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ABSTRACT

Metabolomics approaches allow systematic identification and quantitation of all
metabolites in biological samples analyzes. As already known metabolism is directly
or indirectly related to every aspect of cell function, therefore a careful observation
of every changes taking place in metabolism, for example endogenous biochemical
reaction products, reflects the phenotype of any living cell. Monitoring the metabolite
profiles using metabolomics technologies, especially nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy based on cell culture, allows us to evaluate drug efficiency and
outcome of experimental therapy, and most importantly, it allows us to monitor
the reaction of the model cell lines to a given treatment. The continued development
of metabolomic approaches, e.g. analytical technique, or chemometric software, will
accelerate the widespread use of metabolomics not only in the clinical field but also
in different biological fields. This work presents a use of nuclear magnetic resonance
to characterize and understand the cellular metabolome in a wide range of
pathophysiological and clinical contexts.

Keywords: metabolomics, nuclear magnetic resonance (NMR), cell lines
Stowa kluczowe: metabolomika, NMR, linie komorkowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— jadrowy rezonans magnetyczny (ang. Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopy)

— jednowymiarowa analiza jadrowego rezonansu
magnetycznego (ang. One-dimensional Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopy)

— dwuwymiarowa analiza jadrowego rezonansu
magnetycznego (ang. Two-dimensional Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopy)

— spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

— chromatografia cieczowa sprz¢zona z spektrometrig mas
(ang. Liquid chromatography — mass spectrometry)

— chromatografia gazowa sprzgzona ze spektrometrig mas
(ang. Gas chromatography — mass spectrometry)

— kreatynina (ang. Creatine)

— fosfokreatynina (ang. Phosphocreatine)

— biomarker, antygen weglowodanowy 19-9 (ang. Cancer
antigen 19-9, Carcinoma antigen 19-9)

— linie komérkowe ostrej biataczki szpikowej

— bezafibrat (ang. Bezafibrate)

— octan medroksyprogesteronu (ang. Medroxyprogesterone
acetate)

— acetaminophen (ang. Acetaminophen)

— N-acetylo-L-cysteiny acetaminofenu (ang. N-acetyl-L-
cysteine acetaminophen)

— gruczolakorak przewodowy trzustki (ang. Pancreatic ductal
adenocarcinoma)

— linii nablonkowego raka jajnika (ang. Epithelial ovarian
cancer)

— ostrg biataczka szpikowa (ang. Acute myeloid leukaemia)
— reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygen species)

— glutation (ang. Glutathione)

— glicerofosfocholina (ang. Glycerophosphocholine)

— ortogonalna analiza czastkowych najmniejszych kwadratow
z analizg dyskryminacyjna (ang. Orthogonal partial least
squares discriminant analysis)
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WPROWADZENIE

Atrakcyjno$¢ wykonywania analiz metabolomicznych w aspekcie probek
biologicznych opiera si¢ przed wszystkim na mozliwosci uzyskania indywidulanego
metabolomicznego obrazu zmian w poszczegdlnych szlakach biochemicznych. Takie
podejscie pozwala na zaobserwowaniu relacji pomigdzy poszczeg6lnymi metabolitami,
ale rowniez korelacji w odniesieniu do calego metabolomu analizowanego materialu
biologicznego. Szczegdlnie interesujacym aspektem jest coraz czgstsze wykorzystywanie
technik metabolomicznych w oparciu o linie komoérkowe, co zostalo przedstawione
W niniejszej pracy.

1. METABOLOMIKA — UJECIE OGOLNE

Metabolity bedace naturalnymi niskoczasteczkowymi zwigzkami o matej masie
czasteczkowej ponizej 1.5 kDa do ktérych mozna zaliczy¢ np.: aminy, aminokwasy,
kwasy organiczne, etc., stanowig szeroki zbidér zwigzkéw chemicznych petmiacych
istotne role w funkcjonowaniu systeméw  Dbiologicznych. Ogoét tych
niskoczasteczkowych zwigzkow wystepujacych w danym uktadzie biologicznym
nazywany jest metabolomem. Termin ten zostat po raz pierwszy uzyty przez S. G.
Olivera podczas analizy sktadu metabolitow w komorkach drozdzy [1]. Z kolei
monitorowanie zmian metabolitéw we wszelakiego rodzaju organizmach zywych
odbywa si¢ w celu poréwnania ich poziomoéw w badanych ukladach wzgledem
uktadu odniesienia. Dla przyktadu takie poréownanie pozwala na okreSlenie
aktualnego stanu fizjologicznego, monitorowanie wpltywu czynnikow zewn¢trznych
na dany uktad biologiczny, czy poréwnywanie ukladéw biologicznych wzgledem
siebie. Badaniem systemoéw Dbiologicznych poprzez analize¢ zwigzkoéw
niskoczasteczkowych - metabolitow zajmuje si¢ nauka zwana metabolomika [2].
W poréwnaniu do nauk omicznych takich jak genomika, transkryptomika czy
proteomika, metabolomika dostarcza informacji na temat aktualnego stanu
fizjologicznego badanego modelu biologicznego, pozwalajac na skonstruowanie
unikatowego ,.chemicznego odcisku palca” zaleznego od indywidualnych oraz
srodowiskowych uwarunkowan [3]. Jest to nauka porownawcza, w ktdrej za pomocy
analizy celowanej lub niecelowanej mozna analizowaé zmiany w réznych szlakach
metabolicznych wywotanych réznego rodzaju bodzcami. Z tego wzgledu znalazta
ona szerokie zastosowanie w naukach biologicznych, sSrodowiskowych, medycznych
oraz toksykologicznych. Szczegdlnie interesujagcym aspektem jest wykorzystanie
podejscia metodycznego jakim jest mapowanie metaboliczne w celu odkrywania
potencjalnych biomarkeréw chorobotworczych [4]. Obiecujacym zatem podejsciem
pozwalajacym na szybka identyfikacje metabolizmu organizmdéw jest monitorowanie
poziomow stezen metabolitow wystepujacych w danym materiale biologicznym,
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takim jak biofluidy ludzkie i zwierzgce, ekstrakty tkankowe, ekstrakty bakteryjne
oraz ekstrakty grzybow strzegpkowych, za pomoca standardowych metod
analitycznych (NMR, GC-MS, LC-MS). Metabolomiczna analiza sklada si¢
z czterech etapow do ktorych zaliczamy: przygotowanie probki, analize w oparciu
o metody NMR lub MS, analize bioinformatyczna, a takze identyfikacj¢ metabolitow
stosujac dostepne bazy danych, standardy wewnetrzne lub zewngtrzne. Analiza
materiatu biologicznego za pomoca wymienionych powyzej technik analitycznych
polega na dostarczeniu wynikoéw w postaci ,,panoramicznego obrazu metabolomu”,
ktory jest $cisle zwigzany z monitorowanymi szklakami metabolicznymi [5].

2. ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII NMR W METABOLOMICE

Znaczacy wzrost liczby publikacji na przetomie ostatnich dwudziestu lat,
jednoznacznie wskazuje na coraz szersze zainteresowanie magnetycznym
rezonansem jadrowym (NMR), jako potencjalnym narzedziem umozliwiajacym
profilowanie = metabolomu. Wykorzystywanie metody NMR w ujeciu
metabolomicznym, ma swoj poczatek w potowie lat siedemdziesiatych, jednakze
dopiero na poczatku lat osiemdziesigtych z powodzeniem zastosowano metode 'H
NMR do analizy biofluidow oraz nienaruszonych tkanek [6]. Metoda spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego, jak kazda technika analityczna posiada liczne
zalety, ale rowniez ograniczenia. W przypadku metody NMR gléwne zalety
determinujace jej wykorzystywanie w analizie probek pochodzenia biologicznego
odnoszg si¢ do wysokiej powtarzalno$ci pomiaréw, mozliwosci odzysku probki oraz
faktu, Zze jest to metoda zarowno jakosciowa oraz iloSciowa [7]. Podstawowe
protokoly metabolomiczne przeznaczone dla metody NMR, nie wymagaja
przeprowadzenia derywatyzacji. Opracowana metodologia przygotowania probki
pozwala na jej wielokrotne wykorzystanie podczas analiz metabolicznych opartych
na réznych technikach (sekwencji pulsow) NMR. Fakt ten ma kluczowe znaczenie
w przypadku materiatlow biologicznych o charakterze unikatowym oraz pozwala na
uzyskanie wiarygodnych danych [8]. Dodatkowo duza ré6znorodno$¢ eksperymentow
jednowymiarowych (1D NMR) oraz dwuwymiarowych (2D NMR) w potaczeniu
z podejsciem chemometrycznym umozliwia precyzyjne zidentyfikowanie licznych
niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych uczestniczacych w réznych szlakach
biochemicznych [9]; [10]. Aktualnie dostgpne sa liczne protokoly przygotowania
probki oraz analizy danych [11]; [12]. Metoda NMR posiada jednak swoje
ograniczenia odnoszace si¢ przede wszystkim do minimalnego stezenia metabolitow
oraz zwigzanego z nim limitu detekcji zwigzkdéw niskoczasteczkowych w probcee.
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3. LINIE KOMORKOWE W UJECIU METABOLOMICZNYM

Jeszcze na poczatku lat 50 eksperymenty oparte na liniach komérkowych byty
problematyczne. Wiazato si¢ to z licznymi aspektami do ktérych $miato mozna byto
zaliczy¢ np. problemy z utrzymaniem sterylnych warunkéw lub trudno$ciami
w pozyskiwaniu odpowiednich mediéw hodowlanych [12]. Aktualnie, zaréwno
techniki hodowli komérkowych jak i metody akwizycji danych oraz metody analizy
w przeciggu ostatnich dekad odnotowaly znaczny postep, co miato bezposrednie
przetozenie na szerokie zastosowanie linii komorkowych poczawszy do badan
naukowych po perspektywy przemystowe [13]. Szczegoélnie interesujacym wydaje
si¢ by¢ wykorzystywanie linii komorkowych w ujeciu metabolomicznym. Obecnie
zastosowanie technik metabolomicznych w systemach adherentnych hodowli
komorek ssaczych zostalo udokumentowane wieloma pracami, dla przyktadu na
liniach ludzkich fibroblastow [14], komorek watroby [15], komorek nowotworowych
[16] etc. Drugim typem hodowli sg linie komorkowe rosngcej w postaci zawiesiny
w medium hodowlanym do ktorych zaliczajg si¢ komorki jajnika chomika chinskiego
czy mysich komorek szpiczaka NSO [17]. Badania metabolomiczne na liniach
komoérkowych wymagajg $cistego przestrzegania opracowanych protokotow ze
wzgledu na zmiennosci, ktore mogg powstawac przy zastosowaniu r6znego medium
hodowlanego, dostepu tlenu czy chociazby réznej temperatury. Oprocz prowadzenia
samej hodowli komorkowej uwage skupia si¢ roOwniez na sposobie zbierania
komorek oraz metodach ekstrakcyjnych.

W przypadku komoérek adherentnych standardowym podej$ciem pozwalajacym
na ich oddzielenie od podtoza byta metoda trypsynizacji. Aktualnie liczne badania
wykazaty, ze stosowanie trypsyny wskazuje na uszkodzenie blon komoérkowych
1 utratg metabolitow [18], co w aspekcie badan metabolomicznych moze stanowi¢
problem. Z tego wzgledu metabolity wewnatrzkomorkowe, uzyskuje si¢ poprzez
zdrapywanie komorek z powierzchni dotka, po uprzednim przemyciu z medium, przy
uzyciu odpowiednich rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych [19]. Szczego6lnie istotnym
krokiem jak wspomniano powyzej jest dobdr odpowiedniej metody ekstrakcji
w szczegdlnosci w  odniesieniu do pozyskiwania wewnatrzkomérkowych
metabolitéw. Za ,zlote standardy” uwaza si¢ protokoly, w ktérych
rozpuszczalnikami ekstrakcyjnymi jest mieszanina acetonitrylu z woda (1:1) lub
metanolu z wodg (3:1) (Rysunek 1) [20].
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Rysunek 1. Procedura przygotowania hodowli komoérkowych do analiz metabolomicznych (zrédto:
opracowywanie wlasne)
Figure 1. Metabolomics protocol for cell culture (Source: own)

3.1. PRZYKLADY ZASTOSOWANIA METABOLOMIKI W BADANIACH
NA LINIACH KOMORKOWYCH

Przyktadem zastosowania metody NMR w badaniach metabolomicznych na
liniach komoérkowych moze by¢ analiza wplywu kreatyniny (Cr), na mysia lini¢
komoérkowa mioblastow C2C12. Geneza tych badan bylo powszechne stosowanie
kreatyniny w sporcie w celu zwigkszania tolerancji na wysitek. Mysia lini¢
komorkowa traktowano Cr przez okres 24 godzin. Za pomoca metody OPLS-DA
zidentyfikowano 13 statystycznie istotnych metabolitoéw roznicujacych probe badang
od kontrolnej. W poréwnaniu z kontrolng linig komdrkowa, linia poddana dziataniu
Cr wykazata znaczaco podwyzszone relatywne stezenia Cr, PCr, GSH i glukozy oraz
wyraznie obnizone poziomy innych metabolitéw, w tym leucyny, waliny,
izoleucyny, fenyloalaniny, metioniny, choliny, PC, GPC i glicerolu. Uzyskane
wyniki pozwolily na stwierdzenie, iz suplementacja kreatyning powoduje poprawe
zdolno$ci utrzymania systemu obronnego przed stresem oksydacyjnym oraz
stabilizacje bton lipidowych [21]; [22]. W kolejnej pracy byty monitorowane zmiany
metaboliczne komorek nowotworowych za pomoca spektroskopii 1H HR-MAS
NMR, ktore byty traktowane zwigzkiem rutenu, jako potencjalnym terapeutykiem.
Badaniom zostaty poddane trzy linie komérkowe A2780 (komorki ludzkiego raka
jajnika), A2780cisR (komoérki oporne na cisplatyng) i HEK-293 (ludzkie
embrionalne komoérki nerkowe). Linie komoérkowe inkubowano z kompleksem
rutenu przez 24 godziny i 72 godziny, a nastgpnie porownywano z hodowla
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kontrolng. Najbardziej wyrazne zmiany stwierdzono w przypadku lipidow,
zwigzkow zawierajacych choling, glutaminianu, glutationu, mleczanu oraz
niektorych aminokwasow [23]. Przeprowadzone badania metabolomiczne z uzyciem
metody NMR oraz modelowych linii komérkowych wykazaly duzy potencjat
W monitorowaniu zmian ilo$ciowych metabolitéw komoérkowych indukowanych
kompleksami metali jako potencjalnych metaloterapeutykoéw [23]. Jeszcze jednym
przyktadem moga by¢ badania metaboliczne wykonane na liniach komérkowych
ostrej biataczki szpikowej (KGla, K562, HL-60) z wykorzystaniem dwoch znanych
lekow bezafibratu (BEZ) oraz medroksyprogesteronu (MPA). Potgczenie bezafibratu
BEZ oraz MPA wykazywato dziatanie przeciwbiataczkowe w przypadku ostrej
biataczki szpikowej (AML), ktore byto zwigzane z generowaniem reaktywnych form
tlenu (ROS) w komorkach nowotworowych. Zastosowanie lekéw spowodowato
zmiang¢ metaboliczng, ktéra byta zblizona dla komoérek linii KGla i K562 oraz r6ézna
dla linii komérkowej HL-60. Badane leki przede wszystkim indukujg rézne procesy,
apoptoze w obu liniach komérkowych (KGla, K562), natomiast w komorkach HL-
60 réznicowanie. W pracy tej wykazano, ze zastosowanie profilowania
metabolomicznego umozliwia fenotypowanie linii komérkowych, badanie wptywu
lekoéw na linie komoérkowe oraz pozwala na okreslenie potencjalnego mechanizmu
dzialania terapeutykdw poprzez monitorowanie zmian w metabolomie [24]. Za
pomoca metody badah metabolomicznych, z uzyciem metody 'H NMR, dokonano
charakterystyki metabolicznej linii komérkowej MDA MB-468. Jest to linia
komoérkowa wywodzaca sie z tzw. potrdjnie ujemnego rak piersi (TNBC)
charakteryzujagcego si¢ duza $miertelnoscig, ztym rokowaniem oraz czgstym
nawrotem choroby. Zatozeniem pracy byta analiza sktadu medium hodowlanego
w czasie, poprzez okreslenie puli pobieranych i wydalanych metabolitow przez
komorki nowotworowe. Eksperyment byt prowadzony przez 72 godziny,
a otrzymane wyniki byly analizowane za pomoca metod jednowymiarowych
i wielowymiarowych. Zidentyfikowano dziewig¢¢ metabolitéw o réznych tendencjach
zmian stezen zwigzkow niskoczasteczkowych w czasie. Porownano profile
metabolitow zewnatrzkomorkowych komoérek in vitro MDA MB-468 (media)
z profilami prébek krwi pacjentow. Badania wykazaly, ze zmiany skladu
metabolitéw w mediach nie koreluja ze zmianami w surowicy krwi. Wykryte roznice
w profilach metabolitow sa prawdopodobnie zwiazane ze zmianami wynikajacymi
z odpowiedzi na chorobg, co §wiadczy o ztozonosci organizmu w poréwnaniu do
modelowych hodowli komérkowych [25].
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UWAGI KONCOWE

Zastosowanie  spektroskopii NMR wraz z analiza jednowymiarowag
i wielowymiarowg stwarzaja narzedzia metabolomiczne do monitorowania metabolizmu
hodowli komoérkowych zachodzacych pod wptywem potencjalnych terapeutykéow lub
zmiennych warunkow hodowlanych. Obserwacja zmian w metabolitach wewnatrz oraz
zewnatrzkomoérkowych pozwala na fentopowanie linii komoérkowych, badanie
mechanizméw  dzialania lekow i suplementow diety, okre§lania potencjatu
przeciwnowotworowego zwigzkéw chemicznych oraz poréwnywanie zmian na poziomie

komoérkowym ze zmianami zachodzacymi w organizmach.
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