytrocyty [31]
(Ulg Hb) Autyzm 723,78 + 90,03
n=45;p<0,05
Grupa kontrolna 515,77 + 127,9
CAT £ ; n=26 135]
roc
(Kig Hb) "ytocyly Autyzm 209,31 + 61,92
n=27;p<0,001
Grupa kontrolna 0,689 + 0,157
CAT , n=42
Surowica [36]
(UIL) Autyzm 2,836 + 0,479
n=45;p<0,001

SD (Standard Deviation) — odchylenie standardowe; n — liczebno$¢ grupy; p — poziom istotnosci

Wyniki niezaleznie przeprowadzonych dos§wiadczen majacych na celu oznaczanie
stezenia SOD, GPx i CAT w probkach krwi u dzieci z syndromem autyzmu wykazaty
istotne roznice w stezeniu tych enzymow w stosunku do stezen w probkach zdrowych
dzieci. Uzyskane wyniki nie sa jednoznaczne i nie obrazujg jasnej tendencji co do
aktywnosci tych enzymdw. Uposledzona zdolnos¢ antyoksydacyjna, objawiajaca si¢
obnizong aktywnoscia enzymow, moze wynika¢ z mniejszej ich produkeji lub wigk-
szego zuzycia podczas proby neutralizacji wolnych rodnikéw. Wyczerpanie rezerw
przeciwutleniaczy moze by¢ spowodowane brakiem odpowiedniego i zrownowazo-
nego spozycia mineralow, w szczegdélnosci miedzi i cynku, nadmierna ekspozycja na
ksenobiotyki badZz zmianami polimorficznymi w genach kodujacych enzymy chronigce
komorke przed pojawieniem si¢ stresu oksydacyjnego [37]. Znaczaco nizsze stgzenia
GPx oraz SOD w grupie 0oséb z ASD mogg $wiadczy¢ o obnizonej zdolnos$ci neutra-
lizacji H,0O,, anionorodnika ponadtlenkowego oraz wodoronadtlenkow organicznych.
Przekroczenie zdolno$ci antyoksydacyjnej w warunkach niedoboru GPx i CAT moze
prowadzi¢ do powaznych uszkodzen makroczasteczek. W niektorych badaniach
zanotowano przeciwng zalezno$¢, czyli statystycznie wicksza aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych w grupie os6b z ASD. Nadaktywno$¢ antyoksydantow ttumaczy
si¢ tu jako efekt kompensacyjny, poprzedzajacy komorkowy stres oksydacyjny [33].

Ceruloplazmina i transferyna

Ceruloplazmina hamuje peroksydacje lipidow blonowych, zmniejszajac stezenie
wolnego jonu Fe** katalizujgcego konwersje H,O, do wysoce reaktywnego OHe. Dziata
jako ferroksydaza i zmiatacz anionorodnikow ponadtlenkowych O, chronigc przed
wolnymi rodnikami wielonienasycone kwasy thuszczowe wystepujace w btonach
erytrocytow [38].

Transferyna czgsciowo nasycona jonami zelaza dziata jako silny przeciwutleniacz
w ludzkim osoczu do czasu, gdy nie nastapi jej catkowite nasycenie. Wowczas dziata
jako promotor reakcji Fentona [39]:
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H,0, + Fe** — OHe + OH™ + Fe**

W badaniach przeprowadzonych przez Chauhan i wsp. [40] wykazano, Ze stezenia
ceruloplazminy w surowicy trzynastu spo$rod dziewigtnastu, a w wypadku transferyny
u szesnastu z dziewigtnastu badanych dzieci autystycznych byly znaczaco nizsze od
stezen oznaczanych w probkach pochodzacych od zdrowego rodzenstwa.

Co ciekawe, gdy w badaniu oznaczano ceruloplazming i transferyne, najnizsze
stezenia owych enzymow dotyczyly tych osob autystycznych, u ktérych odnotowano
najstabsze zdolnosci jezykowe. Dzieci autystyczne, ktore nie stracity umiejetnosci
jezykowych, wykazywaty stezenia ceruloplazminy i transferyny w surowicy zblizone
do stezen swojego zdrowego rodzenstwa [40].

8-izoprostan

8-izoprostan nalezacy do grupy F,-izoprostanow uwazany jest za jeden z naj-
bardziej czulych markeréow utleniania wielonienasyconych kwaséw thuszczowych
i dysfunkcji uktadu redoks. F -izoprostany powstajg na skutek nieenzymatycznego
utleniania kwasu arachidonowego w fosfolipidach zgodnie z mechanizmem wolnorod-
nikowym. Prawidtowy zakres stezen 8-izoprostanu w ludzkiej krwi wynosi od 20 do
80 pg/ml. Podwyzszone stezenia F,-izoprostanow oznaczono w ptynach biologicznych
pacjentow cierpigcych m.in. na astme alergiczna, chorob¢ Alzheimera, arterioskleroze
i hiperocholesterolemie, cukrzyce typu I i II, plgsawic¢ Huntingtona, nadcis$nienie
ptucne, cholestaze czy zespodt ostrej niewydolnosci oddechowej [41].

El-Ansary i Al-Ayadhi [42] zmierzyli stezenia 8-izoprostanu w probkach osocza
20 0s6b z syndromem autyzmu w wieku od 4 do 12 lat i 19 0s6éb z grupy kontrolne;j.
Srednie stezenie 8-izoprostanu w grupie badanej byto o 45,65% wyzsze w stosunku
do grupy kontrolnej. Hipotezg o wiekszym narazeniu dzieci z autyzmem na stres
oksydacyjny sprawdzali rowniez Ming i wsp. [43]. Autorzy mierzyli stezenie 8-izo-
prostanu w probkach moczu pochodzacych od 33 o0séb z grupy badanej i 29 0sob
z grupy kontrolnej. Srednie stezenie 8-izoprostanu w moczu dla grupy badanej byto
znaczaco wyzsze (32,92 + 1,98, ng/mol kreatyniny) niz dla grupy kontrolnej (5,71
+ 0,98 ng/mol kreatyniny).

W badaniach przeprowadzonych przez Qasem i wsp. [44] wykryto obecnos¢ 8-izo-
prostanu w probkach krwi dzieci autystycznych w stezeniach znacznie przekraczajacych
gorng granicg prawidtowego zakresu. W ww. badaniu wzigto udziat 44 dzieci z ASD
w wieku od 4 do 7 lat. Pacjenci zostali poddani diagnozie wedtug skali oceny autyzmu
dzieciecego (Childhood Autism Rating Scales — CARS), umozliwiajacej okreslenie
stopnia zaawansowania autyzmu od lekkiego przez umiarkowany do znacznego. Na
podstawie przeprowadzonych badan wykazano czterokrotny wzrost 8-izoprostanu
w krwi dzieci autystycznych w poréwnaniu z grupa kontrolna. Nie zaobserwowano
znacznych réznic w st¢zeniach 8-izoprostanu w grupach réznigcych sie stopniem
zaawansowania syndromu autystycznego. Natomiast rdznica stgzen 8-izoprostanu
obecnego w krwi byta istotna statystycznie przy poréwnywaniu grup wiekowych.
Istnieja wiec podejrzenia, ze stres oksydacyjny ma znaczenie w patogenezie autyzmu
woweczas, gdy wystepuje on w poczatkowych latach zycia [44].
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L-karnityna

L-karnityna (L-Carnitine — LC) ulatwia beta-utlenianie kwasow thuszczowych
o dtugich tancuchach oraz usuwanie z mitochondriéw $rednio- i krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych majacych — gdy sa w nadmiarze — dziatanie toksyczne. Wyniki
niektorych badan przeprowadzanych w warunkach in vitro wykazuja, ze LC pehni
funkcje zmiatacza wolnych rodnikéw i chroni przed negatywnymi skutkami stresu
oksydacyjnego [45—48].

W pracy Filipek i wsp. [49] zostaly przedstawione wyniki badan oznaczania m.in.
catkowitej 1 wolnej L-karnityny w surowicy stu pacjentow ze zdiagnozowanym ze-
spotem ASD. Srednie stezenie catkowitej i wolnej L-karnityny byto znaczaco nizsze
u dzieci z syndromem autystycznym w stosunku do zakresu okreslajacego norme.
Niedoborowi L-karnityny towarzyszyl znaczacy wzrost stezenia alaniny (u 80% pa-
cjentow wykryto stezenie wigksze niz $rednia + SD, p < 0,001) i amoniaku (u 78%
pacjentéw wykryto stezenie wigksze niz $rednia + SD, p < 0,001) w surowicy. Jako
jedng z teoretycznych przyczyn wystepowania niedoboréw L-karnityny w organi-
zmach dzieci z ASD autorzy podaja zaburzenia w prawidtowym funkcjonowaniu
mitochondriow [49].

Biomarkery cyklu metylacji i transsulfuracji

Metylacja to proces polegajacy na addycji grupy metylowej do czasteczki substratu
badz substytucji atomu lub grupy atomow grupa metylowa —~CH,. Metylacja odgrywa
zasadniczg rolg w wielu zr6znicowanych procesach biochemicznych. Ma znaczenie
chociazby w metabolizmie neurotransmiteréw np. dopaminy, noradrenaliny czy se-
rotoniny. Zachodzi podczas proceséw naprawczych DNA i RNA, syntezy niektorych
fosfolipidéw (np. lecytyn), hormondéw (np. melatoniny) lub silnych antyoksydantow
takich jak glutation. Ponadto w wyniku metylacji w watrobie przeprowadzane sg liczne
procesy enzymatyczne majace na celu detoksykacje ksenobiotykow [S0].

Metylacja zachodzi rowniez podczas szlaku metabolicznego metioniny — egzogen-
nego aminokwasu. Poczatkowo metionina ulega konwersji do S-adenozylometioniny
(SAM), ktora w dalszym etapie przekazuje grupe metylowa czasteczce akcepto-
rowej, np. czasteczce neuroprzekaznika, biatka, fosfolipidu lub zasadzie azotowe;j
nukleotydow. S-adenozylometionina w wyniku dziatania metylotransferazy zostaje
pozbawiona grupy metylowej, dajac S-adenozylohomocysteine (SAH), ktora ulega
hydrolizie do homocysteiny i adenozyny. Homocysteina moze zosta¢ przeksztatcona
ponownie w metioning w wyniku reakcji katalizowanych przez syntaze metioninowg
i metylokobalaming (witamina B, ), badz tez moze zosta¢ wykorzystana jako substrat
do syntezy cysteiny w procesie transsulfuracji. Dawcg grupy metylowej dla homocy-
steiny w procesie metylacji jest aktywna forma kwasu foliowego, czyli 5-metylote-
trahydrofolian (5-MTHF). Podczas transsulfuracji powstaje posrednio cystationina.
Reakcja syntezy cystationiny z homocysteiny katalizowana jest przez witaming B,
oraz P-syntaze cystationiny (CBS). Cystationina w obecno$ci y-cystationazy jest
hydrolizowana do cysteiny (Cys), ktora moze zosta¢ wykorzystana do produkcji glu-
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tationu. Homocysteina moze by¢ zatem remetylowana w celu regeneracji metioniny
we wszystkich komoérkach za pomoca syntazy metioninowej zaleznej od 5-MTHF
i B, lub metylotransferazy betaina-homocysteina w watrobie i nerkach ludzi. Trzecig
droga usuwania homocysteiny jest nieodwracalny szlak transsulfuracji zalezny od
witaminy B, i syntazy cystationiny B, w ktérym homocysteina jest trwale usuwana
z cyklu metioniny (rys. 1) [51].

Adenozylotransferaza

Glutation metioniny “
AN S-adenozylometionina (SAM
I Metionina enozylometionina (SAM)

Tetrahydrofolian

Cysteina Syntaza metioninowa Metylotransferaza
Metylokobalarmina betanina-homocysteina Metylotransferaza
y-cystationaza t
Cystationina — Homocysteina S-adenozylohomocysteina (SAH)
R-syntaza cystationiny (CBS) ~
Witamina B
¢ Hydrolaza SAH

Adenozyna

Rysunek 1. Uproszczony schemat cyklu demetylacji metioniny i transsulfuracji
homocysteiny [51]

Zaburzenia cyklu transmetylacji i transsulfuracji sa uwarunkowane czynnikami
genetycznymi 1 $rodowiskowymi. Zdolno$¢ komorek do metylacji jest uzalezniona
w duzej mierze od czynnikow dietetycznych, a przede wszystkim od podazy metioniny,
kwasu foliowego oraz witamin B, i B, ,. Genetyczne polimorfizmy mogg dziata¢ syner-
gistycznie z niedoborami zywieniowymi, zaktocajac naturalne mechanizmy regulacyjne
metabolitow, konsekwentnie nasilajgc przy tym stres oksydacyjny i przyczyniajac si¢ do
rozwoju patologii metabolicznej. Sposrod powszechnych polimorfizméw zwiazanych
z ryzykiem wystgpowania autyzmu polimorfizm reduktazy metylenotetrahydrofolia-
nu (MTHFR) jest jedng z najczesciej badanych korelacji genetycznych z autyzmem.
MTHEFR katalizuje reakcje redukcji 5,10-metylenotetrahydrofolianu do niezbednego
w usuwaniu nadmiaru homocysteiny 5-metylotetrahydrofolianu. W szczegodlnosci
polimorfizm 677C>T oraz 1298A>C genu MTHFR jest uwazany za czynnik ryzyka
schorzen neurodegeneracyjnych, ktore moga si¢ przyczynia¢ do zachodzenia me-
chanizmow epigenetycznych modyfikujacych ekspresje genow [52]. Nieprawidlowy
metabolizm metioniny, homocysteiny oraz kwasu foliowego moze mie¢ rowniez
przyczyne w polimorfizmie genu kodujacego CBS. Obnizenie aktywnosci tego en-
zymu wywoluje homocystynurie, objawiajacg si¢ m.in. zaburzeniami neurozwyrod-
nieniowymi, dysfunkcjami uktadu ruchu czy krazenia. Polimorfizm C699T zwigzany
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z obnizong aktywnoscig CBS i podwyzszonymi st¢zeniami homocysteiny wykazuje
istotny zwigzek z wysokim wynikiem CARS pacjentéw z syndromem autyzmu [53].

Stezenie homocysteiny we krwi zalezy od wielu czynnikéw, w tym od diety, plei,
wieku, stosowanych uzywek. Zwykle jest niskie, o ile szlak metylacji zalezny od
metylokobalaminy i kwasu foliowego w postaci 5-metylotetrahydrofolianu i szlak
transsulfuracji zachodzi prawidlowo. Ztozony metabolizm homocysteiny w organizmie
jest wysoce zalezny od kofaktorow pochodzacych z witamin. Niedobory witaminy
B,,, aktywnej formy kwasu foliowego i witaminy B, choliny oraz trimetyloglicyny
sg powigzane z hiperhomocysteinemig. Z tego powodu proces transformacji bioche-
micznej nie dziala prawidtowo, a homocysteina gromadzi si¢ w organizmie, powodujac
uszkodzenie komorek. Hiperhomocysteinemia jest uwazana za niezalezny czynnik
ryzyka dla wielu stanow patologicznych w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym
dla zaburzen ze spektrum autyzmu [54].

Pagca i wsp. [55] zmierzyli m.in. stezenia homocysteiny catkowitej w osoczu
21 dzieci, w tym 12 z syndromem autyzmu. St¢zenia homocysteiny badanych oséb
byly wyzsze (9,83 + 2,75 umol/L) w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej (7,51
+ 0,93 umol/L). C. Puig-Alcaraz i wsp. [56] oznaczyli stezenie homocysteiny w mo-
czu u 35-osobowej grupy badanej i 34-osobowej grupy kontrolnej. Wykazali rowniez
znaczacg roznice (p < 0,05) w stezeniach homocysteiny u oséb z ASD (2,24 + 3,50
mmol/mol kreatyniny) w poréwnaniu z osobami zdrowymi (0,9 £ 0,58 mmol/mol
kreatyniny). Przeprowadzona analiza korelacji wykazata istotny zwigzek migdzy steze-
niem homocysteiny a nasileniem zaburzen umiejetnosci komunikacyjnych (Spearman
r=0,453; p<0,05) [56]. Natomiast badania przeprowadzone przez Katuzng-Czaplinska
i wsp. [57] potwierdzity korzystny wptyw stosowania witamin B i B, ,, a takze kwasu
foliowego w celu redukcji stezenia homocysteiny w moczu u dzieci z autyzmem. Suple-
mentacja witaminami B, i B , byta skuteczniejsza w obnizaniu stg¢zenia homocysteiny
przy jednoczesnym podawaniu kwasu foliowego. Poziom homocysteiny w moczu
autystycznych dzieci przed suplementacja witaminami wynosit 2,41 + 1,10 mmol/mol
kreatyniny, a po leczeniu 1,13 + 0,44 mmol/mol kreatyniny [57].

Zaburzenie przemian metabolicznych homocysteiny u dzieci autystycznych jest
ztozone i nielatwo je wytlumaczy¢ nieprawidtowosciag w przebiegu pojedynczego
szlaku metabolicznego. Dlatego przy niewydajnej transmetylacji obserwuje si¢ istotny
wzrost stezenia nie tylko samej homocysteiny, ale tez SAH, przy jednoczesnym spadku
stezenia metioniny i SAM. Reakcja hydrolizy SAH do adenozyny i homocysteiny jest
tatwo odwracalna i zachodzi z ustaleniem stanu rownowagi dynamicznej. W rzeczywi-
sto$ci jedynym powodem, dla ktérego ta reakcja przebiega w kierunku hydrolitycznym,
jest skuteczne usuwanie produktu. Zaklocenia metaboliczne, skutecznie utrudniajgce
usuwanie homocysteiny i adenozyny, prowadza zatem do zwigkszenia SAH. Obnizo-
na warto§¢ SAM/SAH, objawiajaca si¢ jako zaburzenie cyklu metylacji i wyrazajaca
ostabiong zdolno$¢ do metylacji komorkowej, moze stanowic istotny wskaznik zmian
profilu metabolicznego u dzieci z autyzmem [58, 59].

Melnyk i wsp. [58] wykazali obnizony $redni stosunek SAM/SAH w osoczu
oraz obnizong $rednig procentowg zawarto$¢ S-metylocysteiny w DNA u 68 dzieci
z autyzmem w odniesieniu do 40-osobowej grupy osob bedacych rodzenstwem bada-
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nych. Zaobserwowali rowniez podwyzszong zawarto$¢ utlenionego glutationu oraz
8-oksy-deoksyguanozy (markera oksydacyjnego uszkodzenia DNA) w grupie badanej
w poroOwnaniu z grupa zdrowego rodzenstwa. W swojej pracy podtrzymu;ja oni hipoteze,
jakoby ostabione zdolno$ci antyoksydacyjne i metylacyjne komoérek miaty wptywaé
na ekspresje genow epigenetycznych, a prooksydanty srodowiskowe 1 genetyczne
czynniki ryzyka mialy dziata¢ poprzez zmiany w przebiegu metylacji DNA i reakcje
utleniania wywotujace uszkodzenia w podatnych genach.

Takze w pracy James i1 wsp. [59] zmierzony $redni stosunek SAM/SAH dla gru-
py badanej (20 0sob) byt prawie o 50% mniejszy w poroéwnaniu z warto§ciami tego
wskaznika dla grupy kontrolnej (33 osoby). Dodatkowe pomiary st¢zen metabolitow
uczestniczacych w cyklu transsulfuracji utatwiajg znalezienie przyczyn braku rownowa-
gi w cyklu metioniny. Niskie stezenia cystationiny, cysteiny, catkowitego glutationu sg
zgodne z obnizeniem czgstosci zachodzenia przemian homocysteiny za pos$rednictwem
CBS [59]. Cysteina (aminokwas limitujacy synteze glutationu w postaci wolnej) oraz
jej utleniona forma — cystyna (Cys-S) stanowig gtéwny zewnatrzkomoérkowy bufor
redoks. Przypuszcza si¢, ze podobnie do wewnatrzkomorkowego buforu redoks (GSH/
GSSQG) stosunek (CyS/CyS-S) bedzie odpowiednio nizszy podczas stresu oksydacyj-
nego wsrod osob z autyzmem. Analiza probek osocza potwierdzita obnizong zawarto$é
cysteiny (202 = 17 umol/L dla grupy kontrolnej, 163 + 15 pmol/L dla grupy badanej),
ktorej towarzyszylo prawie dwukrotnie podwyzszone st¢zenie GSSG. Wartos¢ stosun-
ku calkowitego glutationu do utlenionego byta zatem o ok. 70% mniejsza dla grupy
badane;j. Synteza GSH jest niewystarczajaca wowczas, gdy stezenia jego prekursorow
metabolicznych sg zbyt niskie, dlatego konsekwentny spadek stezenia cysteiny u dzieci
autystycznych sugeruje zwigkszong wrazliwos¢ na stres oksydacyjny [59].

Podsumowanie

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD) sg ztozone, niejednorodne, i jak si¢ po-
wszechnie uwaza, majg podtoze genetyczne. Mimo licznych doniesien sugerujacych
wysoki poziom dziedziczenia autyzmu wcigz nie wytypowano konkretnych genow bez-
posrednio odpowiedzialnych za to spektrum zaburzen. W nawigzaniu do genetycznych
1 epigenetycznych czynnikow prowadzacych do autyzmu w piSmiennictwie zapropo-
nowano do tej pory wiele hipotez, na ktorych tle mozliwe jest poszerzenie kryteriow
diagnostycznych i opracowanie doktadniejszych procedur wykrywania tego zespotu
zaburzen. Ale tez wcigz istotnym celem przy poszukiwaniu nowych biomarkerdéw auty-
zmu odzwierciedlajacych zmiany neurobiologiczne jest przede wszystkim zdefiniowanie
1 zrozumienie procesdw wywotujacych autyzm, a nie tych, ktore sg jego nastepstwami.

Niewatpliwie dostepnych jest sporo badan dostarczajacych dowodow na zwig-
zek stresu oksydacyjnego z autyzmem. Szlaki metaboliczne zaburzajace rownowage
oksydacyjno-redukcyjna w komorkach, jak rowniez stezenia poszczego6lnych przeciw-
utleniaczy bioracych udzial w mechanizmach obronnych przed reaktywnymi formami
tlenu i azotu sg przedmiotem wielu analiz. Stres oksydacyjny wywolywany dysfunkcjg
mitochondriéw badz czynnikami $rodowiskowymi nasila destrukcyjne procesy neu-
rologiczne lub zaburzenia metylacji, ktére moga si¢ przyczyni¢ do rozwoju chorob
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neuropsychiatrycznych. Pomiary st¢zenia zredukowanego glutationu oraz stosunku
GSH/GSSG pozwalajg oszacowaé, w jakim stopniu organizmy o0so6b z syndromem
autyzmu sg narazone na stres oksydacyjny oraz czy ich komorkowe mechanizmy obrony
antyoksydacyjnej sg tak samo wydajne jak u zdrowych oséb. Autorzy niezaleznych
badan, w ktorych oznaczano stezenie zredukowanej formy glutationu w probkach krwi
0s6b, u ktérych zdiagnozowano autyzm, sg zgodni co do tego, ze ten podstawowy
przeciwutleniacz wystepuje u nich w istotnie mniejszym stezeniu niz u zdrowych
ludzi. Sugeruje to, ze stres oksydacyjny mogt by¢ czynnikiem przyczyniajacym si¢ do
rozwoju autyzmu. Hipoteze t¢ wspierajg tez wyniki przeprowadzonych badan, w kt6-
rych oznaczano inne biomarkery zaburzenia rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej,
obserwujac przy tym istotne statystycznie réznice w stezeniach pomiedzy dzie¢mi
z grupy badanej (ASD) i kontrolnej. Wyzsze stezenie 8-izoprostanu oraz nizsze ste-
zenia L-karnityny, ceruloplazminy i transferryny u dzieci autystycznych powigzano
z wystepowaniem zaburzen jezykowych, charakterystycznych dla tej grupy zaburzen.
Inne potencjalne markery, takie jak enzymy SOD, GPx i CAT, réwniez sg przedmiotem
analiz w badaniach dotyczacych zwigzku stresu oksydacyjnego z autyzmem. W ich
wypadku wyniki badan r6znig si¢ wszakze znaczgco i dajg sprzeczne wnioski, totez nie
mozna ich traktowac jako biomarkerow specyficznych dla autyzmu. Niemniej jednak
rezultaty przytoczonych badan przedstawiajg istotng roznice stezen tych przeciwutle-
niaczy u 0séb z autyzmem w poréwnaniu ze zdrowymi dzie¢mi.

W ostatnich latach zwrocono takze uwage na wystepowanie u 0so6b z autyzmem
zaburzen szlaku metabolicznego metioniny, ktory ma fundamentalne znaczenie m.in.
w kontroli ekspresji gendw, detoksykacji ksenobiotkéw oraz produkcji glutationu,
neuroprzekaznikow i1 komorek odpornosciowych. Odbiegajace od normy poziomy
homocysteiny, SAM/SAH lub cysteiny w osoczu 0s6b autystycznych sa dowodem na
uposledzong zdolnos¢ do kooperacji wspotzaleznych procesow metylacji i transsulfu-
racji oraz wynikajacych z tego konsekwencji m.in. dla uktadu nerwowego. Zalezno$¢
ta nie jest niestety domeng jedynie autyzmu, ale dotyczy réwniez innych chordb
o podtozu neurodegeneracyjnym.

Chociaz wyniki badan sugeruja obnizong ,,zdolno$¢” komorkowej metylacji i utrzy-
mania prawidtowego stanu antyoksydacyjnego wsrod oséb dotknigtych autyzmem,
warto pamigtac, ze analiz¢ ptynéw ustrojowych przeprowadzono po rozpoznaniu
schorzenia. Zatem nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy obserwowane zaburze-
nia metylacji 1 zdolnosci utrzymywania naturalnej rownowagi redoks w organizmie
przyczyniaja si¢ do patogenezy autyzmu, czy sa po prostu wynikiem patofizjologii
wystepujacego schorzenia.

Roéznorodno$é neurologicznych, metabolicznych epigenetycznych procesow kre-
ujacych zaburzenia typowe dla zespotu ASD sprawia, ze podjecie skutecznej terapii
klinicznej wigze si¢ z konieczno$cig prowadzenia indywidualnej terapii fenotypowe;.
Dotychczas nie okreslono jednego uniwersalnego profilu biomarkeréw. Strategia
dobierania odpowiedniej i skutecznej terapii klinicznej opartej na kompleksowym
oznaczaniu biologicznych wskaznikow ASD wydaje si¢ jednak odpowiednia i mozna
sadzi¢, ze ma wiekszg warto$¢ niz w wypadku indywidualnego oznaczania biomarkera
powiazanego z pojedynczym czynnikiem ryzyka.
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