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Metabolomika — chemiczny ,odcisk palca”
| istotny element medycyny spersonalizowanej

Metabolomics — the chemical ,fingerprint” and important element
of personalized medicine
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Streszczenie

Metabolomika jako czeS¢ biologii systemowej zajmuje sie badaniem metabolomu, czyli zwigzkéw o matej masie ¢za-
steczkowej (< 1,5 kDa). Metody, ktérymi postuguje sie metabolomika, to spektrometria mas (MS) i spektroskopia NMR.
W ciggu ostatniej dekady obserwuije sie dynamiczny rozwdj technik ,omicznych” jako narzedzi medycyny spersonalizowa-
nej. Mozna réwniez zaobserwowac znaczny wzrost liczby publikacji z zakresu metabolomiki i lipidomiki w dziedzinie cho-
rob uktadu krazenia. Nowe biomarkery moga przyczynic¢ sie do poprawy oceny ryzyka zaburzen kardio-metabolicznych.
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It’s far more important to know what person the disease has than what disease the person has

Wstep

Tuz po zakonczeniu badan i opisaniu ludzkiego genomu wy-
dawalo sie, ze wiedza ta pozwoli na rozwigzanie wiekszosci
probleméw diagnostycznych. Szybko zrozumiano jednak,
ze znajomoS¢ samych gendw nie jest wystarczajaca, bo
réwnie istotne znaczenie majg produkty gendw, czyli biatka,
dlatego rozpoczat sie bardzo dynamiczny rozwéj dziedzin
»omicznych”.

Co to sg technologie ,omiczne”?

Technologie ,omiczne” sg stosunkowo nowg dziedzing
badan. Nalezy do nich genomika (ocena genomu), tran-
skryptomika (ocena mRNA), proteomika (ocena biatek)

Hipokrates

i metabolomika (ocena metabolitow). W badaniach tych
analizuje sie bardzo duze ilosci danych. Mozna oceniaé
cate genomy, proteomy lub metabolomy. Z tego powodu
kluczowym elementem technologii ,omicznych” sg systemy
informatyczne i matematyczno-analityczne. Oprocz zespo-
téw badawczych zatrudniajgcych biologdw, biotechnologow,
chemikéw, inzynierébw biomedycznych réwnolegle pracujg
informatycy i matematycy tworzacy programy do oceny
danych. Metabolomika z proteomika, transkryptomika i ge-
nomika stanowig element biologii systemowej [1, 2] (ryc. 1).

Co to jest metabolomika?

Metabolomika to nauka zajmujgca sie analiza metabo-
litbw, zwigzkéw o matej masie czasteczkowej (1,5 kDa)
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Rycina 1. Elementy biologii systemowej i zaleznosci miedzy nimi

w komorkach i tkankach. Metabolom jest ogromnym zbio-
rem zwigzkow chemicznych, ktore powstajg w komédrkach.
Do analizy metabolomicznej mogg stuzy¢ miedzy innymi
surowica, mocz, ptyn mézgowo-rdzeniowy, a takze tkanki
po odpowiednim przygotowaniu. Metabolomike mozna
rowniez okresli¢ jako systematyczne badanie specyficznych
markeréw chemicznych, ktére powstaja podczas réznych
reakcji zachodzacych w komaérce.

Metabolomika jest niezwykle trudng dziedzing nauki,
gdyz bedacy przedmiotem analizy metabolom jest zbiorem
ogromnych iloSci czasteczek o matej masie czasteczkowej
— kwasow organicznych, lipidéw, weglowodandw czy hor-
monoéw. Ponadto, metabolom jest dynamiczny, zmienia sie
bardzo szybko w krotkim czasie.

Metabolomika jest dosy¢ mtoda technologia, pierw-
sze publikacje z tego zakresu pojawity sie w 2002 roku.
Niewatpliwie jednak jest to dziedzina, ktéra rozwija sie
niezwykle dynamicznie, na Swiecie powstaja rozbudo-
wane osrodki metabolomiczne. Od 2004 roku dziata
miedzynarodowe Stowarzyszenie Metabolomiczne (Me-
tabolomic Society), niezalezna organizacja non-profit,
ktorej celem jest rozwijanie tej technologii. Ostatnia
doroczna konferencja organizacji odbyta sie w Dublinie
w lipcu 2016 roku.

Pierwsza baza, METLIN, zawierajgca dane na temat
metabolitdw, zostata opracowana przez naukowcow Scripps
Research Institute w 2005 roku. W 2007 roku naukowcy
z University of Alberta oraz University of Calgary zakon-
czyli pierwszy projekt okresSlenia ludzkiego metabolomu.
W wyniku ich prac skatalogowano 2500 metabolitow,
1200 skiadnikow lekéw oraz 3500 sktadnikéw zywnosci,
ktére zidentyfikowano w ludzkim organizmie.

Badacze z catego Swiata zauwazajg konieczno$é
standaryzacji metod, wymiany informacji dotyczacej uzy-
skiwanych wynikow, dlatego powstato wiele inicjatyw zaj-
mujacych sie tymi tematami. Naleza do nich miedzy innymi:
Metabolomics Standards Initiative, MetaboLights database
in Europe (http://www.ebi.ac.uk/metabolights) i Metabo-
lomics Workbench (http://www.metabolomicsworkbench.
org) zatozone przez National Institutes of Health Common
Fund in the United States [3].

A 4

(biatka) (metabolity)

Czy nie wystarczag
dotychczas poznane biomarkery?

Pojedyncze biomarkery w kardiologii s bardzo skuteczne
w potwierdzeniu wystgpienia ostrego incydentu, takiego
jak na przyktad zawat serca. Nie ma natomiast mozliwosci
precyzyjnego oszacowania ryzyka wystapienia choroby miaz-
dzycowej na wczesnym etapie. Jak dotgd badacze opierajg
sie na dobrze ugruntowanych czynnikach ryzyka, takich jak
palenie tytoniu, nadcisnienie tetnicze, dyslipidemia, cukrzy-
ca, jednak u prawie potowy osdb, ktore na podstawie tych
czynnikow ryzyka zostaty zakwalifikowane do grupy niskiego
i poSredniego ryzyka, rozwija sie choroba wieficowa [4-7].

Szczegbdtowe okreslenie profilu metabolicznego moze
zapewni¢ wglad w molekularne mechanizmy lezgce u pod-
toza miazdzycy [8-15].

Czym jest medycyna spersonalizowana?

Kazda jednostka jest wyjgtkowa pod wzgledem posiadane-
go kodu genetycznego i predyspozycji do chordb. Dlatego
teza, ze kazdy lek jest dobry dla wszystkich, prowadzi do
niepowodzen leczenia i toksycznych powiktai. Z danych
opublikowanych w 2001 roku wynika, ze leczenie byto
nieefektywne u 38% 0s06b przyjmujacych leki z powodu de-
presji, 40% z powodu astmy, 43% z powodu cukrzycy, 50%
z powodu zapalenia stawdw, 70% z powodu choroby Alzhei-
mera, 75% z powodu choréb nowotworowych [16]. Zapewne
dane w 2016 roku sg juz inne, ale chodzi o skale zjawiska
i zwrdcenie uwagi na mechanizm problemu. Analiza tych
danych utorowata droge do dalszego rozwoju i powaznego
spojrzenia na medycyne spersonalizowana [17].

Nieskutecznos¢ terapii to jedna strona medalu.
Stosujac leki nieskuteczne, chorzy narazani sa na po-
tencjalne dziatania niepozadane i ponoszenie nieuza-
sadnionych kosztéw, réwniez tych spowodowanych lecze-
niem nastepstw dziatan niepozadanych. Wedtug czesto
cytowanych metaanaliz [18] w 1994 roku 1,8 miliona
0sOb w Stanach Zjednoczonych byto hospitalizowanych
z powodu dziatah niepozgdanych lekdw, z czego ponad
100 tysiecy zmarto.
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Badania obrazowe:
USG, CT, RTG, NMR, PET itp.

Dane genetyczne, proteomiczne,
metabolomiczne (lipidomiczne)

Foodomika
(metaboliczna ocena zywnosci)

Konwencjonalne

Pacjent i zespot lekarski
badania laboratoryjne » Woczesna analiza danych, indywidualna
profilaktyka i leczenie spersonalizowane

Wywiad rodzinny, natogi,
nawyki zywieniowe, warunki
zyciowo-Srodowiskowe, styl zycia

Rycina 2. Proces diagnostyczno-terapeutyczny przysztoSci

Podsumowujac, jednym z celéw medycyny spersona-
lizowanej jest spowodowanie uzycia odpowiedniego leku,
w odpowiedniej dawce i odpowiednim czasie [19].

Medycyna spersonalizowana wymaga dodatkowych
narzedzi. Oprécz konwencjonalnych, nawet tych bardzo
zaawansowanych, wciaz ulepszanych i rozwijanych metod
obrazowych, takich jak pozytonowa tomografia emisyjna
(PET, positron emission tomography), jadrowy rezonans
magnetyczny (NMR, nuclear magnetic resonance), tomo-
grafia komputerowa (CT, computed tomography), potrzebne
jest wtaczenie technologii ,omicznych”. Osiggniecia ge-
netyki, transkryptomiki i metabolomiki (w tym lipidomiki)
dynamicznie zaczynajg wkraczaé w obszar diagnostyki
i terapii wspotczesnej medycyny (ryc. 2).

Jakie narzedzia sg uzywane
w okreslaniu metabolomu?

Metabolomika wykorzystuje do badan czasteczek o matej
masie czgsteczkowej spektrometrie mas (MS, mass spec-
trometry) lub spektroskopie NMR. Badania wykonywane
sg in vitro. Pozwalajg na zobrazowanie kilkudziesieciu
metabolitdw. R6znice miedzy pomiarami z wykorzystaniem
MS i spektroskopii NMR — zwykle protonowej — polegaja
na tym, ze NMR nie niszczy prébki (mozna jg dalej badaé
innymi metodami), a wzorzec (substancja wzorcowa) jest
obecna w kazdym pomiarze (kazdej probce). Dlatego
czesciej wykorzystuje sie spektroskopie NMR. Takze
koszt badania iloSciowego w przypadku badai NMR jest
mniejszy niz w przypadku MS. Zazwyczaj badana probka
ptynu ustrojowego jest badana bez specjalnego przygo-
towania, natomiast do badania lipidow wymagana jest
ich ekstrakcja.

Analiza metaboliczna lipiddw nazywana jest lipido-
mika. Oszacowana teoretyczna liczba réznych zwiazkow
lipidowych o matej masie czasteczkowej wynosi okoto
180 000 [20]. Lipidy wedtug Lipid Maps Structure Databa-
se (LMSD) dziela sie na 8 grup gtownych (tab. 1).

Wykonanie pomiarow i zebranie danych jest pierwszym
krokiem w analizie metabolomicznej. Dopiero ich analiza
statystyczna z wykorzystaniem analiz dyskryminacyjnych
pozwala na ocene roznic miedzy badanymi grupami — zdro-

Tabela 1. Grupy gtéwne lipidéw

Grupy gtéwne lipidow Przyktady

Kwasy ttuszczowe Kwasy rodziny omega-3, omega-6
Glicerolipidy Triacyloglicerole
Glicerofosfolipidy Fosfatydylocholina

Sfingolipidy Ceramidy

Sterole Cholesterol, kwasy zotciowe
Prenole Witaminy E, K

Sacharolipidy
Poliketydy

Disacharyd glukozaminy
Epotilony

wych i chorych lub chorych. Mozna przeprowadzaé analize
wielu grup, ale wowczas nie mozna wskaza¢ biomarkerow.
Biomarkery wskazywane sg przy analizie dwéch grup. Sg
to potencjalne biomarkery, gdyz analiza wskazuje tylko
metabolity rozniace sie istotnie statystycznie, ale trzeba
ocenic jeszcze ich znaczenie biologiczne (tab. 2, ryc. 3, 4).

Wybrane przyktady zastosowania
metabolomiki w praktyce badawczej

Przezcewnikowa implantacja zastawki
aortalnej i ostre uszkodzenie nerek
Przezcewnikowa implantacja zastawki aortalnej (TAVI,
transcatheter aortic valve implantation) z powodu ciezkiej
stenozy wykonywana jest u 0séb z licznymi obcigzeniami,
w tym przewlekia choroba nerek. Ostre uszkodzenie nerek
(AKI, acute kidney injury) jest dosyé czestym powiktaniem
po TAVI i wiaze sie ze znacznym zwiekszeniem Smiertelnos-
ci. Profil metaboliczny pacjentow kwalifikowanych do TAVI
pozwolit na okreslenie grupy ryzyka ostrego uszkodzenia
nerek niezaleznie od wyjSciowego wskaznika filtracji kte-
buszkowej (GFR, glomerular filtration rate) [22].

Wstrzas kardiogenny i septyczny

Obecnie toczy sie wielooSrodkowe, prospektywne badanie
obserwacyjne The ShockOmics. Celem badania jest okres-
lenie nowych markeréw metabolomicznych mogacych
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Tabela 2. Poréwnanie spektrometrii mas i spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR, nuclear magnetic resonance)

Parametr Spektrometria mas

Wymagana objetos¢ probki 10-50 pl

Przygotowanie prébki

chloroformu, metanolu
Pomiary iloSciowe stezef meta-
bolitow

Pomiary wzgledne

Zalezne od prébki — dodanie wody,

Do pomiaréw bezwzglednych dla kazdego

Spektroskopia NMR
100-400 pl
Dodanie buforu (deuterowanego)

Pomiary bezwzgledne — jeden wzorzec
dla wszystkich metabolitow

metabolitu niezbedny wzorzec wewnetrzny

Powtarzalnos¢ pomiaréw prébek — Zmienna

Analiza probek Destrukcyjna

Analiza lipidow
selekcji metabolitow
Koszt pomiaru probki Wysoki
Identyfikacja metabolitow
Czutos¢ (zalezna od metabolitu) ~ Wysoka (10 nM)

Wykrywalno$é metabolitéw 100-1000 metabolitéw

%20

\.

90 85 80 75 70 65 60 55
ppm

Wyrafinowane metody przygotowawcze,

Czesto wymagajgca (skomplikowana)

Wysoka
Niedestrukcyjna

Wymagana ekstrakcja

Niski

Bardzo dobra

Niska (10 pM)

Ponizej 100 metabolitéw (naktadanie sie sygnatow)

45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05

Rycina 3A, B. Przyktadowe widmo protonowe surowicy zdrowego ochotnika

£
T Ll -
I l /
PTG i [ | |
i | FOEE
I T | ¥
PUFa I
. <
| [ T] LS | {
L= | ) 1 f
| | | ¥ | |r
' [ ] l ' j |
Lt N B
S N U 7Y A L TR
s 5 4 H : 1 0

ppm

Rycina 4. Przyktadowe widmo protonowe ekstraktu lipidowego
surowicy zdrowego ochotnika (opracowano na podstawie [21]);
PL — plazmalogen; TG — triglicerydy; EC (esterified cholesterol) —
cholesterol estryfikowany; TC (total cholesterol) — cholesterol cat-
kowity; PC (phosphatidylcholine) — fosfatydylocholina; SM — sfin-
gomielina; PUFA (polyunsatutated fatty acids) — wielonienasycone
kwasy ttuszczowe; FA (fatty acids) — kwasy ttuszczowe

pomac lepiej zrozumieé patofizjologie wstrzasu septycznego
i kardiogennego, a co za tym idzie, poprawi¢ skuteczno$é
leczenia. Jednoczasowo oceniane bedg parametry hemo-
dynamiczne i metabolomiczne. Do stycznia 2016 roku do
badania wtgczono 68 pacjentow [23].

Niewydolnos¢ serca

z zachowang frakcjg wyrzutowg

Jak dotgd znanych jest kilkanasScie cech patofizjologicznych
roznicujgcych chorych z niewydolnoScia serca z zachowang
(HFpPEF, heart failure with preserved ejection fraction) i ob-
nizong frakcjg wyrzutowa (HFrEF, heart failure with reduced
gjection fraction); jednak molekularne mechanizmy sg jak
dotad mato poznane. Analiza metaboliczna umozliwita
zidentyfikowanie unikatowego metabolomicznego odcisku
palca grupy HFpEF od grupy HFrEF i grupy kontrolnej [24, 25].

Dtugowiecznosé
W badaniach kohortowych dotyczgcych rodzin zaobser-
wowano zwigzek dtugowiecznosci kobiet z okreslonymi
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lipidami, nie zaobserwowano natomiast takiego zwigzku
w przypadku mezczyzn [26].

Kobiety w Srednim wieku bedgce potomkami kobiet
90-100-letnich wykazywaty wyzszag proporcje jednona-
syconych kwaséw ttuszczowych do wielonasyconych;
z tego powodu autorzy sugerowali wyzszg odpornosé
lipidéw surowicy tej grupy kobiet na stres oksydacyjny.
Co wiecej, zidentyfikowano konkretne zwiazki lipidowe,
takie jak fosfatydylocholina i sfingomielina, jako nowe
biomarkery dtugowiecznosci, niezaleznie od stezenia
tréjglicerydow [27].

,0brzeza” profilaktyki sercowo-naczyniowej,
czyli zastosowanie metabolomiki
w ocenie wina

Metabolomika jest dziedzing wiedzy, z ktérej zdobyczy
czerpig réwniez producenci i badacze wina. Dzieki tym
badaniom precyzyjnie oceni¢ mozna zawarte w winach
zwiazki, a co za tym idzie, poSrednio region, z ktérego
pochodza, wiek, szczepy winogron, rodzaj ziemi itp. Moz-
na udowodni¢ winiarskie fatszerstwa. Producenci wina

Abstract

Anna Stowikowska i wsp., Metabolomika

badajg wptyw proceséw kontrolowanej oksygenacji na
sktad metaboliczny wina [28, 29]. Poniewaz z coraz lepszg
doktadnosScia identyfikuje sie poszczegblne zwigzki zawarte
w winach i wiedza o tych zwigzkach bedzie coraz lepsza,
nie jest to nieprawdopodobne, ze w przysztoSci mozliwe
bedzie zalecanie w profilaktyce choréb uktadu krazenia
okreslonego wina okreSlonym osobom.

Podsumowanie

Celem niniejszej publikacji jest zwrdcenie uwagi na dyna-
micznie rozwijajacy sie obszar technologii ,omicznych”,
dzieki ktérym bedzie mozliwe stawianie diagnozy znacznie
wczesniej niz dotad, zapobieganie rozwojowi niektdrych
chordb poprzez stosowanie indywidualnie ustalonej profi-
laktyki, jak rowniez wdrazanie spersonalizowanej terapii.
OczywiScie niezbedne sa dalsze, zwtaszcza kohortowe
badania.

Konflikt interesow

Autorzy nie zgtaszajg konfliktu intereséw.

Metabolomics, the part of systemic biology, is the study of the metabolome, defined as those molecules with an atomic
mass less than 1.5 kDa. There are two main metabolomics methods: mass spectrometry (MS) and proton nuclear mag-
netic resonance (1H NMR) spectroscopy. During last 10 years we can observe dynamic development of omic technolo-
gies as tools of personalized medicine. We can also observe the rising number of metabolomic and lipidomic publica-
tions in cardiovascular area. Novel metabolomics biomarkers may improve risk prediction of cardio-metabolic disorders.

Key words: metabolomic, personalized medicine, omic technologies, lipidomic
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