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Metabolomika jest stosunkowa nowgq dziedzing wiedzy nalezaca do systemowych nauk biologicznych, ktdora

po raz pierwszy oficjalnie zostata zdefiniowana przez Oliviera Fiehna w 2002 roku [1]. Zgodnie z zalozeniami,

badania metabolomiczne bazuja na jakosciowym oraz iloséciowym oznaczaniu metabolitow - zwigzkéw nisko-
czasteczkowych (MW<1500 Da).

Do metod pomiarowych wy-
korzystywanych w metabo-
lomice stosuje sie chemiczne
metody analityczne, z ktérych
czesto stosowang metoda jest
spektroskopia jadrowego re-
zonansu magnetycznego 'H
oraz '3C NMR [3,4,5] oraz rza-
dziej 3'PNMR [6]. Kolejng po-
wszechnie uzywang technika
analityczng jest spektrome-
tria mas w pofaczeniu z chro-
matografig cieczowa (LC-MS)
[7] oraz gazowa (GC-MS) [8].
Z tego powodu, ze metodyka
pomiaréw w badaniach me-
tabolomicznych polega na
poréwnywaniu zmian wsréd
grupy obiektéw badanych
do grupy odniesienia, probki
do badan réznych rodzajow
jednostek chorobowych po-
zyskiwane sg zawsze od gru-
py pacjentéw oraz od grupy
kontrolnej odpowiadajacej
zbiorowi 0séb zdrowych. Zr6-
dta pochodzenia prébek moga
by¢ bardzo rézne, mozliwe jest
wykorzystanie szeroko poje-
tych biofluidow takich jak np.
surowica [3,9], osocze [10],
mocz [3,11] oraz $lina [12].
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W badaniach siega sie réw-
niez po fragmenty materia-
tu tkankowego [13] czy tez
hodowle komorkowe [14].
Aby badane prébki byty za-
nalizowane w jak najlepszy
sposéb stosuje sie odpowied-
nie metody przygotowawcze,
w zaleznosci od rodzaju ana-
lizowanego materiatu biolo-
gicznego. Wybér odpowied-
nich metod podyktowany jest
rodzajem zwigzkéw (polarnych
lub/i niepolarnych), ktére zosta-
ja poddane analizie, w tym celu
stosuje sie zarédwno rozpusz-
czalniki wodne (bufory lub sol
fizjologiczna) oraz metody eks-
trakcji z wykorzystaniem roz-
puszczalnikéw organicznych
takich jak metanol, chloroform,
acetonitryl [10,15-18].

Dane otrzymywane w bada-
niach metabolomicznych, ze
wzgledu na ilos¢ informacji,
ktére niosg ze sobga, opraco-
wywane s3 za pomocg me-
tod chemometrycznych oraz
statystycznych. Powszechnie
wykorzystywane s3: analiza
gtéwnych sktadowych (ang.
PCA - Principal Component
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Analysis), regresja czescio-
wa najmniejszych kwadra-
tow (ang. PLS - Partial Least
Squares Discriminant Analy-
sis) oraz ortogonalna regresja
czesciowa najmniejszych kwa-
dratow (ang. OPLS-DA - Or-
thogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis) [19].
Dzieki tym metodom mozliwe
jest tworzenie miedzy innymi
modeli, ktére posiadaja poten-
cjalnie zastosowanie diagno-
styczne. Dodatkowo do weryfi-
kacji mozliwosci predykcyjnych
obliczonych modeli wyko-
rzystywana jest standardowa
metoda krzywej operacyjnej
odbiornika (ang. ROC - Re-
ceiver Operating Characteris-
tic). Natomiast do sprawdzania
réznicy w relatywnych steze-
niach metabolitéw pomiedzy
poréwnywanymi grupami sto-
sowana jest statystyka.

Ogodlnie moéwiac, w meta-
bolomice stosuje sie dwa
powszechne podejscia do
analizy. Pierwszym podej-
$ciem jest analiza celowana,
ktéra polega na weryfikacji
roznicy w relatywnych steze-

niach wczesniej zdefiniowa-
nych metabolitéw (np. grupy
zwigzkéw) w probkach bio-
logicznych. Drugim gtéwnym
nurtem jest profilowanie me-
tabolomiczne, ktére polega
na catosciowym, ilosciowym
okreslaniu wszystkich wyste-
pujacych zwigzkéw w préb-
ce. Dodatkowo analizujac za
pomoca narzedzi metabo-
licznych np. mikroorganizmy
mozemy wyrdzni¢ dwa podej-
$cia do badanego materiatu.
Pierwsze polega na analizie
wewnatrzkomérkowych me-
tabolitéw, ktére nazywa sie
metabolomicznym odciskiem
palca (ang. Fingerprinting),
drugie - na badaniu substan-
¢ji znajdujacych sie w ptynie
hodowlanym czyli medium
metabolicznym nazywane od-
ciskiem stopy (ang. Footprint-
ing) [2].

Choroby cywilizacyjne a me-
tabolomika

Pomimo wysokiego rozwoju
medycyny oraz technik dia-
gnostycznych w XXI wieku
nadal niewystarczajagco duzo



Rys. 1. Schemat badan stosowanych w metabolomice

uwagi poswieca sie zwieksza-
niu swiadomosci ludzi w za-
kresie kontroli stanu zdrowia.
Dodatkowo, wraz z rozwojem
wspotczesnej cywilizacji poja-
wit sie problem choréb powia-
zanych ze stylem zycia oraz
towarzyszacymi czynnikami
srodowiskowymi (tzw. cho-
roby cywilizacyjne). Do nich
zaliczamy miedzy innymi: cu-
krzyce typu ll, choroby uktadu
krazenia czy tez niektore ro-
dzaje nowotwordw [20]. Zbyt
p6zna diagnostyka choréb
cywilizacyjnych sprawia, ze
stanowig one przyczyne po-
nad poftowy wszystkich noto-
wanych zgonéw. Diagnostycz-
ne metody metabolomiczne
moga by¢ wykorzystywane
wiasnie jako nowoczesne na-
rzedzia do wczesnego, niein-
wazyjnego oraz przesiewo-
wego wykrywania choréb
zwigzanych z rozwojem cywili-
zacji.Duzaliczba doniesienlite-
raturowych wykorzystujacych
przedstawiong powyzej meto-
dologie wskazuje na olbrzymi
potencjat tej dziedziny wiedzy
w diagnostyce medycznej [21].

Dla przyktadu badania meta-
boliczne zostaty wykorzystane
do diagnostyki ré6znych zmian
nowotworowych zachodza-
cych w ptucach, watrobie, ner-
kach, jajnikach, piersi, przetyku
czy gruczole prostaty [4,13,22-
24]. Podejscie metabolmiczne
zostato zastosowane réwniez
w przypadku diagnostyki oraz
okredlania zmian patologicz-
nych na poziomie moleku-
larnym wielu innych stanéw
chorobowych klasyfikowa-
nych jako choroby ukfadu kra-
zenia [25,26].

Ze wzgledu na czestotliwo$c
wystepowania oraz mozli-
wosci prowadzenia badan
na podstawie analiz réznego
materiatu biologicznego cu-
krzyca typu Il zostata obszer-
nie przebadana za pomoca
metod metabolomicznych
[27-31]. W tym zakresie, prze-
prowadzone badania mozna
podzieli¢ na cztery podgrupy.
Pierwsza skupia sie gtéwnie
na umozliwieniu utworze-
nia modeli diagnostycznych
w oparciu o profilowanie me-
tabolomiczne, druga wyko-

Analiza
calowana

[amo]

Profilowanie
metaboliczne

Metaboliczny odcisk palca [l O]

rzystuje metodyke pozwalaja-
ca na wskazanie biomarkeréw
chorobowych, trzecia $ledzi
przebieg zmian w organizmie
pacjenta w odpowiedzi na
zastosowana terapie, czwarta
natomiast pozwala na okre-
Slenie ryzyka wystepowania
choroby.

Badaniami wskazujacymi na
przydatnos$¢ metabolomi-
ki w tym zakresie sa badania
grupy K. Suhre. W oparciu
o wykorzystanie prébek oso-
cza dla platformy NMR oraz
prébek surowicy dla MS, po-
prowadzono badania wyko-
rzystujace tacznie 100 pré-
bek podzielonych na dwie
podstawowe grupy — grupe
0s6b cierpiacych na cukrzyce
typu Il (n=40) oraz grupe kon-
trolng (n=60). Uzyskano profil
metabolomiczny identyfiku-
jac tacznie 432 metabolity.
Dla tego zestawu unikalnych
metabolitéw, wyszczegdlnio-
no 9, ktére byly obecne w obu
uzytych metodach. W publi-
kacji wskazano, iz kilka grup
metabolitow oraz niektére
pojedyncze zwiazki, moga
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Metaboliczny odcisk stopy [A O]

wskazywac na zmiany zacho-
dzace w szlakach biochemicz-
nych podczas przebiegu cho-
roby. Byly nimi: podwyzszony
poziom cukrowych metabo-
litbw, rozgatezionych amino-
kwasow, 3-hydroksymaslanu,
kreatyniny, siarczanu 3-in-
doksylu, wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych. W pra-
cy interpretujagc podwyzszo-
ne stany tych metabolitow
ustalono, ze moga by¢ one
zwigzane odpowiednio ze
zmieniona wrazliwosciag na
insuline, wzrostem aktyw-
nosci cyklu glukozowo-ala-
ninowego, kwasicg ketono-
wg, zaburzeniami czynnosci
nerek i nefropatii oraz zmian
w lipidowej homeostazie.
Odnotowano réwniez obni-
zenie poziomu metabolitow
takich jak 1,5-anhydrogluci-
tol, fosfatydylocholina, fosfa-
tydyloetanolamina, kwasoéw
tluszczowych o sredniej dtu-
gosci tancuchoéw, kwasu ara-
chidonowego,
z glikemia oraz jak wczesniej
wspomniano ze zmiana-

powigzanych

mi w gospodarce lipidowej.
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Dodatkowo zaobserwowano
mozliwos¢ detekgcji lub brak
obecnosci niektorych innych
zwigzkow [26].

Kolejnym przyktadem wyko-
rzystaniem metabolomiki jest
mozliwos¢ rozréznienia grupy
pacjentéow z cukrzyca typu Il
(ang. T2DM. Diabetes Mellitus
type 2) od grupy kontrolnej.
Badania polegajace na anali-
zie fosfolipidow byty wykona-
ne za pomocg metody LC/MS
na grupie 69 probek osocza
(T2DM, n=34; 35 kontrola).
Otrzymano wyniki w postaci
modeli PLS-DA posiadajacych
wysokie wiasciwosci predyk-
cyjne umozliwiajace rozréz-
nienie zbioru probek na dwie
oddzielne podgrupy, wyka-
zujac rézne, biegunowe roz-
fozenie prébek na wykresie
PLS-DA pomiedzy osobami
chorymi i zdrowymi [27].
Przeprowadzone badania z wy-
korzystaniem profilowania me-
tabolomicznego pozwolity na
okreslenie poziomu zaawan-
sowania nietolerancji glukozy
oraz insulinoopornosci w przy-
padku pacjentéw cierpigcych
na NGT (ang. Normal Glucose
Tolerance), IGR (ang. Impaired
glucose regulation) oraz T2DM
[31]. Przy wuzyciu platformy
NMR zmierzonych zostato 231
probek surowicy (NGT, n=80;

IGR, n=77; T2DM, n=74) oraz
przeprowadzono analizy che-
mometryczne, ktore wyraznie
zwizualizowaty rosnacy trend
zmian wystepujacych pomie-
dzy grupami z NGT, IGRi T2DM.
Poprzez analize otrzymanych
wynikéw okreslono, ze zmia-
ny obecne w surowicy oprécz
tych oczywistych, zwigzanych
ze stezeniem glukozy réw-
niez tycza sie zmian w meta-
bolizmie aminokwaséw oraz
gospodarki
bolitdw. Zmiany w stezeniu
zmierzonych zwiazkéw, w za-
leznosci od grupy i poréwnania

lipidowej meta-

zaprezentowano w tabeli 1.,
w ktérej zaobserwowano ob-
szerne zmiany w zakresie ste-
zen aminokwaséw oraz cytry-
nianu i mleczanu. Dzieki temu
rozdziatowi okre$lono przyna-
leznos¢ pacjentéw do danych
grup oznaczajacych rozwdj,
badz ryzyko choroby.

Potencjalne biomarkery ryzy-
ka zachorowania na cukrzy-
ce typu Il zostaly okreslone
metodg MS z zastosowaniem
platformy taczacej analize me-
tabolitow i biatek [29]. W prze-
prowadzonych poréwnaniach
wytypowano zbiér trzech me-
tabolitéw takich jak glicyna,
lizofosfatydylocholina (18:2)
i acetylokarnityny (C2), u kto-
rych zaobserwowano zna-

czacg réznice w stezeniach.
W przypadku glicyny i lizofos-
fatydylocholiny jest to spadek

stezenia, natomiast dla acety-
lokarnityny (C2) odnotowano
wzrost, wyniki te potwierdzo-
no réwniez badaniami gene-
tycznymi. W potaczeniu dane
te umozliwity wyznaczenie
zwigzkow, ktére moga wska-
zywac na ryzyko zachorowa-
nia na T2DM. Wazny réwniez
jest fakt, ze powyzsze badania
przeprowadzono na obszer-
nej grupie prébek surowicy
(n=4297).

Dzieki zastosowaniu badan
metabolomicznych mozliwa
jest kontrola przebiegu terapii
oraz jej skutkéw dla organi-
zmu. W pracy zespotu Y. Gua,
[30] przeprowadzono badania
na bazie 116 prébek surowicy
z zastosowaniem spektrome-
trii mas. Badania wykonano
rébwniez z wykorzystaniem
préb placebo. Miato to na celu
weryfikacje, poprzez analize
celowana, wptywu berbery-
ny na gospodarke lipidowa
u pacjentéw z T2DM. Wykaza-
no poprzez analize metabo-
lomiczna réznice w stezeniu
13 réznych kwaséw ttuszczo-
wych (C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1, C18:2, C20:0, C20:1,
C20:2, C20:3, C20:4, C22:5,
C22:6 and C24:1), na ktorych

poziom wptywa stosowanie
berberyny. Stezenia wyzej wy-
mienionych kwasow ttuszczo-
wych byty znacznie obnizone
w grupie chorych w stosunku
do grupy os6b chorych beda-
cych w grupie placebo. Dodat-
kowo stezenie C16:0 i C18:0
w grupie chorych poddanych
dziataniu berberyny byto po-
dobne do wynikoéw uzyska-
nych dla 0séb zdrowych.

Metabolomika jako nauka bar-
dzo szybko rozwija sie i z roku
narok poszerzane sg jej granice
zastosowania. Mozliwosci jakie
niesie ze sobg s3 coraz czesciej
doceniane i wykorzystywane
w roznych gafeziach nauki,
ale takze sektora prywatnego.
Badania opisywane w literatu-
rze coraz czesciej wskazujg na
mozliwos¢ wykorzystywania
metabolomiki jako pomocy
w diagnozowaniu choréb,
ich przebiegu a nawet mozli-
wosci prewencji poprzez wy-
krywanie bardzo wczesnych
zmian. Potencjalnie moze to
doprowadzi¢ do zmniejszenia
liczby wystepujacych niektd-
rych choréb cywilizacyjnych.
llo$¢ publikacji ujawniajacych
odkrycie nowych biomarke-
row chorobowych, czy tez
utworzenia modeli diagno-
stycznych dla réznych jedno-
stek chorobowych z bardzo

Tabela 1. Statystycznie istotne zmiany metabolitéw w grupach z inna nietolerancja na glukoze

Metabolity IGR vs NGT T2DM vs IGR T2DM vs NGT | Metabolity IGR vs NGT T2DMvs IGR T2DM vs NGT
HDL ! ! Lizyna ! !
Izoleucyna l Cholina l l
Leucyna ! Tyrozyna ! !
Walina l Mleczan l l l
Alanina l l l Tyrozyna l l l
Metionina l Fenyloalanina l l l
Glutamina l l l Histydyna l l l
Cytrynian l l Glukoza 1 1
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wysoka czutoscig diagnostycz-
ng ciggle wzrasta. Najwazniej-
sze jest jednak obecnie do-
prowadzenie do wyznaczenia
standardowych procedur, kté-
re beda mozliwe do wykorzy-
stania w réznych niezaleznych
placéwkach umozliwiajac
powtarzalnosci otrzymanych
wynikéw i tworzenie dobrze
funkcjonujacych, pewnych
i czutych metod diagnostycz-
nych. Na rynku obecnych jest
juz wiele firm oferujacych
kompleksowe badania meta-
bolomiczne.
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