Metabolomika - wyzwanie
dla wspotczesnej spektrometrii mas cz. 1

Agnieszka Ulanowska, Grzegorz Strqczynski*

Pod okresleniem metabolomika kryje sie dziedzina nauki zajmujaca sie badaniem i analiza metabolitow obec-

nych w komérkach organizméw zywych. Niekiedy bezposrednim celem metabolomiki jest poszukiwanie spe-

cyficznych biomarkeréw, sygnalizujacych zmiany zachodzace w ustroju. Metabolity s produktami lub pétpro-

duktami przemiany materii, najczesciej sa to pochodne aminokwasoéw, lipidéw, weglowodanéw, nukleotydow

oraz hormondéw. Masa czasteczkowa wymienionych substancji nie przekracza najczesciej 1kD, mimo to ich

analiza jest bardzo skomplikowana ze wzgledu na duza r6znorodnos$¢ metabolitéw, podobienstwa w ich bu-

dowie strukturalnej, a takze skomplikowana matryca probek biologicznych.

Pomimo wystepowania trud-
nosci w oznaczaniu metaboli-
téw, zainteresowanie metabo-
lomika stale rosnie i znajduje
ona coraz szersze zastosowa-
nie, np. w toksykologii, gdzie
dzieki analizie metabolitéw
mozliwe jest wykrycie roz-
nych zmian fizjologicznych
w organizmie spowodowa-
nych obecnoscia
¢ji toksycznych. Oznacza sie
substancje charakterystyczne
dla okreslonych choréb, ktére
nazywa sie wéwczas biomar-
kerami choréb. Metabolo-
mike wykorzystuje sie takze
w genomice funkcjonalnej do
oznaczania metabolomu po
manipulacjach genetycznych
(GMO) i w nutrigenomice, np.
do $ledzenia zmian w meta-
bolizmie czlowieka wywota-
nych stosowaniem okre$lonej
diety. Ta dziedzina nauki ma
ogromne znaczenie w bada-
niach wptywu nowo zsynte-
zowanych substancji, ktére
potencjalnie miatyby zostac
zastosowane w medycynie
jako leki.

substan-

W  laboratoriach
nych do badania metaboli-
tow wykorzystuje sie najcze-
$ciej chromatografie gazowa
sprzezong ze spektrometrig
mas (GC/MS), kolumnowa
chromatografie cieczowa
sprzezong ze spektrometrig
mas (LC/MS) oraz elektrofore-
ze kapilarng (CE). Jednakze to
techniki sprzezone ze spektro-
metria mas umozliwiajg jed-
noznaczng analize jakosciowa
oraz wykonanie analizy ilo-
sciowej analitow.

Badanie metabolitow w prob-
kach biologicznych zalicza sie
do analiz nieukierunkowa-
nych, w ktérych nadrzednym
celem jest uzyskanie najwiek-
szej ilosci informacji z prébki
poprzez oznaczenie mozliwie
najwiekszej ilosci analitéw. Do
tego typu analiz rekomenduje
sie stosowanie spektrometrii
mas czasu przelotu (TOF MS),
ktéra zapewnia wysoka czu-
tos¢, duzg szybkos¢ akwizycji
danych oraz automatyczna
identyfikacje analizowanych
substancji. Ze wzgledu na

analitycz-

ogromng ilos¢  substancji
obecnych w prébce biolo-
gicznej, niemalze doskonatym
rozwigzaniem
jest dwuwymiarowa
matografia gazowa (GCxGC),
ktéra pozwala na zwieksze-
nie pojemnosci pikowej ukta-
du, co zapewnia lepsze roz-
dzielenie analitéw. Ponadto
dzieki stosowaniu modulacji
miedzy pierwszym a drugim
wymiarem, piki w drugim wy-
miarze sg bardzo waskie (ok.
0,1-0,3 s), co bezposrednio
wplywa na obnizenie pozio-
mu wykrywalnosci substanciji.
Duza czestotliwos$¢ zbierania
danych pozwala na rejestra-
cje widm bardzo dobrej jako-
$ci, ktore znacznie utatwiaja
identyfikacje analitéw dzieki
zastosowaniu  dekonwolugji
i automatycznego wyszu-
kiwania pikéw dostepnych
W oprogramowaniu.

Mocz jest jednym z gtéwnych
materiatéw biologicznych
pobieranych do badania me-
tabolitéw réznego pochodze-
nia. Oznaczanie metabolitéw

analitycznym
chro-
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w tym plynie ustrojowym
niesie ze soba korzysci zwia-
zane z fatwoscig pobierania
probki oraz nieinwazyjnoscia
tego procesu w odniesieniu
do pobierania krwi lub ptynu
Po-
nadto, mocz mimo iz zawiera
duza ilos¢ kwaséw organicz-
nych, puryn, pirymidyn, po-
chodnych glicyny, aminokwa-
séw oraz substancji bedacych
metabolitami przyjmowanych
lekéw lub pozywienia, jest
zdecydowanie mniej skompli-
kowana matryca niz np. krew.
Pilotazowe badania zwigzane
z okresleniem substancji od-
powiedzialnych za acydurie,
wykonano poprzez analize
prébki moczu za pomocy
dwuwymiarowej chromato-
grafii gazowej sprzezonej ze
spektrometria mas czasu
przelotu (GCxGC-TOFMS) [1].
Acyduria nalezy do choréb
dziedzicznych zwigzanych
z problemem metabolizmu
kwaséw organicznych, kté-
re powodujg zakwaszenie
moczu. Istnieje kilka odmian

mdzgowo-rdzeniowego.
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Rys. 1. Chromatogram analizy préobki moczu pobranej od osoby zdrowej wykonany tech-

nikq GCxGC-TOFMS [1]

tej przypadtosci, jak np. acy-
duria lub
aceduria etylomalonowa. Do
badan wykorzystano prob-
ki pobrane od siedmioro
dzieci cierpigcych na rozne
odmiany tej choroby. Jako
grupe odniesienia stosowa-

mewalonianowa

no prébki moczu pobrane od
10 zdrowych oséb. Przed wy-
konaniem analiz chromato-
graficznych prébki poddano
ekstrakcji oraz przeprowadzo-
no derywatyzacje analitow
za pomocya trimetylosililotri-
fluoroacetamidu (MTBSTFA).
Zastosowanie GCxGC-TOFMS
(Pegasus 4D, LECO Corp.) do
analizy metabolitéw w moczu
pozwolito na wykrycie pra-
wie 3500 réznych substancji
przy ustalonym S/N réwnym
200. W badanych proébkach
zidentyfikowano ponad 200
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zwigzkéw chemicznych, ktére
okreslono mianem metaboli-
tow. Wsréd nich wyselekcjo-
nowano grupe 21 substancji,
w przypadku ktérych zaob-
serwowano wzrost stezenia
w probkach oséb cierpigcych
z powodu acydurii w odnie-
sieniu do 0s6b zdrowych.

Analogiczne
konano z wykorzystaniem

badania wy-
jednowymiarowej chromato-
grafii gazowej. Jako detektor
spektrometr
mas wyposazony w analiza-
tor kwadrupolowy. Jednakze
skomplikowana matryca unie-
satys-
rozdzielenia

zastosowano

mozliwita
fakcjonujacego
analitéw a przez to réwniez
identyfikacji.

W zaleznosci

uzyskanie

od matrycy
prébki biologicznej pobranej
od cztowieka tj. osocze, su-
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rowica czy mocz, moze znaj-
dowa¢ sie w niej od 103 do
nawet 107 substancji, a wérod
nich ok. 2000-2500 metabo-
litéw. Tak duza ilos¢ analitow
w probce powoduje przetfa-
dowanie w przypadku chro-
matografii jednowymiarowej,
stad tez celowym staje sie sto-
sowanie uktadéw dwuwymia-
rowych do analizy tego typu
prébek. System LECO Corp.
o nazwie Pegasus 4D (GCxGC-
-TOFMS) zastosowano do ana-
lizy probek osocza pobranego
od 15 o0séb cierpiagcych z po-
wodu niedoczynnosci uktadu
sercowo-naczyniowego  [2].
Jako grupe odniesienia sto-
sowano osocze pobrane od
81 o0s6b zdrowych. Celem ba-
dania byto okreslenie profilu
metabolitow charakterystycz-
nych dla os6b z choroba ukfa-

du krazenia oraz wskazanie
uzytecznosci duzej przepu-
stowosci oraz bardzo dobrej
dwuwymiaro-
wej chromatografii gazowej

rozdzielczosci

sprzezonej ze spektrometrig
mas czasu przelotu (GCxGC-
-TOFMS) w analizach medycz-
nych. Podczas prowadzenia
eksperymentu udowodniono,
ze badajac profil metabolo-
miczny cztowieka naukowcy
s w stanie okresli¢ sklonnos¢
pacjenta do zachorowania na
konkretna chorobe. Wszyst-
kie osoby poddane badaniu
proszone byty o wypefnie-
nie ankiety dotyczacej stanu
zdrowia i prowadzonego try-
bu zycia (pte¢, wiek, waga,
palenie tytoniu, picie alko-
holu, przebyte choroby, itp.).
Parametry te uwzgledniano
nastepnie podczas wniosko-
wania statystycznego i oceny
ryzyka zachorowania na cho-
roby uktadu krazenia.

Probki osocza filtrowano, na-
stepnie metabolity poddawa-
no derywatyzacji BSTFA i ana-
lizowano za pomoca Pegasus
4D w ciaggu 20 minut. Tak krotki
czas analizy prébek, pozwolit
na przebadanie wszystkich 96
probek w ciggu 2 dni. Dzieki
dekonwolucji oraz funkcji au-
tomatycznego wyszukiwania
pikéw, zidentyfikowano ponad
3000 réznych substancji orga-
nicznych w badanych préb-
kach. Obliczona na podstawie
otrzymanych wynikéw pojem-
no$¢ pikowa systemu wynosita
w przyblizeniu 4,1x103. Dzie-
ki tej wartosci okreslono tak
ogromna liczbe analitéw. Otrzy-
mane dane eksperymentalne
eksportowano do pliku CSV
w celu wykonania analizy PCA
W programie statystycznym.
Na rys. 2 zamieszczono wykres



o
-oN- L& . *
@ et
§- . :‘t . | ®
g T e 318 B 28 03
38 %
T 51 .
o e ®
‘O L] -
£ 10
o

=20 1

=26 4

Principal component 1

Rys. 2. Rozmieszczenie probek osocza pobranych od mez-
czyzn o normalnym wskazniku BMI cierpigcych na choro-
by uktadu krazenia (kolor czerwony) i zdrowych mezczyzn
o normalnym BMI (kolor niebieski) w przestrzeni dwdch

sktadnikéw gtéwnych [2]

PCA obrazujacy rozmieszcze-
nie prébek pobranych od mez-
czyzn o normalnym wskazniku
masy ciata (ang. body mass in-
dex, BMI) cierpiacych na choro-
by uktadu krazenia i zdrowych
mezczyzn o normalnym BMI
w przestrzeni dwoéch sktadni-
kéw gtownych.

Na podstawie przeprowadzo-
nych badan zaobserwowa-
no, ze kwas aminomalonowy
oraz kwas acetylooctowy
wykryto odpowiednio w 75%
i 23% prébek pobranych
od os6b zdrowych. Te same
substancje
no znacznie czesciej u oséb
cierpigcych z powodu choréb
uktadu krazenia: kwas ami-

identyfikowa-

nomalonowy w 95% i kwas
acetooctowy w 93% popula-
¢ji. Wedtug naukowcodw kwas
acetooctowy powstaje w wa-
trobie, a jego obecnos¢ w or-
ganizmie zwigzana jest z de-
gradacja nadmiaru kwasow

ttuszczowych. Metabolit ten
zostat uznany za biomarker
choréb serca u os6b ze skton-
noscia do ketozy.

Dwuwymiarowa chro-

sprze-
zona ze spektrometria mas
(GCxGC-
-TOFMS) moze by¢ réwniez
z powodzeniem stosowana
do badan nad okresleniem

matografia gazowa

czasu  przelotu

metabolitéw
w tkankach zwierzecych. Ce-
lem przeprowadzonego eks-

obecnych

perymentu byto rozréznienie
poszczegdlnych  gatunkéow
ryb wykorzystujac ich profil
metabolomiczny [3]. Préb-
ke do badan stanowito 2,5 g
tkanki miesniowej pobranej
z okonia i pstragga. Prébke
przygotowano poprzez eks-
trakcje i derywatyzacje za
pomocg MTBSTFA. Przepro-
wadzona analiza chro-
matograficzna pozwolita na

wykrycie ponad 1900 sub-

stancji w przypadku probki
pobranej od pstraga i ponad
1950 w przypadku okonia,
przy zastosowanym S/N réw-
nym 200. Dwuwymiarowe
chromatogramy  wykonane
technikg GCxGC-TOFMS za-
prezentowano na rys. 3. Na
chromatogramach
nym kolorem zaznaczono ob-
szar, ktory nie zostat przeana-

CcZzerwo-

lizowany pod katem obrébki
danych, poniewaz obejmuje
on substancje
wypetnienie kolumny oraz

stanowigce

rozpuszczalniki zastosowane
do przygotowania prébki.
Stosujac taki zabieg mozna
skréci¢ czas przetwarzania
i obrobki
danych

zgromadzonych
Do
poréwnania ze soba dwdch
otrzymanych grup prébek

analitycznych.

wykorzystano jedna z opcji
oprogramowania Chroma-
TOF - ,Statistical Compare”.
Funkcja ta pozwala podzieli¢
prébki  wykorzystujagc dane
z tabeli otrzymywanej zawsze
po przeanalizowaniu proébek,
czyli wysokos¢ i powierzch-
nia piku, czas retencji, etc.
i stworzy¢ tabele z substan-
cjami statystycznie istotnymi.
Ponadto oprogramowanie
pozwala na obliczenie para-
metru o nazwie ,Fisher Ratio”,
ktéry wskazuje na nie zaob-
serwowane wczesniej roéznice
chemiczne posroéd stworzo-
nych klas prébek o skompli-
kowanej matrycy.

Dane otrzymane w wyniku za-
stosowania opcji statystyczne-
go poréwnania prébek zostaty
wykorzystane do wykonania

Rys. 3. Chromatogramy wykonane technikag GCxGC TOF MS
dla wyekstrahowanych substancji z tkanki pstraga (gora)
i okonia (ddt) po derywatyzacji za pomocq MTBSTFA [3]
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Rys. 4. Wizualizacja analizy gtdwnych sktadowych (PCA) i analizy skupienn (CA), ktére
umozliwity okreslenie 10 metabolitow charakterystycznych dla okonia (zaznaczone zie-
lonym owalem) i 3 substancji charakterystycznych dla pstrqga (zaznaczonych czerwo-

nym owalem) [3]

analizy gtéwnych sktadowych
(ang. principal component
analysis, PCA) i analizy klastro-
wej (ang. cluster analysis, CA),
co w konsekwencji pozwolito
na okreslenie metabolitow
charakterystycznych dla oko-
nia i pstraga. Wykres obrazu-
jacy wynik analizy gtéwnych
sktadowych (PCA) i analizy
skupien (CA) zamieszczono na
rys. 4.

Stosowanie systemu Pega-
sus 4D (GCxGC-TOFMS) do
analizy probek biologicznych
w kierunku badan nad meta-
bolitami, pozwala na bardzo
dobre rozdzielenie analitow
ukrytych w skomplikowanej
matrycy. Dobre rozdzielenie
substancji jest zastuga duzej
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pojemnosci pikowej uktadu
Pegasus
4D charakteryzuje sie duza
przepustowoscia i umozliwia
przeanalizowanie ponad 50
probek dziennie, dzieki zop-
tymalizowanemu programo-
wi temperatury pieca. Aparat

dwuwymiarowego.

ten moze pracowac w trybie
ciagtej pracy przez kilka dni,
dlatego tez z powodzeniem
stosowany jest w laborato-
riach medycznych do analizy
prébek biologicznych. Dzieki
przyjaznemu uzytkownikowi
oprogramowaniu ChromaTOF,
wiekszos¢ analitow identyfi-
kowana jest automatycznie,
co znacznie skraca czas ob-
rébki chromatograméw. Dane
chromatograficzne i spektro-

skopowe, zapisywane w pa-
mieci komputera bez proble-
mu zapisywane sa w formacie
pliku, ktéry pozwala na dalsze
ich przetwarzanie np. za po-
moca wybranych przez ope-
ratora programéw statystycz-

nych.

Oprécz uktadéw GCxGC-
-TOFMS o rozdzielczosci
nominalnej, ktére zapew-

niaja bardzo dobre rozdzie-
lenie analitéw, coraz czesciej
w metabolomice stosowane
sq systemy sprzezone z wy-
sokorozdzielcza spektrome-
trig mas, w przypadku kto-
rych rozdzielenie substancji
w kolumnie jest nieco mniej
istotne. Wysokorozdzielcze

spektrometry mas dokonuja

bardzo doktadnego pomiaru
masy substancji, co pozwala

na niemalze jednoznaczna
ich identyfikacje. Aspekt wy-
korzystania uktadéw wyposa-
zonych w wysokorozdzielcze
spektrometry mas w meta-
bolomice bedzie przedmio-
tem rozwazan drugiej czesci
artykutu.

Literatura

[11 P. Wojtowicz, J. Zrostliko-
va, T. Kovalczuk, J. Schurek,
T. Adam, Evaluation of com-
prehensive two-dimensional
gas chromatography coupled
to time-of-flight mass spec-
trometry for the diagnosis
of inherited metabolic di-
sorders using an automated
data processing strategy, J.
Chromatogr. A 1217 (2010)
8054-8061

[2] A.W. Culbertson, W.B. Wil-
liams, A.G. Mckee, X. Zhang,
K.L. March, S. Naylor, S.J. Va-
lentine, Inside the personali-
zed medicine toolbox: GCxGC
mass spectrometry for high-
-throughput profiling of the
human plasma metabolome,
LCGC North America 26 (2008)
560-569

[3] J. Heim, Utilization of Sta-
tistical Compare Software and
Fisher Ratios Prior to Multi-
variate Analysis for Complex
GCxGCTOFMS Data in Order
to Define Statistical Variation
Between the Small Molecule
Metabolite Profiles of Diffe-
rent Fish Species, LECO Appli-
cation Notes No. 203-821-377
3/10-REV1 (2010)

* Agnieszka Ulanowska,
Grzegorz Straczynski, LECO
Polska Sp. z 0.0., ul. Czarna 4,
43-100 Tychy,

e-mail: leco@leco.com.pl



