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Do metod pomiarowych wy-
korzystywanych w metabo-
lomice stosuje się chemiczne 
metody analityczne, z których 
często stosowaną metodą jest 
spektroskopia jądrowego re-
zonansu magnetycznego 1H 
oraz 13C NMR [3,4,5] oraz rza-
dziej 31PNMR [6]. Kolejną po-
wszechnie używaną techniką 
analityczną jest spektrome-
tria mas w połączeniu z chro-
matografią cieczową (LC-MS) 
[7] oraz gazową (GC-MS) [8]. 
Z tego powodu, że metodyka 
pomiarów w badaniach me-
tabolomicznych polega na 
porównywaniu zmian wśród 
grupy obiektów badanych 
do grupy odniesienia, próbki 
do badań różnych rodzajów 
jednostek chorobowych po-
zyskiwane są zawsze od gru-
py pacjentów oraz od grupy 
kontrolnej  odpowiadającej 
zbiorowi osób zdrowych. Źró-
dła pochodzenia próbek mogą 
być bardzo różne, możliwe jest 
wykorzystanie szeroko poję-
tych biofluidów takich jak np. 
surowica [3,9], osocze [10], 
mocz [3,11] oraz ślina [12]. 

W  badaniach sięga się rów-
nież po fragmenty materia-
łu tkankowego [13] czy też 
hodowle komórkowe [14]. 
Aby badane próbki były za-
nalizowane w  jak najlepszy 
sposób stosuje się odpowied-
nie metody przygotowawcze, 
w  zależności od rodzaju ana-
lizowanego materiału biolo-
gicznego. Wybór odpowied-
nich metod podyktowany jest 
rodzajem związków (polarnych 
lub/i niepolarnych), które zosta-
ją poddane analizie, w tym celu 
stosuje się zarówno rozpusz-
czalniki wodne (bufory lub sól 
fizjologiczna) oraz metody eks-
trakcji z wykorzystaniem roz-
puszczalników  organicznych 
takich jak metanol, chloroform, 
acetonitryl [10,15-18].
Dane otrzymywane w bada-
niach metabolomicznych, ze 
względu na ilość informacji, 
które niosą ze sobą, opraco-
wywane są za pomocą me-
tod chemometrycznych oraz 
statystycznych. Powszechnie 
wykorzystywane są: analiza 
głównych składowych (ang. 
PCA – Principal Component 

Analysis), regresja częścio-
wa najmniejszych kwadra-
tów (ang. PLS – Partial Least 
Squares Discriminant Analy-
sis) oraz ortogonalna regresja 
częściowa najmniejszych kwa-
dratów (ang. OPLS-DA – Or-
thogonal Partial Least Squares 
Discriminant Analysis) [19]. 
Dzięki tym metodom możliwe 
jest tworzenie między innymi 
modeli, które posiadają poten-
cjalnie zastosowanie diagno-
styczne. Dodatkowo do weryfi-
kacji możliwości predykcyjnych 
obliczonych modeli wyko-
rzystywana jest standardowa 
metoda krzywej operacyjnej 
odbiornika (ang.  ROC – Re-
ceiver Operating Characteris-
tic). Natomiast do sprawdzania 
różnicy w relatywnych stęże-
niach metabolitów pomiędzy 
porównywanymi grupami sto-
sowana jest statystyka.
Ogólnie mówiąc, w meta-
bolomice stosuje się dwa 
powszechne podejścia do 
analizy. Pierwszym podej-
ściem jest analiza celowana, 
która polega na weryfikacji 
różnicy w  relatywnych stęże-

niach wcześniej zdefiniowa-
nych metabolitów (np. grupy 
związków) w próbkach bio-
logicznych. Drugim głównym 
nurtem jest profilowanie me-
tabolomiczne, które polega 
na całościowym, ilościowym 
określaniu wszystkich wystę-
pujących związków w prób-
ce. Dodatkowo analizując za 
pomocą narzędzi metabo-
licznych np. mikroorganizmy 
możemy wyróżnić dwa podej-
ścia do badanego materiału. 
Pierwsze polega na analizie 
wewnątrzkomórkowych me-
tabolitów, które nazywa się 
metabolomicznym odciskiem 
palca (ang. Fingerprinting), 
drugie – na badaniu substan-
cji znajdujących się w płynie 
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 niewystarczająco dużo 

Diagnostyka wybranych chorób 
cywilizacyjnych z wykorzystaniem 
badań metabolomicznych
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Metabolomika jest stosunkową nową dziedziną wiedzy należącą do systemowych nauk biologicznych, która 
po raz pierwszy oficjalnie została zdefiniowana przez Oliviera Fiehna w 2002 roku [1]. Zgodnie z założeniami, 
badania metabolomiczne bazują na jakościowym oraz ilościowym oznaczaniu metabolitów – związków nisko-
cząsteczkowych (MW<1500 Da). 
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uwagi poświęca się zwiększa-
niu świadomości ludzi w za-
kresie kontroli stanu zdrowia. 
Dodatkowo, wraz z rozwojem 
współczesnej cywilizacji poja-
wił się problem chorób powią-
zanych ze stylem życia oraz 
towarzyszącymi  czynnikami 
środowiskowymi  (tzw.  cho-
roby cywilizacyjne). Do nich 
zaliczamy między innymi: cu-
krzycę typu II, choroby układu 
krążenia czy też niektóre ro-
dzaje nowotworów [20]. Zbyt 
późna  diagnostyka  chorób 
cywilizacyjnych sprawia, że 
stanowią one przyczynę po-
nad połowy wszystkich noto-
wanych zgonów. Diagnostycz-
ne metody metabolomiczne 
mogą być wykorzystywane 
właśnie jako nowoczesne na-
rzędzia do wczesnego, niein-
wazyjnego oraz przesiewo-
wego  wykrywania  chorób 
związanych z rozwojem cywili-
zacji. Duża liczba doniesień lite-
raturowych wykorzystujących 
przedstawioną powyżej meto-
dologię wskazuje na olbrzymi 
potencjał tej dziedziny wiedzy 
w diagnostyce medycznej [21]. 

Dla przykładu badania meta-
boliczne zostały wykorzystane 
do diagnostyki różnych zmian 
nowotworowych  zachodzą-
cych w płucach, wątrobie, ner-
kach, jajnikach, piersi, przełyku 
czy gruczole prostaty [4,13,22-
24]. Podejście metabolmiczne 
zostało zastosowane również 
w przypadku diagnostyki oraz 
określania zmian patologicz-
nych na poziomie moleku-
larnym wielu innych stanów 
chorobowych  klasyfikowa-
nych jako choroby układu krą-
żenia [25,26]. 
Ze względu na częstotliwość 
występowania oraz możli-
wości prowadzenia badań 
na podstawie analiz różnego 
materiału biologicznego cu-
krzyca typu II została obszer-
nie przebadana za pomocą 
metod  metabolomicznych 
[27-31]. W tym zakresie, prze-
prowadzone badania można 
podzielić na cztery podgrupy. 
Pierwsza skupia się głównie 
na umożliwieniu utworze-
nia modeli diagnostycznych 
w oparciu o profilowanie me-
tabolomiczne, druga wyko-

rzystuje metodykę pozwalają-
ca na wskazanie biomarkerów 
chorobowych, trzecia śledzi 
przebieg zmian w organizmie 
pacjenta w odpowiedzi na 
zastosowaną terapię, czwarta 
natomiast pozwala na okre-
ślenie ryzyka występowania 
choroby.
Badaniami wskazującymi na 
przydatność  metabolomi-
ki w  tym zakresie są badania 
grupy K. Suhre. W oparciu 
o  wykorzystanie próbek oso-
cza dla platformy NMR oraz 
próbek surowicy dla MS, po-
prowadzono badania wyko-
rzystujące łącznie 100 pró-
bek podzielonych na dwie 
podstawowe grupy – grupę 
osób cierpiących na cukrzycę 
typu II (n=40) oraz grupę kon-
trolną (n=60). Uzyskano profil 
metabolomiczny identyfiku-
jąc łącznie 432  metabolity. 
Dla tego zestawu unikalnych 
metabolitów, wyszczególnio-
no 9, które były obecne w obu 
użytych metodach. W publi-
kacji wskazano, iż kilka grup 
metabolitów oraz niektóre 
pojedyncze związki, mogą 

wskazywać na zmiany zacho-
dzące w szlakach biochemicz-
nych podczas przebiegu cho-
roby. Były nimi: podwyższony 
poziom cukrowych metabo-
litów, rozgałęzionych amino-
kwasów, 3-hydroksymaślanu, 
kreatyniny,  siarczanu  3-in-
doksylu, wielonienasyconych 
kwasów tłuszczowych. W pra-
cy interpretując podwyższo-
ne stany tych metabolitów 
ustalono, że mogą być one 
związane odpowiednio ze 
zmienioną wrażliwością na 
insulinę, wzrostem aktyw-
ności cyklu glukozowo-ala-
ninowego, kwasicą ketono-
wą, zaburzeniami czynności 
nerek i nefropatii oraz zmian 
w  lipidowej  homeostazie. 
Odnotowano również obni-
żenie poziomu metabolitów 
takich jak 1,5-anhydrogluci-
tol, fosfatydylocholina, fosfa-
tydyloetanolamina,  kwasów 
tłuszczowych o  średniej dłu-
gości łańcuchów, kwasu ara-
chidonowego, powiązanych 
z glikemią oraz jak wcześniej 
wspomniano  ze  zmiana-
mi w  gospodarce lipidowej. 

Rys. 1. Schemat badań stosowanych w metabolomice
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Dodatkowo  zaobserwowano 
możliwość detekcji lub brak 
obecności niektórych innych 
związków [26]. 
Kolejnym przykładem wyko-
rzystaniem metabolomiki jest 
możliwość rozróżnienia grupy 
pacjentów z cukrzycą typu  II 
(ang. T2DM. Diabetes Mellitus 
type 2) od grupy kontrolnej. 
Badania polegające na anali-
zie fosfolipidów były wykona-
ne za pomocą metody LC/MS 
na grupie 69 próbek osocza 
(T2DM, n=34; 35 kontrola). 
Otrzymano wyniki w  postaci 
modeli PLS-DA posiadających 
wysokie właściwości predyk-
cyjne umożliwiające rozróż-
nienie zbioru próbek na dwie 
oddzielne podgrupy, wyka-
zując różne, biegunowe roz-
łożenie próbek na wykresie 
PLS-DA pomiędzy osobami 
chorymi i zdrowymi [27].
Przeprowadzone badania z wy-
korzystaniem profilowania me-
tabolomicznego pozwoliły na 
określenie poziomu zaawan-
sowania nietolerancji glukozy 
oraz insulinooporności w przy-
padku pacjentów cierpiących 
na NGT (ang. Normal Glucose 
Tolerance), IGR (ang. Impaired 
glucose regulation) oraz T2DM 
[31]. Przy użyciu platformy 
NMR zmierzonych zostało 231 
próbek surowicy (NGT, n=80; 

IGR, n=77; T2DM, n=74) oraz 
przeprowadzono analizy che-
mometryczne, które wyraźnie 
zwizualizowały rosnący trend 
zmian występujących pomię-
dzy grupami z NGT, IGR i T2DM. 
Poprzez analizę otrzymanych 
wyników określono, że zmia-
ny obecne w  surowicy oprócz 
tych oczywistych, związanych 
ze stężeniem glukozy rów-
nież tyczą się zmian w  meta-
bolizmie aminokwasów oraz 
gospodarki lipidowej meta-
bolitów. Zmiany w  stężeniu 
zmierzonych związków, w za-
leżności od grupy i porównania 
zaprezentowano w tabeli  1., 
w  której zaobserwowano ob-
szerne zmiany w  zakresie stę-
żeń aminokwasów oraz cytry-
nianu i mleczanu. Dzięki temu 
rozdziałowi określono przyna-
leżność pacjentów do danych 
grup oznaczających rozwój, 
bądź ryzyko choroby.
Potencjalne biomarkery ryzy-
ka zachorowania na cukrzy-
cę typu II zostały określone 
metodą MS z zastosowaniem 
platformy łączącej analizę me-
tabolitów i białek [29]. W prze-
prowadzonych porównaniach 
wytypowano zbiór trzech me-
tabolitów takich jak glicyna, 
lizofosfatydylocholina  (18:2) 
i acetylokarnityny (C2), u któ-
rych  zaobserwowano  zna-

czącą różnicę w stężeniach. 
W przypadku glicyny i lizofos-
fatydylocholiny jest to spadek 
stężenia, natomiast dla acety-
lokarnityny (C2) odnotowano 
wzrost, wyniki te potwierdzo-
no również badaniami gene-
tycznymi. W połączeniu dane 
te umożliwiły wyznaczenie 
związków, które mogą wska-
zywać na ryzyko zachorowa-
nia na T2DM. Ważny również 
jest fakt, że powyższe badania 
przeprowadzono na obszer-
nej grupie próbek surowicy 
(n=4297).
Dzięki zastosowaniu badań 
metabolomicznych  możliwa 
jest kontrola przebiegu terapii 
oraz jej skutków dla organi-
zmu. W pracy zespołu Y. Gua, 
[30] przeprowadzono badania 
na bazie 116 próbek surowicy 
z zastosowaniem spektrome-
trii mas. Badania wykonano 
również z wykorzystaniem 
prób placebo. Miało to na celu 
weryfikację, poprzez analizę 
celowaną, wpływu berbery-
ny na gospodarkę lipidową 
u pacjentów z T2DM. Wykaza-
no poprzez analizę metabo-
lomiczną różnicę w  stężeniu 
13 różnych kwasów tłuszczo-
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 których 

poziom wpływa stosowanie 
berberyny. Stężenia wyżej wy-
mienionych kwasów tłuszczo-
wych były znacznie obniżone 
w grupie chorych w stosunku 
do grupy osób chorych będą-
cych w grupie placebo. Dodat-
kowo stężenie C16:0 i C18:0 
w grupie chorych poddanych 
działaniu berberyny było po-
dobne do wyników uzyska-
nych dla osób zdrowych.
Metabolomika jako nauka bar-
dzo szybko rozwija się i z roku 
na rok poszerzane są jej granice 
zastosowania. Możliwości jakie 
niesie ze sobą są coraz częściej 
doceniane i wykorzystywane 
w  różnych gałęziach nauki, 
ale także sektora prywatnego. 
Badania opisywane w literatu-
rze coraz częściej wskazują na 
możliwość wykorzystywania 
metabolomiki jako pomocy 
w diagnozowaniu chorób, 
ich przebiegu a  nawet możli-
wości prewencji poprzez wy-
krywanie bardzo wczesnych 
zmian. Potencjalnie może to 
doprowadzić do zmniejszenia 
liczby występujących niektó-
rych chorób cywilizacyjnych. 
Ilość publikacji ujawniających 
odkrycie nowych biomarke-
rów chorobowych, czy też 
utworzenia modeli diagno-
stycznych dla różnych jedno-
stek chorobowych z bardzo 

Tabela 1. Statystycznie istotne zmiany metabolitów w grupach z inna nietolerancją na glukozę

Metabolity IGR vs NGT T2DM vs IGR T2DM vs NGT Metabolity IGR vs NGT T2DM vs IGR T2DM vs NGT

HDL   ↓ ↓ Lizyna   ↓ ↓

Izoleucyna     ↓ Cholina   ↓ ↓

Leucyna     ↓ Tyrozyna   ↓ ↓

Walina     ↓ Mleczan ↓ ↓ ↓

Alanina ↓ ↓ ↓ Tyrozyna ↓ ↓ ↓

Metionina     ↓ Fenyloalanina ↓ ↓ ↓

Glutamina ↓ ↓ ↓ Histydyna ↓ ↓ ↓

Cytrynian   ↓ ↓ Glukoza   ↑ ↑
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wysoką czułością diagnostycz-
ną ciągle wzrasta. Najważniej-
sze jest jednak obecnie do-
prowadzenie do wyznaczenia 
standardowych procedur, któ-
re będą możliwe do wykorzy-
stania w różnych niezależnych 
placówkach  umożliwiając 
powtarzalności otrzymanych 
wyników i tworzenie dobrze 
funkcjonujących,  pewnych 
i  czułych metod diagnostycz-
nych. Na rynku obecnych jest 
już wiele firm oferujących 
kompleksowe badania meta-
bolomiczne.  
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