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1. WSTEP

Wraz z dynamicznym rozwojem cywilizacji, populacja ludzka do§wiadcza nowych, czgsto
trudnych wyzwan w medycynie. Do tych pojawiajacych si¢ wyzwan naleza odkrywane nowe
czynniki chorobotwércze, zjawiska wyksztatcania si¢ leko- a szczegdlnie antybiotykooporno-
$ci, czy insulinoopornosci oraz ciagle wysokie poziomy zachorowalno$ci i umieralnosci na
choroby nowotworowe. Dla lepszego zrozumienia proceséw chorobowych wprowadzono za-
awansowane platformy analityczne, jak genomika, transkryptomika, proteomika czy metabo-
lomika, dostarczajace nowych danych fizjologicznych, uzupeiajacych informacjg uzyskiwa-
ng przez wspdlczesna genomike. Oczekuje sig, ze odpowiednie zastosowanie wiedzy pocho-
dzacej z genomu wraz z nowa informacja uzyskang w wyniku badan proteomicznych i meta-
bolomicznych nad fizjologia i metabolizmem zaowocuje wyrazng poprawa jakosci zdrowia
w calej populacji ludzkiej dzigki zindywidualizowanej osobniczo opiece zdrowotnej [1].

Odczytanie pelnej sekwencji kodu genetycznego zainicjowalo dalsze badania nad genami,
nad transkrypcja gendw oraz biatkami w zywych organizmach. mRNA i biatka sa bezposred-
nio zwiazane z genami, ktére koduja ich sekwencj¢. Transkryptomika i proteomika potwier-
dzajq istnienie tych zalezno$ci. Badania nad genomem, transkryptomem i proteomem w natu-
ralny sposéb zwrdcily zainteresowania badaczy na metabolity i ich wspéizalezno$ci z genami,
mRNA i biatkami.

Analiza genomu jest trudna do powigzania z analiza metabolitéw. Metabolity sa produk-
tami reakcji enzymatycznych zachodzacych w sieci szlakow metabolicznych. Podczas gdy
mRNA i biatka sa bezposrednimi produktami genéw, metabolity naleza do produktéw po-
srednich kodu genetycznego. Jest to jeden z powodéw, ktéry sprawia, Ze metabolomika jest
trudniejsza do analizy i interpretacji biologicznej niz inne ,,-omiki”.

Dotychczas metabolizm definiowano jako szereg wewnatrzkomoérkowych reakcji che-
micznych, w wyniku ktérych dochodzilo do powstawania nowych zwiazkéw chemicznych
(metabolitéw) oraz energii koniecznej do zapewnienia funkcjonowania organizmu. Dyna-
miczny rozwdj genetyki i przejscie w tzw. post-genomowa faz¢ badan uswiadomito bada-
czom, ze poza sfera reaktywnos$ci chemicznej kluczowa rolg odgrywa takze informacja zawar-
ta w kodzie genetycznym. Na nowo zdefiniowane pojecie okre§la metabolizm jako uktad,
w ktérym zwiazki chemiczne (metabolity) i informacja zawarta w kodzie genetycznym od-
dzialywaja ze soba za pomoca sieci reakcji chemicznych.

Transkryptomika i proteomika prowadza do powstania olbrzymich ilo$ci zré6znicowanych
danych biologicznych. Takze zastosowanie bioinformatyki do analizy danych eksperymental-
nych prowadzi do powstania nowych informacji powigzanych z genami i biatkami. Czgsto
powaznym problemem badawczym jest znalezienie biochemicznego wyttumaczenia dla bio-
logicznie zdefiniowanych zaleznosci. Za zidentyfikowaniem oddziatywania biatko-biato ko-
nieczne jest okres$lenie mechanizmu molekularnego oddzialywania oraz opisanie efektu biolo-
gicznego tego oddziatywania [2].

Wydaje sig, ze zaangazowanie metabolomiki pomoze w interpretacji danych biologicz-
nych pochodzacych z transkryptomiki i proteomiki.
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2. METABOLOMIKA W BIOLOGII SYSTEMOWE]

W metabolizmie organizméw zywych podstawowa rolg¢ odgrywaja metabolity, czyli
zwiazki organiczne o malej masie czasteczkowej, jak weglowodany, kwasy organiczne, ami-
nokwasy, nukleozydy, nukleotydy itd. Wraz z makroczasteczkami, takimi jak biatka i kwasy
nukleinowe, metabolity odgrywaja réznorodne funkcje w zachodzacych procesach zyciowych.

Kompleksowa analiza ilo$ciowa i jakosciowa metabolomu jest kluczowa dla pelnego zro-
zumienia funkcji komérkowych. Metabolom, przez analogi¢ do genomu, transkryptomu czy
proteomu, odnosi si¢ do catkowitej liczby metabolitow w organizmie, narzadzie lub okres$lo-
nej komérce. Liczba metabolitow (wielko$¢ metabolomu) jest zréznicowana i zalezy od ga-
tunku i rodzaju organizmu. We wszystkich gatunkach ro$lin wielko§¢ metabolomu szacowana
jest na 90 - 200 tysiecy zwiazkdw. Pojedyncze gatunki roslin charakteryzuja si¢ duzo mniej-
sza liczba metabolitéw. Przyktadowo, metabolom rzodkiewnika (Arabidopsis) szacuje si¢ na
okoto 5000 zwiazkéw organicznych. Metabolom organizméw ro$linnych jest jednak duzo
bogatszy niz organizmow jednokomoérkowych w rodzaju drozdzy. Na liczbe 6000 genéw zi-
dentyfikowanych w drozdzach przypada tylko niecate 600 metabolitow, podczas gdy u rzod-
kiewnika stosunek ten wynosi 15000 do 5000. Duza wielko$¢ metabolomu roslinnego wynika
z licznych wtérnych metabolitéw. Szacuje sig¢, ze catkowity metabolom cztowieka moze za-
wiera¢ ok. 10000 metabolitéw.

Dla glgbszego poznania molekut i zalezno$ci rzadzacych na poziomie komérkowym wy-
korzystywanych jest obecnie kilka technologii badawczych. Nalez¢ do nich genomika i tran-
skryptomika, ktérych zadaniem jest badanie komplementarno$ci kodu genetycznego oraz eks-
presji genu. Proteomika zajmuje si¢ kompleksowa analiza biatek oraz ich synteza. Metabolo-
mika i metabonomika opisuja procesy metaboliczne na poziomie pojedynczej komoérki oraz
calego organizmu. Metabolomika i metabonomika w sposéb cato§ciowy okreslaja profile bio-
chemiczne oraz funkcje¢ zespoléw metabolitéw w catym organizmie przez analiz¢ sktadu po-
jedynczych komorek, ptynéw biologicznych czy organéw [3].

Definicje metabonomiki i metabolomiki nie sa w literaturze jednakowo opisywane. Sys-
tematyzujac pojgcia: metabonomika zajmuje si¢ ustalaniem profili metabolicznych na pozio-
mie calego organizmu analizujac plyny ustrojowe, takie jak krew, mocz lub ptyn mézgowo-
rdzeniowy. W odréznieniu od metabonomiki, metabolomika jest jednoczesng ilo$ciowa i ja-
ko$ciowa analiza mozliwie jak najwigkszej liczby metabolitéw komérkowych.

Pojecia metabolomu, czy metabolomiki jako kompleksowej analizy metabolitow sg sto-
sunkowo nowymi terminami analitycznymi. Dzieje si¢ tak, poniewaz wraz z pojawieniem si¢
zaawansowanych technologicznie metod badawczych oraz przy wykorzystaniu komputero-
wych metod przetwarzania danych mozliwe jest oznaczanie duzej liczby metabolitow w sto-
sunkowo krotkim czasie, na odpowiednio wysokim, powtarzalnym i wydajnym poziomie.
Dotychczasowe badania ograniczaly si¢ gtéwnie do oznaczania pojedynczych, uprzednio zi-
dentyfikowanych zwiazkéw czy grup metabolitow. Postgp w bioanalityce umozliwito wyko-
rzystanie zaawansowanych technologii, takich jak NMR czy MS, a to z kolei wymusito opra-
cowanie odpowiednich narzedzi matematycznych do przetwarzania otrzymywanych w wyni-
ku badan ogromnych ilo$ci danych. Tak wigc, chociaz badania metabolizmu komérkowego
czy oznaczenia ilo§ciowe proceséw metabolicznych nie sg czym$ nowym w nauce, to para-
doksalnie dopiero u schylku XX wieku, mozliwa stata si¢ kompleksowa analiza praktycznie
wszystkich metabolitéw wystepujacych w ptynach komérkowych.
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2.1. Narzedzia badawcze w metabolomice

Pierwszym wymaganiem stawianym przez metabolomike technikom analitycznym jest ich
jak najwigksza wszechstronno$¢ w badaniach metabolomicznych. Wszechstronno$¢ rozumia-
na przede wszystkim jako szerokie spektrum metabolitéw dajacych si¢ oznaczy¢ przy pomocy
okreslonej techniki. Ze wzgledy na bardzo duze zréznicowanie w budowie chemicznej istnie-
jacych metabolitow, wydaje si¢ oczywistym, ze nie ma aktualnie jednej techniki, ktéra umoz-
liwialaby oznaczanie wszystkich zwiazkéw jednoczes$nie w trakcie pojedynczej analizy. Do-
datkowo, duza cz¢$¢ metabolitow ma charakter polarny, jest nielotna, nie posiada silnych grup
chromoforowych w swojej strukturze, co utrudnia ich wykrywanie. To, co udaje si¢ oznaczac
za pomocy jednej techniki analitycznej jest zwykle ograniczone do okreslonej pod wzgledem
budowy lub wtasciwosci grupy metabolitéw. Z powodu braku jednej uniwersalnej dla wszyst-
kich zwiazkéw techniki oznaczania, w badaniach metabolicznych dazy si¢ do zastosowania
mozliwie jak najszerszego zakresu istniejacych technik i metod analitycznych, aby osiagnac
mozliwie jak najwigksza komplementarno§¢ wynikéw.

Metodologia badan metabolomicznych sktada si¢ z trzech zasadniczych etapéw: przygo-
towania probki, oznaczen analitycznych i bioinformatycznej analizy otrzymanych danych
(rycina 1).

W praktyce jedynie w przypadku badan metabolomicznych z zastosowaniem techniki ja-
drowego rezonansu magnetycznego (NMR) nie jest konieczny zaawansowany etap przygoto-
wania probki. Technika NMR, jako mato destrukcyjna, pozwala na ponowne uzycie tej samej
badanej prébki do kolejnych oznaczen. Jest to wyjatek wsrdd technik analitycznych, poniewaz
zwykle w wyniku przeprowadzonej analizy probka ulega nieodwracalnym zmianom i nie na-
daje si¢ do ponownych oznaczen.

Metabolity sa najczesciej ekstrahowane do roztworéw wodnych lub metanolowych. Z tych
roztworéw sa wyodrebniane i analizowane poszczegolne frakcje polarne oraz lipofilowe. Nie
ma jednej metody ekstrakcji, ktéra bylaby odpowiednia dla wszystkich rodzajow metabolitow.
Warunki, ktére sa adekwatne dla jednych metabolitéw moga powodowaé degradacj¢ innych
typéw metabolitow lub zaburza¢ ich oznaczanie analityczne. Przykladowo, nukleotydy (np.
ATP) ekstrahuje si¢ przy pomocy bardzo mocnego kwasu nadchlorowego. Kwas ten jako sil-
ny utleniacz, powoduje utlenianie innych metabolitéw. Alkaloidy sa ekstrahowane w $rodowi-
sku zasadowym, ktore jest niszczace dla zwigzkéw aldehydowych. Zwiazki tiolowe, jako bar-
dzo niestabilne, wymagaja uzycia odczynnikéw derywatyzujacych, ktore przeksztalcaja je do
stabilnych pochodnych, ale jednoczes$nie uniemozliwiaja analiz¢ innych metabolitow.

Metody i rodzaje ekstrakcji musza by¢ ukierunkowane na konkretna grupe metabolitow.
W dotychczasowych badaniach metabolomicznych koncentrowano si¢ wigc gléwnie na
zwiazkach o odpowiedniej trwatosci, ktére mogly by¢ ekstrahowane razem (wgglowodany,
estry fosforanowe, aminokwasy czy kwasy organiczne). Najbardziej kompletne analizy meta-
bolomiczne wymieniane w literaturze charakteryzowalty do 300 réznych zwiazkéw. Oczywi-
Scie, wiele innych istotnych metabolitéw jest w tej sytuacji pomijanych.
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Rycina 1. Schemat przyktadowej petnej analizy matabolomiczne;j.

W badaniach metabolomicznych, ze wzgledu na konieczno$¢ jednoczesnego oznaczania
duzej liczby metabolitéw, aktualnie najchetniej wykorzystywana technika analityczng jest
spektrometria mas (MS). Jednoczesnie stosuje si¢ poprzedzajace MS techniki separacyjne,
ktére maja na celu rozdzieli¢ metabolity o jednakowej masie czasteczkowej. Wykorzystanie
niezwykle wszechstronnej metod detekcji, jaka jest MS, umozliwia jednoczesna analizg
zwiazkéw na podstawie ich oddziatywan z uktadem separacyjnym jak réwniez na podstawie
mas czasteczkowych analitéw.

Chromatografia gazowa sprz¢zona z spektrometria mas (GC-MS) wymaga derywatyzacji
probki w celu zwigkszenia trwatosci i lotnosci metabolitéw. Nastgpnie, rozdzielone chroma-
tograficznie frakcje zderywatyzowanej probki sa wprowadzane na spektrometr mas, gdzie
ulegajg jonizacji i sa oznaczane z wysoka rozdzielczos$cia na podstawie stosunku ich masy do
tadunku (m/z). Stosujac technikg GC-MS Fiehn i wsp. [4] byli w stanie oznaczy¢ 326 r6znych
metabolitow w ekstraktach roslinnych jezowki. Tylko polowe z oznaczonych metabolitow
udalo si¢ zidentyfikowac. Identyfikacja pozostatych bylaby teoretycznie mozliwa po zastoso-
waniu techniki MS/MS lub NMR. Zastosowanie dwuwymiarowej (2D) chromatografii gazo-
wej (GC/GC) w polaczeniu z MS jest pomocne do separacji analitow oryginalnie nierozdzie-
lonych w GC-MS. Dwuwymiarowa GC/GC taczy kolumny chromatograficzne o réznej polar-
no$ci i analizy przy réznych temperaturach tak, aby maksymalnie zréznicowa¢ retencj¢ nie-
rozdzielonych wcze$niej metabolitow [5].

Inna technika wstgpnej separacji sktadnikéw prébki jest wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzgzona z spektrometria mas (LC-MS). W odréznieniu od GC-MS, w technice
LC-MS prébki na ogdét nie podlegaja derywatyzacji przed analiza. Rozdzielanie metabolitow
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na poszczegolne frakcje ma miejsce na kolumnie chromatograficznej. Technika LC-MS jest
chgtniej stosowana od GC-MS, poniewaz jest bardziej odpowiednia dla zwiazkéw nietrwa-
tych, trudnych do derywatyzowania lub nielotnych [6, 7].

Bardzo zblizona technika analityczng jest elektroforeza kapilarna sprz¢zona z spektrome-
tria mas (CE-MS). CE jest stosunkowo nowa technika separacyjna, co raz bardziej powszech-
na w bioanalityce. Do zalet CE nalezy proste i tatwe w obsludze instrumentarium, wysoka
sprawno$¢ analityczna umozliwiajaca osiagnigcie liczby potek teoretycznych od 100000 do
1000000 w krétkim czasie, bardzo mate objgtosci analizowanych prébek (w zakresie nL),
szeroka aplikacyjno$¢ od zwiazkéw matoczasteczkowych po biopolimery oraz niskie koszty
analizy zwigzane z bardzo malym zuzyciem drogich odczynnikéw chemicznych. Najpowaz-
niejsza wada elektroforezy kapilarnej jest czuto$¢ detekcji, ktéra w przeliczeniu na stgzenie
molowe (concentration sensitivity) jest stosunkowo niska, podczas gdy czulos¢ detekcji
w przeliczenie na masg (mass sensitivity) jest bardzo wysoka. Nieznacznie gorsza w poréwna-
niu do HPLC, giéwnie za sprawa mato stabilnego przeptywu elektroosmotycznego, jest row-
niez powtarzalno$¢ parametréw migracji [8, 9].

Znacznie wigksza czuto$¢ analizy zyskuje si¢ korzystajac z laserowo wzbudzanej detekcji
fluorescencyjnej (LIF), chociaz ta metoda jest ograniczona tylko do tych zwiazkéw, ktdre
wykazuja fluorescencjg, badz ktére daja si¢ w tym kierunku modyfikowa¢ (derywatyzowac).

Spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR) polega na pomiarze absorbowanego
swiatla z zakresu podczerwieni, przechodzacego przez badana prébke. Na podstawie uzyska-
nych widm identyfikowane sa poszczegdlne grupy funkcyjne i struktury. W badaniach profili
metabolicznych FTIR jest stosowana w odniesieniu do ztozonych mieszanin. Identyfikacja
pojedynczych zwiazkéw jest zwykle niemozliwa. FTIR jest jednak traktowana jako wstepny
krok do oceny réznic pomig¢dzy poszczegdlnymi ekstraktami. Pozwala to okresli¢, jakie kolej-
ne metody beda lepiej stuzy¢ do identyfikacji metabolitéw. Analizowana technika spektrosko-
pii w podczerwieni probka biologiczna nie ulega zniszczeniu i moze by¢ wykorzystywana
w kolejnych badaniach [10, 11].

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) jest technika wykorzystujaca
promieniowanie elektromagnetyczne oraz dzialanie pola magnetycznego o staltym natgzeniu
do okreslania budowy strukturalnej zwiazkow organicznych. Spektroskopia NMR moze by¢
stosowana do oznaczania duzej liczby zréznicowanych chemicznie mato-czasteczkowych
metabolitow komdrkowych oraz do ich strukturalnej identyfikacji. NMR jest mniej czuta
technikg niz spektrometria mas, w zwiazku z czym nie moze by¢ wykorzystywana do ozna-
czania $ladowych ilosci zwiazkéw. Jednak analizowana prébka nie ulega zniszczeniu, co
umozliwia ponowne jej badanie przy zastosowaniu innych technik. Najczg$ciej wykorzysty-
wana analiza "H-NMR opiera si¢ na absorpcji fal elektromagnetycznych o czgstotliwosci ra-
diowej przez jadra protonu ('H) pod wptywem stalego pola magnetycznego. Otrzymywane
informacje wyswietlane sag w postaci widma, ktéremu w analizie metabolicznej jest przypisy-
wana okre$lona struktura analitu, badz tez widmo traktowane jest jako swoisty odcisk palca
(,fingerprint”) prébki [12, 13].

Trzecim kluczowym etapem badafh metabolomicznych jest bioinformatyczne przetwarza-
nie danych.

Wyzwaniem dla wspodiczesnej bioanalityki jest ogromna ilo§¢ danych uzyskiwanych
w wyniku rutynowych pomiaréw analitycznych [14]. Dla efektywnej analizy metabolomicz-
nej zwykle konieczne jest zastosowanie metod bioinformatycznych w trzech obszarach: dla
przetwarzania (preprocessing) uzyskanych ,wejsciowych” danych analitycznych w celu
umozliwienia ich bezposredniego poréwnania, do poszukiwania, ekstrahowania i wizualizacji
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zaleznos$ci ukrytych w macierzy danych metabolomicznych oraz do wydajnego przechowy-
wania danych w specjalnych skonstruowanych bazach danych [15].

Do wstegpnego przetwarzania uzyskanych danych analitycznych, polegajacego na korekcji
linii bazowej, eliminacji ,,szuméw” i wyréwnywania zmierzonego sygnatu, stosowane sg roz-
ne zaawansowane narzgdzia bioinformatyczne, takie jak correlation optimized warping
(COW), dynamic time warping (DTW), algorytmy Savitzky-Golaya (SG) itp. [16].

Faza bioinformatyczna polega takze na przetwarzaniu uzyskanych danych analitycznych
i klinicznych z uzyciem procedur chemometrycznych tak, aby wyekstrahowa¢ z macierzy
danych biologicznie interpretowalng informacj¢. Takie metody statystyczne, jak analiza gtow-
nych sktadnikéw (PCA), umozliwiaja redukcje duzych macierzy danych do 2-3 abstrakcyj-
nych parametréw kondensujacych istotne informacje. W ten spos6b zmiany w profilach meta-
bolicznych, opisywanych przez wiele zmiennych spektralnych, moga by¢ wymiernie okreslo-
ne. Nastegpnie, stosujac do zredukowanej macierzy danych inne procedury obliczeniowe, takie
jak analiza réznicujaca (DFA) lub analiza klasterowa (CA), zostaja pogrupowane i zidentyfi-
kowane poszczegdlne obiekty badan metabolomicznych. Do innych stosowanych metod obli-
czeniowych naleza partial least squares (PLS) lub analiza SIMCA [17]. Popularne w bioana-
lityce sa obecnie tzw. sztuczne sieci neuronalne (ANN). W metabolomice ANN sa wykorzy-
stywane do analizy profili metabolicznych pod katem ich zalezno$ci od warunkéw srodowiska
[18].

Waznym aspektem bioinformatycznego analizowania danych metabolomicznych jest od-
powiednia wizualizacja uzyskanych wynikéw. Tylko po zastosowaniu efektywnych narzedzi
bioinformatycznych do wizualizacji danych mozliwe jest maksymalne uproszczenie wszech-
stronnej analizy poréwnawczej wielowymiarowych baz danych [19, 20].

Budowanie referencyjnych baz danych zwiazkéw chemicznych jest bardzo wazne dla
prawidtowej identyfikacji metabolitow komérkowych. Wiele zespoldw badawczych pracuje
aktualnie nad stworzeniem otwartej bazy metabolitéw pochodzenia ro§linnego czy zwierzece-
go [21-23].

2.2. Strategie analityczne w badaniach metabolomicznych

W badaniach nad metabolitami, poza metabonomika i metabolomika, wyraznie wyodregb-
nione sa jeszcze trzy inne strategie badawcze [24].

Celowana analiza metaboliczna (Metabolite target analysis) — stosowana w badaniach
efektow wywolanych przez zmiang konkretnych czynnikéw, np. mutacje genowa. Okreslony
metabolit, bedacy substratem lub produktem reakcji kontrolowanej przez zmieniony na skutek
mutacji enzym, mozna oznacza¢ ilosciowo wnioskujac na temat wptywu tej mutacji na meta-
bolizm. Przy badaniu pojedynczego metabolitu mozna w trakcie przygotowywania probki
(ekstrakcji) usuna¢ inne, wspotistniejace metabolity, interferujace w trakcie oznaczen
ilosciowych. Odpowiednie przygotowanie probki pozwala na zwigkszona czulo$¢ analiz przez
wyeliminowanie tzw. szumu, pochodzacego od substancji balastowych. Strategi¢ taka wyko-
rzystuje si¢ gtéwnie dla celéw badan przesiewowych oraz do oznaczania metabolitéw wyste-
pujacych w bardzo matych st¢zeniach (fitohormony).

Badanie profili metabolicznych (Metabolite profiling) polega na badaniu zmian zachodza-
cych w konkretnych cyklach metabolicznych. W trakcie analizy mozna skupi¢ si¢ wylacznie
na okreslonej grupie metabolitéw bez potrzeby monitorowania innych zwiazkéw. Najczesciej,
badane sa w ten sposéb zwiazki podobne do siebie wlasciwosciami chemicznymi (aminokwasy,
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weglowodany) albo metabolity pochodzace z okreslonego cyklu biochemicznego (cykl Kreb-
sa, glikoliza). Etapy przygotowania probki oraz analizy jakosciowej i ilosciowej skoncentro-
wane sa na badanych metabolitach, aby w mozliwie jak najwigkszym stopniu zredukowac
wplyw matrycy prébki. W badaniach klinicznych czesto wykorzystuje si¢ termin ,,0znaczanie
profili metabolicznych” dla okre$lenia profilu metabolicznego leku w ustroju.

Oznaczanie ,,odcisku palca” metabolitow (Metabolic fingerprinting) ma szerokie zastoso-
wanie w genomice funkcjonalnej i w diagnostyce klinicznej. Nie zawsze konieczne jest ozna-
czanie ilosciowe st¢zen wszystkich metabolitéw obecnych w probce. Czgsto wystarcza szybka
analiza pozwalajaca na poréwnanie jakosciowe réznych prébek. W wyniku analizy poréw-
nawczej otrzymywana jest klasyfikacja zgodna z pochodzeniem prébki lub biologiczna zawar-
toscia. Pewnym ograniczeniem w oznaczaniu ,,odcisku palca” metabolitow jest trudna do uzy-
skania powtarzalno$¢ matrycy probki biologicznej oraz metody analitycznej. Niska powta-
rzalno$¢ moze stanowi¢ problem przy poprawnej klasyfikacji probek i interpretacji uzyska-
nych wynikow [24].
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3. ANALIZA METABOLOMICZNA W OPARCIU
O ELEKTROFOREZE KAPILARNA

Zatozona w projekcie habilitacji koncepcja badan metabolomicznych polegata na zweryfi-
kowaniu hipotezy o wptywie czynnikéw zewngtrznych (Srodowiskowych) na wielko$¢ i ro-
dzaj metabolomu organizméw. Nastepnie, przy pomocy badan elektroforetycznych, zamierza-
no wykaza¢ przydatno$¢ oznaczen metabolomicznych do $ledzenia zmian w profilach meta-
bolicznych wywolanych warunkami zewngtrznymi, jak rodzaj kultury bakteryjnej, czy stan
patofizjologiczny chorego.

Celem prowadzonych badan jest wykazanie zaleznosci pomigdzy profilami metabolo-
micznymi oznaczanymi w ptynach biologicznych cztowieka, a rozwojem i zaawansowaniem
choréb nowotworowych. Realizacja projektu mogltaby zaowocowa¢ opracowaniem dogodnej
procedury diagnostycznej.

3.1. Oznaczanie ,,odcisku palca” metabolicznego (Metabolic fingerprinting)
jako weryfikacja zalozonej koncepcji badan [8]

W celu zweryfikowania zatozonej na wstgpie hipotezy nalezalo w pierwszej kolejnosci
wykazac istnienie wptywu czynnikéw egzogennych (np. srodowiskowych) na profile metabo-
liczne na przyktadzie organizméw modelowych takich, jak bakterie z gatunku Bacillus subti-
lis. Przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej zebrano i poréwnano metaboliczny ,,odcisk
palca” ekstraktow komérkowych z dwoch kultur bakteryjnych. Bakterie hodowano na podio-
zach, w ktorych podstawowa réznica byty zwiazki organiczne stanowiace zrédlo wegla dla
mikroorganizmow (rycina 2).

Wykazano, ze spos$réd réznych zwiazkéw organicznych obecnych w podtozu hodowli
komoérkowej, bakterie wykazuja preferencje w katabolizmie pewnych zwiazkéw przed inny-
mi. Dochodzi¢ wéwczas moze do zahamowania aktywno$ci enzymow odpowiedzialnych za
katabolizm mniej preferowanych zwiazkéw organicznych. Zjawisko to nosi nazwg ,,hamowa-
nia katabolitu” (,,catabolite repression”). Bardzo czgsto zwigzkiem preferowanym przez bak-
terie wywolujacy ,.hamowanie katabolitu™ jest glukoza [25]. Mikroorganizmy rozwijajac si¢
na réznych podlozach organicznych maja zréznicowane poziomy metabolitéw wewnatrzko-
morkowych. Zaproponowany przez Fujitg¢ i wsp. [26] mechanizm ,.hamowania katabolitu”
u bakterii Bacillus subtilis jest nastgpujacy: glukoza bgdaca w hodowli zrédlem wegla przez
swoj metabolit fruktozo-1,6-bifosforan (F-1,6-P) aktywuje kinazg¢ HPr do fosforylacji biatka
HPr, ktére w postaci ufosforylowanej tworzy kompleks z czynnikiem transkrypcyjnym CcpA
wiazacy si¢ z elementem cre ttumiac w ten sposéb ekspresj¢ gendw regulujacych funkcje en-
zymoéw koniecznych do metabolizmu innych zwiazkdéw organicznych, stanowiacych zrédto
wegla dla komérek.
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Rycina 2. Drogi przemian biochemicznych zwiazkéw organicznych stanowiacych zrédio wegla w ho-
dowli bakteryjnej bakterii Bacillus subtilis. Atomy wegla ze Srodowiska kultury bakteryjnej dostaja sig
do komorek jako glukozo-6-fosforan (G-6-P), fruktozo-6-fosforan (F-6-P) lub jako jabtczan.

W badaniach postanowiono zmierzy¢ profile metaboliczne pochodzace z ekstraktow ko-
moérkowych bakterii Bacillus subtilis hodowanych na dwéch réznych podtozach zawieraja-
cych glukozg i jablczan jako zrédto wegla. Przy zastosowaniu 200 mM roztworu buforu bora-
nowego o pH 9,3 przy dtugosci fali 210 nm zebrano ,,metaboliczne odciski palca” dla ekstrak-
téw z obu hodowli bakteryjnych (rycina 3).
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Rycina 3. Elektroferogramy ekstraktow z hodowli komérek Bacillus subtilis na podtozu zawierajacym
S6-glukoze (A) i S6-jabtczan (B) [8].
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Oznaczone ,,odciski palca” poréwnano ze soba wykazujac wyrazne réznice w jakosci i ilo-
sci metabolitow pochodzacych z komoérek bakteryjnych rosnacych w réznych hodowlach.
Potwierdzito to stawiang na wstgpie hipotezg¢ o wplywie zwiazku organicznego bedacego zro-
dlem wegla na metabolizm komdrkowy a jednoczesnie przydatnos$¢ elektroforezy kapilarnej
jako techniki analitycznej w badaniach metabolomicznych.

3.2. Celowana analiza metabolomiczna (Metabolite target analysis)
z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej i laserowo wzbudzanej
detekcji fluorescencyjnej w probkach biologicznych [27]

Celowana analiza metabolomiczna wymaga wysoce czulych metod elektroforetycznych
umozliwiajacych selektywne oznaczenia metabolitow na odpowiednio niskich poziomach
stezen. Poniewaz detekcje w CE charakteryzuje krétka droga optyczna i mala objeto§¢ wpro-
wadzanej do kapilary prébki, to w celu zwigkszenia czulosci przeprowadzanych analiz, sto-
sowane sa metody zatg¢zania skladnikéw prébki on-line w kapilarze krzemionkowej, np. dy-
namic pH junction-sweeping lub tez sweeping-borate complexation [28]. Inna mozliwo$cia
zwigkszenia czuto$ci metody elektroforetycznej jest zastosowanie detektora z laserowo wzbu-
dzang fluorescencja (LIF). Pewna niedogodno$cia przy stosowaniu detektora LIF jest fakt, ze
tylko nieliczne z metabolitow posiadaja naturalng zdolno$¢ do fluorescencji. Do metabolitéw
posiadajacych naturalng zdolno$¢ do fluorescencji naleza zwiazki flawinowe.

Elektroforeze kapilarna wraz z technika zatezania probki dynamic pH junction-sweeping
oraz detekcja LIF zastosowano jako metod¢ oznaczania §ladowych ilosci ryboflawiny (RF),
nukleotydu flawinowego (FMN) oraz dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD) w ekstraktach
komoérkowych i w ptynach biologicznych. W technice dynamic pH junction-sweeping na-
strzykiwano duze objgtosci analizowanej probki bezposrednio do kapilary wypetniajac ok.
15% jej dtugosci (8,2 cm). Uzyskane granice wykrywalnosci (LOD) przy zastosowaniu CE-
LIF oraz techniki zatgzania probki wewnatrz kapilary dynamic pH junction-sweeping wynosi-
ty dla nukleotydéw FAD i FMN 4,0 pM (S/N = 3). Jest to ponad sze$¢dziesigciokrotny wzrost
czulo$ci w poréwnaniu do konwencjonalnych metod nastrzyku probki. Opracowana metoda
zostata zwalidowana pod katem powtarzalnosci, czutosci, liniowosci i selektywnosci.

Stosujac metode¢ zatgzania probki zmierzono submikromolowe ilosci pochodnych flawi-
nowych w ekstraktach komérkowych bakterii Bacillus subtilis. Stwierdzono istotne réznice
stezen zwiazkow flawinowych w ekstraktach komoérkowych pochodzacych z kultur bakteryj-
nych hodowanych na glukozie lub jablczanie jako zrédle wegla. Wykazano w ten sposéb wy-
razny wptyw Srodowiska zewngtrznego, w tym przypadku rodzaju pozywki bakteryjnej, na
wewnatrzkomérkowe poziomy metabolitow. Warto odnotowaé, ze zastosowanie metody do
oznaczania pozioméw pochodnych flawinowych w ptynach biologicznych, jak osocze krwi
ludzkiej i mocz, nie wymaga uprzednio etapu przygotowania probki, np. na drodze ekstrakcji
na podtozu statym (SPE). Wysoka selektywno$c¢ detekcji LIF, w potaczeniu z poprawa czulo-
$ci zapewniang przez metode zat¢zania probki dynamic pH junction-sweeping, umozliwia
oznaczanie metabolitow flawinowych na pikomolowym poziomie w plynach ustrojowych.
Oznaczone w pracy poziomy metabolitow w osoczu wynosity odpowiednio 10,2 + 0,7 nM dla
RF, 8,4 £ 0,2 nM dla FMN 1 44,0 + 3,0 nM dla FAD.

Analiza elektroforetyczna nukleotydéw flawinowych przy zastosowaniu dynamic pH junc-
tion-sweeping i detekcji LIF jest prosta, bardzo czuta metoda oznaczania §ladowych ilosci
pochodnych flawinowych w ztozonych prébkach biologicznych réznego pochodzenia.



Michat J. Markuszewski 17

3.3. Analiza profili metabolicznych ekstraktow bakterii Bacillus subtilis za
pomoc3 elektroforezy kapilarnej (Metabolic profiling analysis) [29, 30]

Wraz z rozwojem badan nad metabolomika wzrasta potrzeba opracowywania nowych,
czulych metod elektroforezy kapilarnej (CE) do oznaczania metabolitéw komérkowych w ma-
teriatach biologicznych [31]. Jedna z takich metod jest opracowana analiza jednoczesnego
oznaczania grupy siedmiu nukleotydéw pirymidynowych i adeninowych w ekstraktach ko-
moérkowych bakterii Bacillus subtilis przy zastosowaniu CE i techniki zat¢zania prébki swe-
eping-borate complexation [32]. Bakterie Bacillus subtilis, jako powszechnie stosowane sub-
straty do produkcji enzyméw przemystowych (a-amylazy, zasadowej proteazy, B-glukanazy),
sa wciaz stabo zbadane pod katem metabolomu i jego zalezno$ci z genomem i Srodowiskiem
zewngtrznym. Do oznaczanych nukleotydéw pirymidynowych bioracych udzial w wigkszos$ci
procesow katabolicznych i anabolicznych organizmu nalezaty: dinukleotyd nikotynoamidoa-
deninowy (NAD), fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP), dinukleotyd
dihydronikotynoamidoadeninowy (NADH), fosforan dinukleotydu dihydronikotynoamido-
adeninowego (NADPH). Badane elektroforetycznie nukleotydy adeninowe w postaci trifosfo-
ranu adenozyny (ATP), difosforanu adenozyny (ADP) oraz monofosforanu adenozyny (AMP)
sa donorami energii dla wigkszos$ci proces6w metabolicznych organizmu.

Opisywane w literaturze metody analizy ilosciowej nukleotydow opieraja si¢ na oznacze-
niach enzymatycznych, fluorometrycznych, bioluminescencji, chromatografii cienkowar-
stwowej, wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j i elektroforezie kapilarnej. Zadna z opi-
sywanych w literaturze metod nie umozliwia jednoczesnego oznaczania nukleotydéw pirymi-
dynowych i adeninowych w prébkach biologicznych. Zastosowanie techniki zaggszczania
probki sweeping-borate complexation, czyli zat¢zania przez zmiatanie-kompleksowanie
w obecnosci jonéw boranowych [33], pozwala na efektywne zogniskowanie (skondensowa-
nie) duzej objgtosci nastrzykiwanej probki (ok. 10% dlugosci kapilary). Umozliwia w ten spo-
s6b oznaczanie nukleotydéw pirymidynowych i adeninowych przy wykorzystaniu CE z de-
tekcja spektrofotometryczna UV na nanomolowym poziomie stgzen.

Uzyskano granice wykrywalnosci (LOD) metabolitow adeninowych i pirymidynowych na
poziomie 2 X 10* M (S/N = 3). Opracowana metoda oznaczania nukleotydéw zostala zwery-
fikowana pod wzgledem liniowoS$ci, czutosci i powtarzalnosci. Nastgpnie, metode zastosowa-
no do oznaczania profili metabolitbw w prébkach biologicznych. Zaobserwowane zostaty
réznice w skladzie ilosciowym nukleotydéw w ekstraktach komérkowych pochodzacych
z dwoch réznych kultur bakteryjnych, zawierajacych jako zrédio wegla glukozg lub jabtczan.

Stezenia nukleotydéw w ekstraktach komérkowych miescity si¢ w szerokim zakresie od
78,6 uM dla NAD w ekstrakcie pochodzacym z kultury jabtczanowej do 0,66 uM dla NADP
w ekstrakcie pochodzacym z kultury bakteryjnej opartej na glukozie. NADH i NADPH nie
zostaty zmierzone w ekstraktach komérkowych, badz ze wzgledu na niskie st¢zenia nukleoty-
déw ponizej ich wyznaczonej granicy wykrywalno$ci, badz z powodu niskiej stabilno$ci ana-
litéw w roztworach wodnych.

Zauwazono, ze w roztworach wodnych o kwasnym lub obojetnym pH, piki NADH
i NADPH ulegaja zmniejszeniu w funkcji czasu. W ciggu 5 h od przygotowania roztworéw
standardow wielkos¢ piku NADH zmniejszata si¢ do ok. 60% wartosci poczatkowej a wiel-
ko$¢ piku NADPH do ok. 20%. Niestabilno$¢ nukleotydéw wymuszata prowadzenie analiz ex
tempore zaraz po przygotowaniu probki do analizy.

Z nukleotydoéw adeninowych najwyzsze st¢zenia zmierzono dla AMP 7,71 uM i1 35 uM
w ekstraktach z kultur bakteryjnych hodowanych odpowiednio na glukozie i jablczanie.
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Zmierzone st¢zenia ADP i ATP byly na odpowiednio nizszych poziomach w obu rodzajach
kultur bakteryjnych. Oznaczone st¢zenia nukleotydéw adeninowych sa zgodne ze zmierzo-
nymi przez Sogg i wsp. [34] za pomoca CE/ESI-MS.

Zoptymalizowana i zastosowana metoda CE z zatgzaniem prébki przez zmiatanie-
kompleksowanie w obecnos$ci jondw boranowych (sweeping-borate complexation) jest odpo-
wiednio czula i selektywna do oznaczania zmian w st¢zeniach nukleotydéw spowodowanych
wplywem srodowiska zewngtrznego, jak typ kultury bakteryjnej. Zaobserwowano, ze w kultu-
rach bakteryjnych hodowanych na jablczanie st¢zenia nukleotydéw pirymidynowych i adeni-
nowych sa okolo pig¢ razy wigksze niz w przypadku kultur bakteryjnych hodowanych na glu-
kozie. Obliczone stg¢zenia poszczegdlnych nukleotydéw w przeliczeniu na pojedyncza komor-
ke bakteryjna byly na poziomie milimolowym (mM). Najwyzsze st¢zenia w komoérce zostaty
oznaczone dla NAD i AMP na poziomie 94,7 1 42,2 mM dla kultury jabtczanowej oraz 20,8
19,3 mM dla kultury bakteryjnej hodowanej na glukozie. Zastosowanie opracowanej metody
elektroforetycznej wraz z technika zatg¢zania prébki przez zmiatanie-kompleksowanie w obec-
nosci jonéw boranowych pozwala na bardzo czula i powtarzalna analiz¢ metabolitow nukle-
otydéw pirymidynowych i adeninowych w ztozonych prébkach biologicznych, takich jak bak-
teryjne ekstrakty komérkowe [29].

W nastgpnym etapie badan rozpatrywanym zagadnieniem badawczym bylo opracowanie
metod analizy metabolomicznej tych metabolitéw komdrkowych, ktére jako nieposiadajace
silnych grup chromoforowych sa trudne do oznaczenia za pomoca bezposredniej (direct) de-
tekcji spektrofotometrycznej. Podjeto probe oznaczania, z zastosowaniem elektroforezy kapi-
larnej 1 metody posredniej (indirect) detekcji spektrofotometrycznej UV, metabolitow komor-
kowych alifatycznych kwaséw mono-, di- i trikarboksylowych [30]. Analizowane metabolity
jak kwas cytrynowy, kwas izocytrynowy, kwas 2-ketoglutarowy, kwas bursztynowy, kwas
fumarowy, kwas jabtkowy, kwas pirogronowy, kwas mlekowy, kwas octowy, kwas mréwko-
wy, kwas glutaminowy, pochodzity z nastgpujacych szlakéw przemian biochemicznych: cyklu
kwasow trikarboksylowych (cykl Krebsa), cyklu mocznikowego, glikolizy i z metabolizmu
aminokwasow.

Wybdr metody indirect UV detekcji zwiazany byt ze stabymi wiasciwosciami absorpcyj-
nymi badanych metabolitéw. Zastosowano jako zwiazek silnie absorbujacy UV w roztworze
elektrolitu tla (BGE) kwas 2,6-pirydynodikarboksylowy w stezeniu 4 mM oraz 10% dodatek
sktadnikéw organicznych: glikolu etylenowego i acetonitrylu. Skladniki organiczne dodano
w celu poprawy warunkéw rozdzielania pikow oznaczanych zwiazkéw. W niskim pH 3,5 zna-
leziono optymalne warunki do rozdzielenia mieszaniny izomeréw kwaséw cytrynowego i izo-
cytrynowego. Kwasy te przy wyzszych wartosciach pH roztworu BGE sa praktycznie nieroz-
dzielane metoda CE. Do wprowadzania prébki (nastrzyku) w analizie elektroforetycznej za-
stosowano metodg elektrokinetyczna, ktéra pozwolita na uzyskanie granic wykrywalnos$ci na
poziomie od 1,1 x 107 do 5,96 x 107 M. Sa to wartosci o dwa rzedy wielkos$ci nizsze niz te
uzyskane po zastosowaniu metody nastrzyku hydrostatycznego. Opracowana metoda speinia
wymogi liniowo$ci i powtarzalnosci z wyliczonym wzglednym odchyleniem standardowym
(RSD%) dla czas6w migracji wynoszacym mniej niz 1,3%.

Stezenia kwasow karboksylowych w jabtczanowym ekstrakcie komérkowym wynosity od
59 uM dla mleczanu do 0,5 pM dla cytrynianu, a w ekstrakcie komérkowym pochodzacym
z glukozy wynosity od 133 uM dla glutaminianu do 0,5 uM dla cytrynianu (tabela 1). Zaob-
serwowano istotna réznice jakosciowa w ekstraktach komdrkowych pochodzacych z dwéch
kultur bakteryjnych hodowanych na glukozie i na jabtczanie. Wigksza liczba zidentyfikowa-
nych pikéw, jak réwniez ich wigksze stezenia w jabtczanowym ekstrakcie komérkowym,
zwiazane sa z obecno$cia w kulturze bakteryjnej kwasu jabtkowego jednego z metabolitow
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cyklu Krebsa jako podloza organicznego. Stwierdzono przy tym, brak wplywu rodzaju ho-
dowli bakteryjnej na st¢zenia kwaséw karboksylowych pochodzacych z innych cykli metabo-
licznych niz cykl Krebsa.

Poziomy stgzen anionéw kwaséw karboksylowych pochodzacych z cyklu glikolizy (piro-
gronian, mleczan, octan), z cyklu mocznikowego (mréwczan) czy ze szlaku przemian amino-
kwaséw (glutaminian) nie sg istotnie zmienione, gdy bakterie rozwijaja si¢ na réznych typach
kultur bakteryjnych. W ekstraktach komérkowych bakterii Bacillus subtilis pochodzacych
z hodowli opartych na jablczanie zidentyfikowano i oznaczono ilosciowo dziesig¢ kwasow
karboksylowych w tym pig¢¢ kwaséw bedacych metabolitami cyklu Krebsa.

Opierajac si¢ na liczbie komdrek w jednym mililitrze kultury bakteryjnej wynoszacej
4x10* komérek/ml i zaktadajac catkowita objgtos¢ komoérek w 1 ml jako 0,83 ul [35] obliczo-
no stgzenia kwaséw karboksylowych w pojedynczej komoérce bakteryjnej (tabela 1). Wyzna-
czone st¢zenia poszczegdlnych metabolitéw w przeliczeniu na pojedyncza komoérke bakteryj-
ng byly na poziomach mili- i submilimolowych (mM). Najwyzsze st¢zenia metabolitéw ozna-
czono w komorkach bakteryjnych dla mleczanu i glutaminianu, zaréwno w kulturze opartej na
jabtczanie, 70,7 1 68,2 mM, jak i na glukozie 59,6 i 160 mM. W komdrkach bakteryjnych po-
chodzacych z kultury zawierajacej jabtczan zmierzono wysokie stgzenie kwasu jabtkowego
(na poziomie 64,8 mM).

Zaobserwowane wyniki dowodza przydatnosci opracowanej metody elektroforetycznej
w analizie metabolomicznej ekstraktow komdrkowych réznego rodzaju hodowli bakteryjnych.
Metoda detekcji spektrofotometrycznej UV typu indirect oraz elektrokinetyczny sposéb
wprowadzania prébki pozwolity na uzyskanie granic oznaczalnosci kwaséw karboksylowych
na poziomie 0,1-0,5 uM. Sa to stgzenia nizsze niz uzyskane przy zastosowaniu hydrodyna-
micznego rodzaju wprowadzania probki. Zastosowany w analizie elektroforetycznej roztwor
elektrolitu tla o niskim pH 3,5 pozwolit na uzyskanie rozdzielenia dwéch izomeréw struktu-
ralnych kwasu cytrynowego i izocytrynowego, ktére w wyzszych pH migruja z ta sama szyb-
koscia ze wzgledu na taki sam stosunek fadunku do masy.

Tabela 1. Oznaczone stgzenia kwaséw karboksylowych w ekstraktach bakteryjnych oraz w przelicze-
niu na pojedyncza komérke [30].

. Stezenie (UM) w ekstrakcie | Stezenie (mM) w pojedynczej
Aniony . ) L7
metabolitéw bakteryjnym komorce bakteryjnej
jablczan glukoza jabtczan glukoza
Pirogronian 7,88 -k 9,5 -
2-Ketoglutaran 2,19 - 2,6 -
Fumaran 2,11 - 2,5 -
Mroéwczan 0,59 1,25 0,7 1,5
Cytrynian 0,46 0,49 0,6 0,6
Jabtczan 53,93 - 64,8 -
Mleczan 58,86 49,62 70,7 59,6
Bursztynian 6,16 0,71 7.4 0,9
Glutaminian 56,78 133,09 68,2 160,0
Octan 5,41 6,46 6,5 7.8

* pie 0znaczono
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3.4. Analiza profili metabolicznych zwigzkéw aminowych przy uzyciu
elektroforezy kapilarnej i laserowo wzbudzanej detekcji fluorescencyjnej
(Metabolite profiling analysis) [8]

Aminokwasy, w swojej zdecydowanej wigkszosci, ze wzgledu na brak silnych grup chro-
moforowych sa trudne do oznaczania przy pomocy detekcji spektrofotometrycznej. Stad tez,
dla odpowiednio czulej analizy zwigzkéw aminowych konieczna jest ich wcze$niejsza dery-
watyzacja (upochodnienie).

Zastosowano w analizie metabolomicznej zwiazkow aminowych detekcje LIF oparta na
laserze argonowym (488 nm). Jako zwiazki derywatyzujace stosowane w oznaczeniach z de-
tekcja LIF wykorzystano izotiocyjanian fluoresceiny (FITC), 4-fluoro-7-nitrobenz-2-oksa-1,3-
diazol (NBD-F) i 3-(4-karboksybenzoylo)chinolino-2-karboksyaldehyd (CBQCA). Przed roz-
poczeciem derywatyzacji roztwor ekstraktu bakteryjnego zobojgtniano a nastgpnie dodawano
odczynniki derywatyzujace wraz z wymaganymi katalizatorami reakcji. Najbardziej odpo-
wiedni ze wzgledu na czulo$¢ przeprowadzanych oznaczen wydawat si¢ by¢ FITC, poniewaz
jego maksimum wzbudzenia bylo przy dtugosci fali 489 nm, bardzo zblizonej do dtugosci fali
wzbudzania detektora LIF. Pozwala to zwykle na osiagnigcie bardzo niskich granic wykry-
walno$ci: na poziomie nM. Jednak wady, jakimi sg stosunkowo dtugi czas reakcji oraz liczne
powstajace produkty uboczne, spowodowaly, ze derywatyzacja z FITC zostala zastapiona
przez NBD-F i CBQCA.
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Rycina 4. Elektroferogram ekstraktu komérkowego bakterii Bacillus subtilis po derywatyzacji NBD-F.
Warunki elektroforetyczne: 150 mM bufor boranowy (pH 9.0), 100 mM SDS, 2 M mocznika, 40 mM
Brij-35. Pozostate warunki: wprowadzenie prébki 10 s (50 mbar); przytozone napigcie 20 kV; temp.
20°C; dlugos¢ kapilary, 1 =41.5 cm, $rednica 50 pm L.D.

NBD-F ma maksimum wzbudzenia przy dtugosci fali 475 nm a czas reakc;ji jest zdecydo-
wanie krétszy niz w przypadku FITC. Nie powstaja réwniez tak licznie produkty uboczne
reakcji derywatyzacji. CBQCA ma maksimum wzbudzania przy dtugosci fali 468 nm, krétki
czas reakcji derywatyzacji i praktycznie brak powstajacych produktéw ubocznych.

Oznaczone st¢zenia przyktadowych aminokwaséw po derywatyzacji z NBD-F (rycina 4)
wynosity w ekstrakcie komérkowym z glukoza Ala = 3,14 x 10° M, Glu = 1,85 x 10° M, Asp
=42 x 10° M, a w ekstrakcie komérkowym z jabtczanem: Ala = 1,15 x 10™* M, Glu = 2,54 x
10°M, Asp=9,1 x 10° M.
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Liniowo$¢ badana byla w zakresie stezen aminokwaséw od 1 x 10° M do 1 x 10 M.
Uzyskane w metodzie CE-LIF po derywatyzacji z NBD-F granice wykrywalnosci wynosity
dla Ala, Glu i Asp odpowiednio 8,53 x 10° M, 7,34 x 10° M i 5,71 x 10”° M.

3.5. Analiza elektroforetyczna profili metabolicznych metabolitow cyklu gli-
kolizy w erytrocytach krwi ludzkiej (Metabolic profiling analysis) [36]

W dalszych badaniach podj¢to prébe zastosowania opracowanych metod analizy metabo-
lomicznej z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej w badaniach nad metabolomem czto-
wieka. W oparciu o CE z detekcja spektrofotometryczna UV typu indirect oznaczono gtéwne
metabolity cyklu glikolizy w erytrocytach krwi ludzkie;j.

U ludzi erytrocyty sa specyficznym typem komorek, ktére nie zawieraja organelli komor-
kowych, takich jak jadro i mitochondrium. Energia potrzebna do prawidlowego funkcjonowa-
nia erytrocytow pochodzi praktycznie w calosci z cyklu glikolizy. Metabolity cyklu glikolizy
sa rutynowo oznaczane za pomoca metod enzymatycznych z tym jednak zastrzezeniem, Ze
w trakcie pojedynczej analizy moze by¢ oznaczony jeden metabolit. Zastosowanie CE z po-
srednia detekcja spektrofotometryczng stanowi¢ moze alternatywe dla metod opartych na uzy-
ciu spektroskopii masowej potaczonej z elektroforeza kapilarna (CE/ESI-MS) [9].

Pomimo, ze CE z detekcja spektrofotometryczng UV typu indirect jest mniej selektywna
iczula technika niz CE w polaczeniu z detekcja masowa, to jednak posiada takie zalety, jak
niski stopien skomplikowania aparaturowego, tatwo$¢ przeprowadzania analiz i stosunkowo
maty wpltyw interferujacych sktadnikéw tla.

Oznaczane metabolity cyklu glikolizy: glukozo-6-fosforan (G-6-P), fruktozo-6-fosforan
(F-6-P), fruktozo-1,6-difosforan (F-1,6-P), fosforan dihydroksyacetonu (DAP), kwas 2,3-
difosfoglicerynowy (2,3-DPG), kwas 3-fosfoglicerynowy (3-PG), fosfoenolopirogronian
(PEP), kwas pirogronowy (PYR) i kwas mlekowy (LA), sa zwiazkami maloczasteczkowymi
nieposiadajacymi silnych grup chromoforowych w swojej strukturze. Dlatego metoda detekcji
spektrofotometrycznej typu indirect jest najbardziej odpowiednia dla oznaczania tychze meta-
bolitéw.

W trakcie optymalizacji metody sprawdzono wplyw steZenia roztworu elektrolitu tta, pH
oraz uzytego surfaktanta na jakos$¢ rozdzielania metabolitéw cyklu glikolizy. Najistotniejsze
znaczenie dla jako$ci rozdzielenia pikéw F-6-P i G-6-P ma warto$¢ pH. Dopiero przy pH roz-
tworu BGE powyzej 12 udato si¢ uzyska¢ petna separacje F-6-P i G-6-P. Bylo to mozliwe
dzigki réznicy stopnia dysocjacji grup hydroksylowych fruktozy (pK, = 12,03) i glukozy
(pK, = 12,28) [37].

Po optymalizacji metody zastosowano nastgpujace warunki elektroforetyczne rozdziela-
nia: roztwor elektrolitu tla skiadajacy si¢ z 20 mM kwasu 2,6-pirydynodikarboksylowego oraz
4 mM bromku cetylotrimetylamoniowego (CTAB) o pH 12,3; kapilara krzemionkowa niemo-
dyfikowana o dlugosci catkowitej 100 cm (90 cm do detektora) i $rednicy wewngtrznej
50 um; odwrécona polarnosc¢ i przykladane napigcie 25 kV; termostatowanie kapilary w tem-
peraturze 15° C; wprowadzanie prébki metoda hydrodynamiczna przy cisnieniu 3447 Pa przez
20 s.

Powtarzalnos¢ metody, wyrazona % RSD, dla czaséw migracji metabolitéw cyklu glikoli-
zy w ciagu jednego dnia mie$cita si¢ w zakresie od 0,3 do 1,9%, a migdzy dniami od 3,8 do
5,1%. Powtarzalno$¢ pol powierzchni metabolitéw w ciagu dnia wynosita od 2,0 do 10,4%
RSD, a migdzy dniami od 10,2 do 15,8% RSD. Liniowo$¢ badana w zakresie stgzen od 12,5
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do 2000 uM charakteryzowana byta réwnaniami regresji o wysokim wspotczynniku korelacji
od 0,997 do 0,999 (z wyjatkiem 2,3-DPG gdzie R* = 0,991). Granice wykrywalno$ci metabo-
litéw cyklu glikolizy wyznaczone zostaly na poziomie od 38,1 pg/ml (5 x 10° M) dla 2,3-
DPG do 1,29 pg/ml (6,25 x 10° M) dla PEP.

Zweryfikowana pod wzgledem powtarzalnosci i liniowo$ci metoda zostata zastosowana
do oznaczania profili metabolicznych cyklu glikolizy u 22 zdrowych ochotnikow. Pobierane
probki krwi byty wirowane z odpowiednimi szybkosciami w celu wyizolowania erytrocytow,
nastgpnie poddawane lizie, a na koniec ponownie ultrawirowane. Oznaczone $rednie st¢zenia
metabolitow cyklu glikolizy w erytrocytach byly w zakresie od 49,6 (+ 23) uM dla F-6-P do
3,1 (£0,9) mM dla 2,3-DPG (tabela 2).

Tabela 2. Srednie stezenia oraz odchylenia standardowe, metabolitéw cyklu glikolizy w erytrocytach
krwi ludzkiej uzyskane w badaniach profili metabolicznych z zastosowaniu CE z detekcja spektrofo-
tometryczng UV typu indirect.

Metabolit 3-PG | 2,3-DPG | F-1,6-P | DAP | PYR | F-6-P | G-6-P
Srednie stezenie [uM] 56,6 3158,5 112,2 221,3 | 133,9 49,6 136,0
Odchylenie standardowe 17 925 40 129 106 23 73
Liczba przypadkéw (n) 22 22 22 13 17 14 19

Oznaczone $rednie st¢zenia pordwnano z danymi dostgpnymi w literaturze uzyskanymi
przy pomocy testow immunologicznych (immunoassay) [38-40]. Dla wigkszo$ci metabolitow
cyklu glikolizy wyznaczone $rednie wartosci st¢zen sa zgodne z danymi literaturowymi. Pe-
wien wyjatek stanowi DAP, ktérego oznaczone $rednie stgzenie jest dwukrotnie wigksze od
przedstawionego przez Minakami i wsp. [38]. Jednak stezenia DAP pochodzace z oznaczen
enzymatycznych takze r6znia si¢ wyraznie migdzy soba i mieszcza si¢ w szerokim zakresie od
138 uM [38] do 9 uM [40].

Sposréd licznych pikéw dodatkowych obecnych, oprécz metabolitéw cyklu glikolizy, na
elektroferogramach zidentyfikowano jeden odpowiadajacy jonowi wolnego (nieorganicznego)
fosforanu. Najwyzszym st¢zeniem charakteryzuje si¢ 2,3-DPG, ktory jest specyficznym meta-
bolitem dla cyklu glikolizy zachodzacego w erytrocytach.

2,3-DPG wplywa na powinowactwo hemoglobiny do tlenu i utatwia uwalnianie tlenu
z potaczen z oksyhemoglobina. W przeciwienstwie do wigkszo$ci innych komérek, gdzie
obecne sa zaledwie $ladowe ilosci 2,3-DPG, w erytrocytach osiaga on najwyzsze st¢zenia.
Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka specyficzno$¢ opracowanej metody a takze jej czutosc¢
i powtarzalno$¢. Metoda jest unikatowa ze wzgledu na mozliwos¢ oznaczenia siedmiu gtow-
nych metabolitow cyklu glikolizy w trakcie pojedynczego oznaczenia w czasie krétszym niz
15 min. Jest to zdecydowana korzy$¢ w poréwnaniu do metod enzymatycznych, ktére umoz-
liwiaja oznaczanie tylko pojedynczych metabolitéw. Metoda wydaje si¢ by¢ odpowiednia do
przeprowadzenia badan poréwnawczych profili metabolicznych cyklu glikolizy u oséb zdro-
wych i chorych.



Michat J. Markuszewski 23

3.6. Bioinformatyczne przetwarzania danych metabolomicznych profili
nukleozydéw w moczu [41]

Wspétczesna bioinformatyka oferuje zaawansowane narzedzia i procedury analizy danych
nastawione na znalezienie systemowych zaleznosci pomigdzy wieloma zmiennymi. Korzysta-
jac ze wspotczesnych wysoce wydajnych metod analitycznych mozliwe jest oznaczanie duzej
liczby zwiazkéw w okres$lonej prébee biologicznej. Jednakze, tak uzyskane dane moga zawie-
ra¢ wiele ,,szumu”, informacji bezwarto$ciowych, ktére powstaja w wyniku zaklécen anali-
tycznych. W takich sytuacjach szerokie zastosowanie znajduja zaawansowane metody bioin-
formatyczne, ktére potrafia wyeliminowa¢ niechciane sygnaly z oryginalnie zebranych da-
nych bez ryzyka utraty istotnych informacji. Takie zastosowanie metod bioinformatycznych
zostato przedstawione w pracy dotyczacej analizy poréwnawczej profili metabolicznych nu-
kleozydéw i modyfikowanych nukleozydéw, oznaczonych elektroforeza kapilarng w moczu
zdrowych ochotnikéw i chorych na choroby nowotworowe [41, 42].

Gtownym zrédlem obserwowanych w moczu modyfikowanych nukleozydéw jest kwas
rybonukleinowy (RNA), a szczegdlnie jego forma transportujaca (tRNA). W fizjologicznie
prawidtowo funkcjonujacym mechanizmie komérkowym cztery powszechnie wystgpujace
nukleozydy, adenozyna (A), guanozyna (G), cytydyna (C) i urydyna (U), powstaja w proce-
sach metabolizmu wewnatrzkomérkowego w trakcie degradacji RNA. Z dalszego ich rozpadu
w przypadku adenozyny i guanozyny powstaje kwas moczowy, a z cytydyny i urydyny — ami-
nokwas [-alanina.

Kwas moczowy jako produkt koncowy przemian nukleotydéw i nukleozydéw wydzielany
jest u ludzi z moczem. B-Alanina jest produktem koncowym rozpadu wielu zwiazkéw endo-
gennych, a zatem poziom wydzielania B-alaniny z moczem nie moze by¢ traktowany jako
miara wewnatrzkomérkowego metabolizmu cytydyny i urydyny.

Na skutek posttranskrypcyjnych chemicznych modyfikacji nukleozydéw w czasteczce
RNA powstaja tzw. modyfikowane nukleozydy. Z powodu braku specyficznych uktadéw en-
zymatycznych, umozliwiajacych ponowne wbudowanie zmodyfikowanych nukleozydéw do
makroczasteczek kwaséw nukleinowych, sa one wydzielane w formie niezmienionej z mo-
czem. W konsekwencji, poziomy zawartosci modyfikowanych nukleozydéw w moczu sa mia-
ra degradacji RNA w organizmie. Wigkszo$¢ ze znanych posttranskrypcyjnie zmodyfikowa-
nych nukleozydéw pochodzi z tRNA (79), rRNA (28) i mRNA (12) [43, 44]. Dane dotyczace
stezen fizjologicznych pochodnych zasad purynowych i pirymidynowych, jak réwniez post-
transkrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydéw, sa dostgpne w literaturze [45].

Mozna wyrézni¢ nastgpujace dwie przyczyny zwigkszonego wydzielania modyfikowa-
nych nukleozydéw do moczu u oséb chorych na choroby nowotworowe w poréwnaniu do
0s6b zdrowych. Pierwsza zwigzana jest z hiperreaktywnoscia enzymdéw metylujacych, wyste-
pujacych w komoérkach nowotworowych, ktére produkuja zwigkszone ilosci modyfikowanych
nukleozydow. Innym powodem moze by¢ zwigkszona szybkos$cia obrotu (turnover) tRNA
w komorkach nowotworowych [46-50].

Wystepujace na stosunkowo wysokim poziomie takie modyfikowane nukleozydy, jak
pseudourydyna, dihydrourydyna, 1-metyloinozyna, N2-metyloguanozyna czy 1-metylo-
guanozyna byly czgsto stosowane do poréwnywania réznic w profilu nukleozydéw w moczu
u 0s6b zdrowych i chorych na nowotwory. Podwyzszone st¢zenia modyfikowanych nukle-
ozydow zostaty zaobserwowane w wielu chorobach nowotworowych, m.in. biataczce [51-53],
chloniaku [53, 54], drobnokomérkowym raku ptuc [55-56], nowotworach przetyku [57], piersi
[58-61], mézgu [62], raku oskrzeli [63], okreznicy [64, 65], nowotworach drég moczowych
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[66], nowotworze Zotadkowo-jelitowym [67]. Oznaczanie pozioméw modyfikowanych nukle-
ozydéw w moczu zostatlo zaproponowane jako mozliwe biomarkery karcynogenezy [47, 68-
73], a takze do monitorowania postepéw choroby w odpowiedzi na stosowana terapig [19, 23,
26, 33-35, 74].

Prébki moczu pochodzace od zdrowych ochotnikéw i chorych na nowotwory uktadu mo-
czowo-plciowego przed rozpoczeciem analiz elektroforetycznych poddane zostaty ekstrakcji
i liofilizacji. Nastepnie, profile metaboliczne nukleozydéw w moczu zostaty zebrane przy uzy-
ciu CE w zoptymalizowanych warunkach elektroforetycznych: roztwor elektrolity tta sklada-
jacy si¢ z 100 mM boranu, 72,5 mM fosforanu, 160 mM dodecylosulfonianu sodu (SDS), pH
6,7; przykladane napigcie 25 kV; termostatowanie kapilary w temperaturze 30° C; kapilara
krzemionkowa niemodyfikowana o dlugosci do detektora 70 cm i §rednicy wewngtrznej 50
pm. Otrzymane dane elektroforetyczne utworzyly tréjwymiarowa macierz, na ktora sktadaja
si¢ czas X absorbancja x dlugos¢ fali.

Do wstegpnego przetwarzania uzyskanych danych elektroforetycznych, polegajacego na
korekcji linii bazowej, eliminacji ,,szuméw” i wyrOwnywaniu elektroferograméw, zostaty
zastosowane rézne zaawansowane narze¢dzia bioinformatyczne. Takie zaawansowane chemo-
metryczne podejécie zostalo poréwnane ze standardowg procedurg integracji pikow.

Najlepsze rezultaty wstepnego przetwarzanie danych otrzymano po zastosowaniu metody
correlation optimized warping (COW) w celu wyréwnywania elektroferograméw.

1600 . . T T T ! ! 1600

Czas (min) Czas (min)

Rycina 5. Poréwnanie danych elektroforetycznych profili metabolitéw nukleozydéw w moczu przed
(A) i po przetworzeniu chemometrycznym metoda COW (B) [42]. Zidentyfikowane piki kolejno
odpowiadaja: 1 — pseudourydyna; 2 — urydyna; 3 — cytydyna; 4 — 5-metylourydyna; 5 — inozyna; 6 —
N*-acetylocytydyna; 7 — guanozyna; 8 — adenozyna; 9 — N*,N*-dimetyloguanozyna, 10 — ksantozyna;
* — niezidentyfikowane piki.

Zastosowana nastgpnie analiza gléwnych sktadowych (PCA) dla przetworzonych chemo-
metrycznie danych elektroforetycznych wykazata wyraznie lepsza zgodno$¢ pomigdzy profi-
lami metabolicznymi nukleozydéw a stanem zdrowia niz analiza PCA dla oryginalnie zebra-
nych, nieprzetworzonych danych elektroforetycznych profili nukleozydéw [41].
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4. WNIOSKI

W przebiegu przeprowadzonych badan wykazano przydatnos¢ elektroforezy kapilarnej
w badaniach metabolomicznych do oznaczania jako$ciowego i ilosciowego profili zwigzkéw.
Oznaczone profile metaboliczne réznia si¢ w zaleznosci od wptywu czynnikéw zaréwno ze-
wnetrznych jak i wewnetrznych. Do czynnikéw zewnetrznych wplywajacych na profile meta-
boliczne naleza czynniki §rodowiskowe (np. rodzaj kultury tkankowej). Zmieniony metabo-
lizm RNA w przebiegu choroby nowotworowej, jako czynnik wewngtrzny, bedzie wptywat na
wielko$¢ oznaczanych metabolitow nukleozyddw. Zastosowanie elektroforezy kapilarnej
z odpowiednio czutymi i selektywnymi technikami detekcji poparte zaawansowanymi meto-
dami obliczen chemometrycznych daje szanse na opracowanie nowych sposobéw diagno-
stycznych, takze o charakterze prognostycznym [75].

W przeprowadzonych badaniach metabolomicznych opracowano nowe metody rozdziela-
nia i analizowania profili metabolicznych kwaséw karboksylowych, nukleotydéw adenino-
wych i purynowych, zwiazkéw flawinowych oraz, po zastosowaniu procesu derywatyzacji,
takze zwigzkow aminowych. Opracowana zostata takze procedura oznaczania profili nukle-
ozydéw i modyfikowanych nukleozydéw w moczu za pomoca elektroforezy kapilarnej, a na-
stepnie chemometryczna analiza danych w celu wyeliminowania zbg¢dnego ,,szumu” informa-
cyjnego. Odpowiednio przetworzone dane metabolomiczne pozwalaja w macierzy danych na
znalezienie 1 uporzadkowanie istniejacej zmiennos$ci, co daje mozliwo$¢ réznicowania bada-
nych przypadkéw choréb nowotworowych na osoby zdrowe i chore.
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