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Spektrometria mas sprzezona z chromatografiq cieczowq (LC/MS) lub chromatografiq gazowa oraz spektroskopia ma-

gnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) sq trzema technikami analitycznymi, ktére umozliwiajq i w najwiekszym

stopniu przyczyniajq sie obecnie do rozwoju badan metabolomicznych. Wsréd technik LC/MS szczegoling role odgrywa-

ja te zapewniajqce doktadny pomiar masy. W badaniach metabolomicznych najczesciej wykorzystywane sq wysoko-

rozdzielcze spektrometry mas (HRMS) typu kwadrupol-analizator czasu przelotu jonéw (QTOF) oraz Orbitrap.

W pracy przedstawiono przyktady zastosowan LC/QTOF w analizach metabolomicznych, krotko oméwiono role

optymalizacji metody analitycznej do badan metabolomicznych, wskazano zalety i ograniczenia techniki oraz wy-

zwania i perspektywy jej rozwoju w tym obszarze badawczym.

Wprowadzenie

Badania metabolomiczne,
ktére obejmuja analiza jako-
Sciowq i ilosciowa endogen-
nych i egzogennych metabo-
litow w komorkach, tkankach
i ptynach fizjologicznych pro-
wadzone sg obecnie gtéwnie
zwykorzystaniem trzech tech-
nik analitycznych: chromato-
grafii gazowej sprzezonej ze
spektrometria mas, chroma-
tografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas i spek-
troskopii magnetycznego re-
zonansu jadrowego (rys. 1).
Analiza danych literaturo-
wych z ostatnich dziewieciu
lat wskazuje, ze okoto 30%
analiz metabolomicznych
wykonywanych jest przy po-
mocy LC/MS. Metabolomice
opartej na pomiarach LC/MS
pos$wiecono w obszerne prace
przegladowe [1-6], w ktdrych
omoéwiono sposoby przygo-
towanie préb do analiz, meto-

dy zbierania i analizy danych,
procedury identyfikacji meta-
bolitéw i oznaczenia iloscio-
we, przedstawiono dostepne
bazy metabolitéow, ukierun-
kowane i nieukierunkowane
sposoby pracy oraz wady i za-
lety metody LC/MS w ozna-
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czeniach metabolomicznych.
Badania metabolomiczne
z wykorzystaniem chromato-
grafii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas znajduja
zastosowania w réznych dzie-
dzinach naukim.in.w naukach
medycznych, badaniach kli-

nicznych, analizie zywnosci,
ochronie srodowiska, biologii
i naukach rolniczych. W kaz-
dym z tych obszaréw badaw-
czych szczegdlng role odgry-
wajg oznaczenia, do ktérych
wykorzystywane sg wyso-
korozdzielcze spektrometry
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Rys. 1. Liczba publikacji dotyczacych badan metabolomicznych prowadzonych z wyko-
rzystaniem technik analitycznych GC/MS, LC/MS i NMR w latach 2008-2016, na podsta-

wie bazy Scopus

rok 22, nr 3 LAS

29



mas (HRMS), ktére zapew-
niaja doktadny pomiar masy,
obecnie na poziomie ponizej
1 ppm przy zastosowaniu ko-
rekcji wewnetrznej przy po-

mocy jonoéw referencyjnych
lub wewnetrznej kalibracji.
Najczesciej
sq spektrometry mas typu
kwadrupol - analizator czasu
przelotu jonéw, (QTOF) oraz
Orbitrap. W tabeli 1 zestawio-
no podstawowe parametry
charakterystyki tych dwoch
analizatoréw masy na przykfa-
dowych modelach o najlep-
szych osiggach pracy. Bardziej
szczego6towe pordwnanie
tych dwoch spektrometrow
opisano w pracy [3].

Spektrometry QTOF zapewnia-
ja duza szybkos¢ skanowania
i sg idealnymi analizatorami
mas do sprzegania z ultra wy-
soko sprawna chromatografia
cieczowg (UHPLC). Zapewniaja
szybkos¢ prébkowania od-
powiednia dla waskich, kil-
ku-kilkunastosekundowych,
pikow chromatograficznych
otrzymywanych na kolumnach
UHPLC wypetnionych sorben-
tem o srednicy ziarna 1,7-2 um
oraz umozliwiajg fragmenta-
cje koelujacych zwigzkéw bez
potrzeby wydtuzania czasu
analizy w celu rozdzielenia
analitéw, aby zapewni¢ selek-

wykorzystywane

cje maksymalnie duzej ilosci
prekursoréw. Wysoka czutosc¢
uzyskiwana bez dodatkowych
elementéw wyposazenia, bez
potrzeby zmiany Zrédta za-
pewnia duza przepustowosc
analiz w laboratorium oraz
detekcje metabolitéw wyste-
pujacych w niskich stezeniach
bezpotrzebyzatezania probek
przed analiza. Duza doktad-
nos¢ pomiaru masy pozwala
ustali¢ z duza pewnoscig wzér
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Tabela 1. Parametry specyfikacyjne spektrometru QTOF i Orbitrap LC/MS

Parametr QTOF?) Orbitrap®)
Rozdzielczosé 40 000 500 000
Doktadnos¢ pomiaru masy < 1 ppm < 1 ppm
Szybkos¢ skanowania (spectra/s) 50 18

1000:1 RMS czutos$¢ putapki jonowej 100:1

dla 1 pg rezorpiny

test wykonany ze zrodtem HESI

Czutosc dozowanej na kolumne, é?apcoji%pf;f;r%?r'\ay)
przeptyw 0,4 ml/min przeptyw 0,5 ml/min
Cena $$ $$$

3 Agilent Technologies 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS,
b) Thermo Fisher Scientific Orbitrap Fusion™ Tribrid™ Mass Spectrometer

sumaryczny analitow, liczba
generowanych wzoréw jest
nieduza, co utatwia identy-
fikacje metabolitow i skraca
czas identyfikacji. Koszt zaku-
pu spektrometru QTOF jest
istotnie nizszy, co jest istot-
nym parametrem decyzyjnym
dla wielu laboratoriéw. Majac
na uwadze, ze w przypadku
badan metabolomicznych
analizowane sg zwigzki nisko-
czasteczkowe dla wiekszosci
aplikacji rozdzielczos¢ rzedu
40 000 jest wystarczajaca. Po-
nadto mozliwos$¢ sprzegania
QTOF z UHPLC sprawia, ze roz-
dzielczos¢ masowa jest uzu-
petniana rozdzielczoscia chro-
matograficzng. Nizszy stopien
koelucji zwigzkéw wynika-
jacy z wyzszej rozdzielczosci
chromatograficznej obniza
wymagania co do koniecznej
wielkosci rozdzielczosci mas.
Liczba wykrytych metaboli-
tow jest poréwnywalna dla
obu spektrometréw. Spektro-
metry wysokich rozdzielczosci
charakteryzuje duza wszech-
stronnos¢ zastosowan. Moga
by¢ one wykorzystywane za-
réowno do wykrywania, iden-
tyfikowania oraz ilosciowego
oznaczania metabolitow.

Celem niniejszych pracy byto
dokonanie oceny czy i w ja-
kim zakresie nalezy prowadzic
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optymalizacje metody LC/
QTOF, aby zapewni¢ wysokie
czutodci analiz oraz wykry¢
maksymalnie duza ilos¢ me-
tabolitéw osocza. Ponadto
celem byta ocena mozliwosc
wykorzystania znanych i opi-
sanych w literaturze biomar-
keréw dla danego schorzenia,
jako parametru/éw waliduja-
cych procedure profilowania
metabolitow przy pomocy
LC/MS.

Czes¢ eksperymentalna

Ekstrakcje metabolitow i pre-
cypitacje biatek z osocza pro-
wadzono na zimno wykorzy-
stujgc mieszanine metanolu
i etanolu (1:1 v/v). Ekstrakt wi-
rowano, supernatant filtrowa-
no przez filtry 0,22 um. Analizy
metaboliczne wykonywano
przy pomocy chromatografu
cieczowego Agilent Techno-
logies seria 1290 sprzezonego
z wysoko rozdzielczym spek-
trometrem mas Agilent Tech-
nologies 6550 iFunnel Q-TOF
LC/MS, ktoéry byt wyposazony
w zrédto jonéw ESI Agilent
Technologies JetStream. Roz-
dziat chromatograficzny pro-
wadzono na kolumnie C18
2,1 x 10 mm, ziarno 1,7 um.
Jako faze ruchomo stosowano
0,1% kwas mréwkowy w wo-
dzie i w acetonitrylu (v/v),

wszystkie skfadniki fazy ru-
chomej o stopniu czystosci LC-
-MS. Gradient liniowy od 5 do
95% w 30 min, przeptyw fazy
ruchomej 0,4 ml/min. Zbiera-
no jony dodatnie oraz ujem-
ne w zakresie m/z 100-1000.
Analizy wykonywano w trybie
skan MS oraz targeted MS/MS.
Korekcje masy prowadzono
z wykorzystaniem jonéw re-
ferencyjnych, doktadno$¢ po-
miaru masy <1 ppm. Analize
danych prowadzono przy po-
mocy oprogramowania Agi-
lent Technologies MassHunter
Qualitative, MassHunter Qu-
antitative, Personal Database
and Library Metlin PCDL oraz
Mass Profiler Professional.

Wyniki

Jedna z podstawowych zalet
stosowania LC/QTOF w bada-
niach metabolomicznych jest
mozliwos$¢ jednoczesnego
wykrycia wielu metabolitéw
endo- i egzogennych réznia-
cych sie wihasciwosciami che-
micznymi. Poniewaz metoda
ma wykrywac zwiazki o réz-
nym skfadzie, budowie i wta-
sciwosciach optymalizacja
metody prowadzona jest zwy-
kle w bardzo ograniczonym
stopniu, co wynika z faktu, ze
zmiana jednego parametru
moze wptlynaé korzystnie na



Zmiana stounku plazma - rozpuszczalnik
ekstrakeyjny z 1:3 na 1:2 (v/v)
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Rys. 2. Zmiana wysokosci piku metabolitu na skutek zmiany stosunku plazma - rozpuszczalnik ekstrakcyjny oraz zmia-
ny napiecia fragmentora spektrometru mas dla 65 metabolitow przedstawionych w tabeli 1.

sygnat jednej grupy zwigzkdw
i ostabi¢ sygnat dla innych.
Stosowane sg warunki eks-
trakcji, chromatografii i spek-
trometrii mas, ktére pozwalaja
izolowac i wykrywac jak naj-
szerszy wachlarz zwigzkdw.
Warunki prowadzenia analizy
w istotnym stopniu wptywaja
na liczbe wykrywanych meta-
bolitéw oraz poziom detekcji
tych zwigzkéw. Wiele biomar-
kerow wystepuje w bardzo
niskich stezeniach stad tez
bardziej pozadane sa meto-
dy i warunki zapewniajace
maksymalna czutos$¢ oznacze-
nia. Przy czym optymalizacja
czutosci w przypadku metod
skriningowych ma charak-
ter wytacznie globalny i do-
boér parametrow metody jest

oparty obserwacji jak zmienia
sie intensywnos$¢ sygnatu dla
wiekszosci metabolitéw, a nie
dla pojedynczego zwigzku.
Niesie to za soba ryzyko, kté-
rego nie da sie jednak unik-
na¢, ze np. poszukiwany bio-
marker bedzie w mniej licznej
grupie zwigzkoéw, ktérych
sygnat ulegt ostabieniu wraz
ze zmiang parametru metody
a tym samym w konsekwen-
Cji moze nie zosta¢ wykryty
w prowadzonych badaniach
metabolicznych. Przed roz-
poczeciem badan metabo-
lomicznych nie powinno sie
jednak unika¢ etapu optyma-
lizacji metody LC/QTOF zmie-
rzajacej do jak najwiekszego
pokrycia metabolomu. Wraz
z wiekszym pokryciem meta-

bolom zwieksza sie prawdo-
podobienstwo identyfikacji
szlakéw metabolomicznych,
ktore zostaty zaktécone. W dal-
szych etapach badan optyma-
lizacja metody LC/QTOF moze
zosta¢ ukierunkowana specy-
ficznie juz na zwigzki z danego
szlaku metabolicznego.

Celem doboru warunkéw me-
tody ekstrakcji metabolitéw
z plazmy i oceny w jakim stop-
niu zmiana tych warunkow
wplywa na wielko$¢ sygnatu
przeprowadzono ekstrakcje
metabolitéw stosujgc miesza-
nine metanol-etanol (1:1 v/v)
w stosunku plazma:MeOH/
EtOH 1:3 oraz 1:2 v/v. W tabeli
2 wymieniono wykryte w eks-
trakcie zwiazki eluujace w cza-
sie retencji 15,4- 17,5 min.

W dwuminutowym oknie elu-
cyjnym wykryto obecnos¢ 65
zwigzkow, dla celdw niniejszej
pracy i uproszczenia prezento-
wanych wynikéw zastosowa-
no minimalna wysokosci piku
500000 jako kryterium wyszu-
kiwania metabolitéw. W celu
lepszej wizualizacji wptywu
zmiany stosunku plazma:Me-
OH/EtOH podczas ekstrakcji
metabolitéw z plazmy na wy-
sokosci piku metabolitu zmia-
ny wysokosci piku wyrazone
w procentach przedstawiono
na rysunku 2. Dla 43 zwigz-
kéw zaobserwowano wiekszg
wysokos¢€ piku (> 10%) w eks-
trakcie uzyskanym w wyniku
ekstrakcji prowadzonej dla
stosunku plazma:MeOH/EtOH
1:2 v/v, co mozna powigzac

Tabela 2. Poréwnanie wielkosci sygnatu metabolitdw dla réznych parametrow metody analitycznej dla 65 zwigzkéw
wykrytych w ekstrakcie z plazmy wymywanych z kolumny w czasie retencji 15,4 - 17,5 min. Warunki analizy: 1 -
ekstrakcja stosunek plazma do rozpuszczalnik 1:3 (v/v), napiecie fragmentora 400V, 2 — ekstrakcja stosunek plazma
do rozpuszczalnik 1:2 (v/v), napiecie fragmentora 400V, 3 — ekstrakcja stosunek plazma do rozpuszczalnik 1:3 (v/v),

napiecie fragmentora 600V

1 2 3
Lp. Ry [min] m/z wysokos$¢ piku | wysokos$¢ piku| zmiana [%] |wysokos¢ piku| zmiana [%]
1. 15,46 163,1118 521707 2402840 361 985197 89
2. 15,47 192,1384 2653127 2736526 3 2653145 0
3. 15,48 318,3004 4522510 3676373 -19 4720110 4
4. 15,72 518,3241 1150224 1711227 49 1291272 12
5. 15,72 536,3345 2342618 3332419 42 2348194 0
6. 15,74 343,2959 - 519269 100* - -
7. 15,76 301,0756 817361 803493 -2 783916 -4

rok 22, nr3 LA | 31



8. 15,76 279,0935 5103697 5199297 2 5458185 7
9. 15,88 274,2740 21249620 23910132 13 21735132 2
10. 15,90 304,2489 776547 640517 -18 692782 -11
11. 15,92 584,3348 - 630225 100 - -
12. 16,00 230,2480 1474521 2560270 74 1477165 0
13. 16,01 318,3002 2097474 3510484 67 2241774 7
14. 16,04 542,3240 - 641959 100* 525740 -
15. 16,04 560,3343 1161817 1636513 41 1139878 -2
16. 16,07 288,2891 4065767 4021580 -1 4052059 0
17. 16,06 518,3237 - 663996 100* 560038 -
18. 16,06 536,3339 1326451 1973031 49 1356114 2
19. 16,11 158,1517 2286266 2279270 0 2230286 -2
20. 16,11 409,1604 767844 581710 -24 760718 -1
21. 16,11 387,1784 769832 510501 -34 637099 -17
22. 16,12 290,2671 1367701 2037634 49 1383272 1
23. 16,20 355,2613 9690320 11547733 19 10193342 5
24. 16,19 223,0639 - 623490 100* - -
25. 16,21 373,2722 6054168 7322055 21 5889548 -3
26. 16,20 431,2768 652879 841244 29 771881 18
27. 16,21 443,2374 - 500246 100 - -
28. 16,21 817,5824 3459927 5083188 47 3470375 0
29. 16,21 834,6094 1095591 1260741 15 1026620 -6
30. 16,21 839,5638 1132341 1582506 40 1194086 5
31. 16,24 584,3350 - 703594 100* - -
32. 16,28 225,1961 9926956 9862168 -1 9836916 -1
33. 16,28 288,2900 2448620 3145414 28 2636028 8
34. 16,31 271,1882 2846009 2728742 -4 2843155 0
35. 16,37 244,2638 593944 815664 37 590620 -1
36. 16,52 214,0880 503818 - -100* - -100*
37. 16,64 391,2098 930711 881404 -5 977703 5
38. 16,64 560,3350 1054453 1531947 45 1099279 4
39. 16,65 357,2791 5330066 6745456 27 5193734 -3
40. 16,65 785,5933 506538 860180 70 -100*
41. 16,69 288,2894 11328531 13163428 16 11657809 3
42. 16,72 244,2634 4868203 5845257 20 4670011 -4
43. 16,87 272,2581 - 1157075 100* - -
44. 16,88 299,1833 1089488 1058494 -3 1100702 1
45. 16,93 304,2849 1013702 1345072 33 1077176 6
46. 17,04 404,2073 1216036 1232985 1 1250684 3
47. 17,04 425,1366 1152883 1188429 3 1222673 6
48. 17,04 790,3805 782968 841015 7 822574 5
49. 17,04 409,1625 4437048 4824084 9 5196731 17
50. 17,04 406,1550 - 521371 100* - -
51. 17,04 795,3355 1300708 1514074 16 1384532 6
52. 17,05 105,0703 1895094 2146266 13 1960592 3
53. 17,05 387,1808 10129838 11461993 13 10391660 3
54. 17,05 121,0654 863444 939488 9 885940 3
55. 17,05 489,2277 994936 1418065 43 1031440 4
56. 17,08 288,2898 22035198 24518036 11 23283406 6
57. 17,21 332,3156 555156 750066 35 570375 3
58. 17,21 244,2632 10658959 12846986 21 10585108 -1
59. 17,07 560,3355 691465 616494 -11 744230 8
60. 17,26 230,2469 891812 3037391 241 888681 0
61. 17,30 304,2849 17006092 19164836 13 16779342 -1
62. 17,22 560,3344 - 1041278 100* - -
63. 17,44 443,2320 895195 - -100* 735498 -18
64. 17,47 409,1624 792532 801774 1 821019 4
65. 17,47 387,1808 1038025 992312 -4 931644 -10

*) Warto$¢ przypisana dla wizualizacji: 100 dla nowego zwiazku, ktéry sie pojawit w skanie MS; -100 dla zwiazku, ktéry zniknat w skanie MS
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z wyzszym stezeniem zwigzku
w ekstrakcie (nizsze rozcien-
czenie prébki). Dla 6 zwigz-
kow spadek
wysokosci piku (< -10%), gdy
stosunek plazma:MeOH/EtOH
zostat zmieniony z 1:3 v/v na
1:2 v/v. Ostabienia sygnatu
mozna wyjasni¢ wiekszym
efektem matrycowym i efek-
tem ttumienia sygnatu me-

stwierdzono

tabolitu wynikajacym z wyz-
szych stezen koeluujacych
zwigzkéw. Dla 16 zwigzkoéw
wielkos¢ sygnatu sie nie zmie-
nita, zmiana nie przekraczata
10%. Zwiekszenie sygnatu
nastgpito dla 66% zwigzkow,
ostabienie dla 10%. Proporcja
niniejsza wskazuje, ze prowa-
dzenie ekstrakcji plazma:Me-
OH/EtOH w stosunku 1:2 v/v
zapewni nizsze limity detekcji
i z duzym prawdopodobiefi-
stwem wyzsze pokrycie meta-
bolomu.

Obok warunkéw ekstrak-
¢ji réwniez parametry pracy
spektrometru mas maja istot-
ny wptyw na wielkos$¢ sygna-
tu MS metabolitéw. W celu
doboru napiecia fragmentora
i oceny w jakim stopniu zmia-
na tego napiecia wptynie na
wielko$¢ sygnatu przepro-
wadzono analize dla napie-
cie fragmentora 400 i 600 V.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze
zakresy warto$ci napiecia
pracy fragmentora s bardzo
rézne dla réznych modeli
spektrometréw mas, co wyni-
ka z réznic konstrukcyjnych.
Nie moga by¢ bezposrednio
przenoszone z modelu na mo-
del spektrometru. Moga by¢
réwniez poréwnywane tylko
w ramach jednego modelu
lub generacji spektrometréw.
Wysokos¢ pikéw metabolitéw
eluujacych w czasie retencji

15,4-17,5 min zmierzone przy
ustawieniu fragmentora 400
i 600V przedstawiono w tabe-
li 2, zmiany wysokosci pikow
zobrazowano na rysunku 2.
W ujeciu globalnym zmiany
fragmentora z 400 V na 600 V
w niewielkim stopniu wpty-
nety na wielko$¢ sygnatu. Dla
45 zwigzkéw zmiana sygnatu
byta mniejsza niz 10%. Dla 6
zwigzkoéw sygnat sie obnizyt,
dla 4 ulegt podwyzszeniu.
Optymalizacja fragmento-
ra w przypadku modelu LC/
QTOF 6550 moze by¢ pomi-
jana, gdyz nie wptynie naj-
prawdopodobniej istotnie na
zwiekszenie pokrycia meta-
bolomu.

Z uwagi na fakt, ze badania
metabolomiczne z wykorzy-
staniem LC/QTOF, z powodu
ich duzej czutos¢ oraz selek-
tywnosci, pozwalaja na duze
pokrycie metabolomu wydaje
sie, ze mogg by¢ one réwniez
skuteczne w wykrywaniu bio-
markeréw metabolomicznych
dobrze znanych i opisanych
w literaturze, ktére moga po-
stuzy¢ jako element walidu-
jacy zastosowana dla celow
metabolomicznych procedu-
re analityczna, ktoérej ogdlny
schemat przedstawiono na
rysunku 3.

Obejmuje ona etap ekstrak-
cji metabolitéw, analizy LC/
QTOF, obrébki danych - ge-
nerowania zwiazkéw z wy-
korzystaniem algorytmow
grupujacych wszystkie jony
przynalezace do jednego
potencjalnego zwigzku oraz
identyfikacji metabolitéw,
statystycznego profilowania
zwigzkéw z wykorzystaniem
np. oprogramowania typu
Mass Profiler Professional oraz
identyfikacji szlakéw metabo-
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2. Analiza

LC/QTOF

3. Generowanie
zwigzkow,
identyfikacja
metabolitéw

Rys. 3. Schemat procedury analizy metabolomicznej

4. Analiza MPP

5. Analiza
szlakéw
metabolicznych
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Rys. 4. Wykrycie podwyzszonego poziomu kortyzolu w plazmie grupy badanej w poréw-
naniu z grupa kontrolng, identyfikacja szlaku metabolicznego, ktdry bedzie zaktdcany
w wyniku zmiany ilosci kortyzolu w plazmie - szlak syntezy i regulacji prostaglandyny

licznych, ktére moga zostac
zaktécone na skutek zmiany
stezenia metabolitu.

W celu oceny mozliwosci
wykorzystania znanych bio-
markeréw jako metabolitéw
walidujacych procedure me-
tabolomiczng przeprowadzo-
no profilowanie metabolitow
pomiedzy grupami rézniacy-
mi sie funkcjonowaniem ne-
rek. Zgodnie z oczekiwania-
mi dla badanego schorzenia
stwierdzono podwyzszony
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poziom kortyzolu w plazmie
w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej (rys. 4).

Whioski

Jedna z podstawowych zalet
stosowania LC/QTOF w bada-
niach metabolomicznych jest
mozliwo$¢ jednoczesnego
wykrycia wielu metabolitow
endo- i egzogennych réznia-
cych sie znacznie wihasciwo-
$ciami chemicznymi. Pocigga
tozasoba jednak ograniczenie
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zakresu prowadzenia optyma-
lizacji metody do globalnego
traktowania zwigzkéw i do-
bierania parametréow na pod-
stawie zmian odpowiedzi dla
wiekszosci zwigzkéw, gdy dla
innych sygnat moze ulec osta-
bieniu. W przypadku zmiany
stosunku objetosci plazmy
i rozpuszczalnika ekstrakcyj-
nego dla 66% metabolitéw
wielko$¢ sygnatu wzrosta,
gdy zmieniono stosunek z 1:3
na 1:2 v/v, zmalata dla 10%

zwigzkéw. Poprawnosé zasto-
sowanej procedury profilowa-
nia metabolomicznego moze
by¢ walidowana znanymi bio-
markerami.
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