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S u m m a r y

The concept of metabolomic studies has been developed during the last de-

cade. Comprehensive analysis of primary and secondary metabolites in living or-

ganisms grown under genetic and environmental stresses may deliver interest-

ing information about the status of the studied microorganisms, plants or ani-

mals. The metabolome analysis may be performed using different methodical

approaches and various physicochemical methods may be applied for identifica-

tion of low molecular compounds. Due to huge sets of data collected during the

metabolomic studies, different statistical calculations and bioinformatic tech-

nologies are used for the presentation and interpretation of the results.
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1. Wprowadzenie

Metabolomika jest rozwijaj¹c¹ siê w ostatniej dekadzie dzie-

dzin¹ wiedzy, w której g³ównym celem jest identyfikacja oraz

analiza iloœciowa (zmian iloœciowych) niskocz¹steczkowych pro-

duktów naturalnych – metabolitów pierwotnych i wtórnych,

które tworz¹ metabolom w organizmach ¿ywych. Po³¹czenie in-

formacji uzyskiwanych na poziomie metabolomu z danymi uzy-

skiwanymi w ramach innych technologii genomiki funkcjonalnej

(genomika, transkryptomika i proteomika), a tak¿e na poziomie

regulacji procesów oraz przep³ywów substancji na poziomach
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subkomórkowych (transport poprzez membrany) pozwoli na zrozumienie mechani-

zmów i okreœlenie przebiegu procesów ¿yciowych w pojedynczych komórkach jak

i na poziomie ca³ego organizmu (1-3). Obecnie prowadzone s¹ intensywne prace ba-

dawcze na wszystkich z wymienionych poziomów, integracja zbieranych olbrzymich

zestawów danych wymaga zastosowania zaawansowanych metod bioinformatycz-

nych. W celu porównywania wyników uzyskiwanych w ró¿nych zespo³ach, wymaga-

na jest standaryzacja metod hodowli oraz zbierania materia³u biologicznego, przy-

gotowania próbek do analiz oraz wykorzystania ró¿nych metod instrumentalnych

do analizy jakoœciowej oraz iloœciowej przygotowanych próbek. Kontynuowanie in-

terdyscyplinarnych badañ na wszystkich wymienionych poziomach na bazie meto-

dologii nauk biologicznych pozwoli w przysz³oœci na ca³oœciowe zrozumienie skom-

plikowanych zale¿noœci zachodz¹cych w systemach biologicznych.

Problemy rozwi¹zywane podczas analizy metabolomu dotycz¹ równie¿, a mo¿e

przede wszystkim, zagadnieñ z zakresu in¿ynierii genetycznej i biotechnologii mi-

kroorganizmów (bakterii i grzybów, w tym dro¿d¿y) oraz roœlin pod k¹tem ich przy-

stosowania lub odpornoœci na stres abiotyczny i biotyczny, a tak¿e wykorzystania

tych organizmów do produkcji biologicznie aktywnych produktów naturalnych.

W przypadku ludzi zwraca siê uwagê na mo¿liwoœci znalezienia biomarkerów sta-

nów chorobowych lub te¿ monitorowania metabolizmu leków lub ksenobiotyków.

Olbrzymie zainteresowanie budzi tak¿e monitorowanie produktów naturalnych

przyswajanych w diecie, a tak¿e okreœlanie ich wp³ywu na zdrowie cz³owieka.

Analiza jakoœciowa i iloœciowa mo¿liwie ca³ej puli metabolitów w po³¹czeniu

z badaniami na innych poziomach molekularnych (genom, transkryptom, proteom)

pozwala na rozwi¹zanie wielu problemów badawczych wed³ug koncepcji biologii

systemów. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e wzrost poziomu mRNA (transkryptom) nie

zawsze jest skorelowany z poziomem syntezy bia³ek (proteom) (4), a tak¿e nie

wszystkie bia³ka ulegaj¹ce ekspresji s¹ aktywne enzymatycznie (5). Zjawiska te s¹

zwi¹zane z regulacj¹ poziomów czynników transkrypcyjnych (6-8) i ró¿nego rodzaju

zwi¹zków sygnalnych wi¹¿¹cych siê z bia³kami (9).

Badanie puli metabolitów wtórnych w organizmach ¿ywych siêga pocz¹tków lat

70. ubieg³ego wieku. Horning wraz ze wsp. zaproponowali wykorzystanie uk³adów

chromatograf gazowy spektrometr mas do analizy steroidów, kwasów karboksylo-

wych oraz kwaœnych metabolitów w p³ynach fizjologicznych (10,11). Tego rodzaju

podejœcie zosta³o wykorzystane w latach póŸniejszych do opracowania metody

sprawdzania wystêpowania okreœlonych defektów genetycznych u noworodków, na

podstawie profili metabolitów w próbkach moczu (12). W tego rodzaju badaniach

stosuje siê systemy chromatograf cieczowy-spektrometr mas (LC-MS), b¹dŸ chroma-

tograf gazowy-spektrometr mas (GC-MS). Od momentu zaproponowania i opraco-

wania koncepcji profilowania metabolitów mo¿liwoœci instrumentalne uleg³y ol-

brzymim zmianom, zarówno na poziomie rozdzia³u skomplikowanych mieszanin

substancji (systemy chromatograficzne) jak i identyfikacji poszczególnych sk³adni-

ków tych¿e mieszanin, poprzez wykorzystanie ró¿nych metod detekcji sk³adników
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próbek: spektroskopia magnetycznego rezonansu j¹drowego (NMR), spektrometria

mas (MS), spektrofotometria w podczerwieni z transformacj¹ Fouriera (FT IR), spek-

trofotometria w ultrafiolecie (UV), spektroskopia Ramana. Sporadycznie s¹ równie¿

stosowane inne metody identyfikacji zwi¹zków. Nale¿y podkreœliæ, ¿e wymienione

metody detekcji zwi¹zków oparte s¹ na wykorzystaniu ró¿nych zjawisk fizykoche-

micznych. G³ównymi czynnikami, które trzeba braæ pod uwagê przy doborze metod

instrumentalnych, u¿ywanych w badaniach metabolitów jest czu³oœæ, specyficznoœæ

oraz zakres dynamiczny okreœlaj¹cy mo¿liwoœæ detekcji (identyfikacji) zwi¹zków wy-

stêpuj¹cych w ró¿nych zakresach stê¿eñ (13). Uzyskanie zakresu dynamicznego

4 rzêdów wielkoœci (104) jest obecnie osi¹galne. Nale¿y podkreœliæ równie¿, ¿e se-

lektywnoœæ identyfikacji substancji w stosowanych metodach detekcji jest odwrot-

nie proporcjonalna do czu³oœci urz¹dzenia. Tego rodzaju zale¿noœæ stwarza powa¿-

ne problemy zwi¹zane z identyfikacj¹ substancji i ich analiz¹ iloœciow¹ w próbkach

badanego materia³u biologicznego.

2. Metabolomika – podstawowe definicje

Definicja metabolomu zosta³a podana przez Oliviera i wsp. w czasie prac nad

sk³adem metabolitów w komórkach dro¿d¿y i wykorzystaniem tych danych w geno-

mice funkcjonalnej (14), i równolegle przez Tweeddale przy okazji publikowania

wyników badañ metabolitów podczas analizy fenotypowej komórek Escherichia coli

(15). Trzy lata póŸniej Fiehn wprowadzi³ bardziej jasn¹ definicjê analizy metabolo-

mu z okreœleniem ró¿nego rodzaju metod stosowanych w analizie metabolitów

obecnych w komórkach (16). Metabolomem nazywamy ca³¹ pulê niskocz¹steczko-

wych produktów naturalnych syntetyzowanych w organizmie ¿ywym znajduj¹cym siê

pod wp³ywem okreœlonych czynników zewnêtrznych. Istotn¹ rolê profilowania me-

tabolitów w badaniach z zakresu genomiki funkcjonalnej przedstawi³ równie¿ Will-

mitzer i wsp. w swoim artykule opublikowanym w roku 1999 (17).

Pojêcia „metabolomika” i „metabonomika” w chwili ich utworzenia stosowano

wymiennie, jednak ostatnio zosta³y podjête próby specyficznego rozró¿nienia zna-

czenia dla obu definicji. Celem metabolomiki w badaniach organizmów ¿ywych (sys-

temów biologicznych) jest katalogowanie i oznaczanie iloœciowe maksymalnie wielu

zwi¹zków chemicznych w analizowanych próbkach materia³u biologicznego. Nato-

miast w zakres metabonomiki wchodz¹ badania dotycz¹ce profilowania zmian ilo-

œciowych i jakoœciowych metabolitów zasadniczo w organizmie cz³owieka (ewentu-

alnie zwierz¹t modelowych) w odpowiedzi na stresy: choroba, dzia³anie substancji

toksycznych lub o dzia³aniu farmakologicznym lub ewentualnie bêd¹ce odpowie-

dzi¹ na zmiany w przyjmowanej diecie (18).

Dyskutowanie sk³adu ca³ego metabolomu w danym mikroorganizmie, roœlinie

i zwierzêciu jest obecnie niemo¿liwe. W celu uproszczenia stopnia skomplikowania

omawianego problemu mo¿na siê ograniczyæ do pojedynczego organu, tkanki albo
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te¿ p³ynów fizjologicznych (mocz, krew i p³yn mózgowo-rdzeniowy), albo jednego

rodzaju komórek. Szacuje siê, ¿e w pojedynczym metabolomie mo¿e wystêpowaæ

od 1500 metabolitów w komórkach mikroorganizmów i oko³o 2500 metabolitów

pierwotnych i wtórnych w organizmach zwierzêcych, z kolei w tkankach roœlinnych

szacuje siê, ¿e mo¿e byæ obecnych od 5000 (Arabidopsis thaliana) do kilkunastu tysiê-

cy metabolitów (3,19). Z kolei w ca³ym królestwie roœlin ca³kowit¹ liczbê obecnych

metabolitów wtórnych szacuje siê na oko³o 200 000 do 250 000 (20,21). Wspó³czeœ-

nie wykorzystywane metody instrumentalne pozwalaj¹ na identyfikacjê oraz analizê

iloœciow¹ niewielkiej czêœci metabolitów wystêpuj¹cych w badanym organizmie.

Maksymalna liczba zwi¹zków organicznych identyfikowanych w trakcie pojedynczej

analizy nie przekracza kilkuset (22-24). W przypadku stosowania systemów GC-MS

lub LC-MS, w celu identyfikacji maksymalnej liczby metabolitów musz¹ byæ stosowa-

ne odpowiednie programy umo¿liwiaj¹ce dekonwolucjê (podzia³) nak³adaj¹cych siê

widm pochodz¹cych od zwi¹zków, nie rozdzielonych podczas analizy chromatogra-

ficznej z powodu bardzo zbli¿onej budowy (zwi¹zki izomeryczne) lub spowodowa-

nych innymi przyczynami, np. podobnymi w³aœciwoœciami. Sk³ad metabolomu po-

szczególnych gatunków odzwierciedla unikatowy przebieg procesów fizjologicz-

nych i biochemicznych zachodz¹cych w czasie ich rozwoju (ontogenezy) oraz okre-

œla wp³yw czynników zewnêtrznych na przebieg procesów ¿yciowych. Analiza meta-

bolitów pierwotnych i wtórnych pozwala na okreœlenie fenotypu biochemicznego

danego organizmu jako ca³oœci lub ewentualnie poszczególnych tkanek lub zdefi-

niowanych typów komórek.

T a b e l a

Podzia³ podejœæ metodycznych stosowanych w metabolomice

Podejœcia metodyczne Stosowane metody instrumentalne

1 2

metabolomika (ang. metabolomics) analiza metabolomiczna GC (GC2) sprzê¿ona z MS

LCn-MS

LC = HPLC lub UPLC

MS = MSn or FT ICR

CE-MS

profilowanie metabiolitów (ang. metabolite profiling) LC-MS

CE-MS

LC-NMR

LC-EC (detektor elektrochemiczny)

celowana analiza metabolitów (ang. metabilite target analysis) GC-MS

LC-MS

CE-MS

Metabolomika – narzêdzie w genomice funkcjonalnej i biologii systemów

BIOTECHNOLOGIA 2 (85) 54-64 2009 57



1 2

metabolomiczny odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting) NMR

DIMS – bezpoœrednia infuzja próbki do komory joni-
zacyjnej spektrometru mas

LDI-MS – desorpcyjna jonizacja laserm

MSLDI-MS – desorpcyjna jonizacja laserm z supresj¹
matrycy

FT IR – spektroskopia w podczerwieni z transformacj¹
Furiera

spektroskopia ramanowska

metabolomiczny odcisk stopy (ang. metabolic footprinting) metody analityczne (jw.)

analiza przep³ywu metabolitów (ang. metabolite flux analysis)
lub fluksomika (ang. fluxomics)

NMR

DIMS

LC-MS

GC-MS

Tabela przygotowana na podstawie publikacji (18).

Do analizy metabolomów s¹ wykorzystywane ró¿ne podejœcia metodyczne

(tab.): 1) jednoczesna analiza mo¿liwie jak najwiêkszej liczby metabolitów z równo-

leg³¹ ich identyfikacj¹ i oznaczeniem iloœciowym sk³adników próbki – metabolomi-

ka (ang. metabolomics) lub analiza metabolomiczna; 2) celowana analiza metabolitów

(ang. metabolite target analysis) – w tym podejœciu celem analiz s¹ metabolity po-

wstaj¹ce w okreœlonym szlaku metabolicznym lub specyficznych enzymów bêd¹cych

przedmiotem badañ; 3) profilowanie metabolitów (ang. metabolite profiling) przed-

miotem analizy jest zdefiniowana grupa metabolitów (np. lipidy), tego rodzaju po-

dejœcie jest szczególnie czêsto wykorzystywane w badaniach medycznych (klinicz-

nych i farmakologicznych); 4) metabolomiczny odcisk palca (ang. metabolic finger-

printing) polega na klasyfikacji analizowanych próbek na podstawie rejestrowanych

sygna³ów w widmach zapisywanych przy wykorzystaniu wybranej metody instru-

mentalnej zapewniaj¹cej du¿¹ szybkoœæ wykonania analiz, bez koniecznoœci roz-

dzia³u oraz identyfikacji poszczególnych sk³adników obecnych w badanych prób-

kach, pomijaj¹c podczas analiz etap rozdzia³u mieszanin, tego rodzaju podejœcia

stosuje siê w czasie badañ metabolomów wewn¹trzkomórkowych; 5) metabolo-

miczny odcisk stopy (ang. metabolic footprinting) w tych metodach s¹ u¿ywane iden-

tyczne techniki analityczne co w przypadku metabolomicznego odcisku palca, jed-

nak¿e analizie poddawane s¹ substancje wydzielane z komórek do medium pozako-

mórkowego, badanego w stanach chorobowych, w wyniku dzia³ania leków lub sub-

stancji toksycznych. Podczas realizacji tego rodzaju projektów mo¿liwe jest rów-

nie¿ stosowanie technik chromatograficznych (chromatografia gazowa, chromato-

grafia cieczowa); 6) analiza przep³ywu metabolitów (ang. metabolite flux analysis) lub

fluksomika (ang. fluxomics) to podejœcie metodyczne dotyczy g³ównie analizy meta-
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bolitów znaczonych izotopowo (trwa³ymi izotopami 13C i/lub 15N), odpowiednie

substraty wprowadzane s¹ do kultur komórkowych lub tkankowych (ssaków, roœlin

dro¿d¿y, bakterii) w kolejnym kroku okreœlane s¹ kierunki ich transportu (18,25,26).

Wymienione podejœcia metodyczne pozwalaj¹ na realizacjê celów badawczych sta-

wianych podczas prowadzenia badañ w dziedzinie metabolomiki.

3. Metody instrumentalne stosowane podczas analizy metabolomu

Niskocz¹steczkowe metabolity pierwotne i wtórne wystêpuj¹ce w materiale bio-

logicznym nale¿¹ do ró¿nych klas produktów naturalnych, powstaj¹ na ró¿nych dro-

gach aktywnoœci enzymatycznej. Zwi¹zki te mog¹ w niezwykle du¿ym stopniu ró¿-

niæ siê w³aœciwoœciami fizykochemicznymi (zakres mas cz¹steczkowych, polarnoœæ,

prê¿noœæ par – lotnoœæ, termostabilnoœæ). Wymienione ró¿nice powoduj¹, ¿e za-

sadniczo nie jest mo¿liwa jednoczesna ekstrakcja z materia³u biologicznego wszyst-

kich metabolitów. Bardzo czêsto stosuje siê mieszaniny rozpuszczalników o ró¿nej

polarnoœci, pozwala to na wydzielenie z tkanek stosunkowo szerokiej gamy produk-

tów naturalnych (27). Sposób ich dalszych analiz zale¿ny jest od celu prowadzonych

badañ. W wielu przypadkach nie jest konieczna identyfikacja poszczególnych sk³ad-

ników próbek (patrz tab.), wtedy etap rozdzia³u substancji znajduj¹cych siê w mie-

szaninach mo¿e zostaæ pominiêty. W przypadku wykorzystywania podejœæ opie-

raj¹cych siê na rozdziale mieszanin substancji, mo¿na stosowaæ techniki chromato-

graficzne na kolumnach gazowych (28,29) lub cieczowych (23,28-30), albo te¿ meto-

dy elektroforezy kapilarnej (29,31). W przypadku metabolitów pierwotnych najczê-

œciej u¿ywane s¹ chromatografy gazowe. W tych sytuacjach substancje znajduj¹ce

siê w mieszaninach poddawane s¹ reakcjom chemicznym, w których nastêpuje za-

blokowanie grup polarnych w cz¹steczkach (28). Dziêki temu wzrasta lotnoœæ sk³ad-

ników analizowanych próbek i s¹ one zdolne przep³yn¹æ przez kolumnê chromato-

grafu gazowego nie ulegaj¹c degradacji termicznej. Rozdzia³y mieszanin substancji

metod¹ chromatografii cieczowej nie wymagaj¹ wstêpnego blokowania grup funk-

cyjnych w cz¹steczkach przed przyst¹pieniem do analiz. Zarówno w przypadku

chromatografii gazowej jak i chromatografii cieczowej mo¿na stosowaæ wielowy-

miarowe techniki chromatograficzne. W podejœciu tym stosuje siê kolumny o ró¿-

nych w³aœciwoœciach, w ten sposób stosuj¹c stopniowe wymywanie sk³adników mie-

szaniny z pierwszej kolumny, na drugiej kolumnie uzyskuje siê lepszy rozdzia³

mniejszej liczby zwi¹zków, a co za tym idzie precyzyjniej mo¿e dzia³aæ u¿ywany de-

tektor. Detektorami o najwy¿szej specyficznoœci s¹ spektrometry NMR, jednak mo¿-

liwoœci ich stosowania w uk³adach chromatograf cieczowy-spektrometr NMR

(LC/NMR) s¹ ograniczone z uwagi na ich wzglêdnie nisk¹ czu³oœæ i wysoki koszt ana-

lizy wynikaj¹cy z koniecznoœci stosowania deuterowanych rozpuszczalników (13).

W przypadku wykorzystania spektrometrów mas jako detektorów w systemach

chromatograficznych, w ró¿nych systemach nale¿y u¿ywaæ odmiennych metod joni-
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zacji: 1) w chromatografach gazowych stosuje siê spektrometry mas z jonizacj¹

elektronami (EI, ang. electron ionization); 2) w chromatografach cieczowych oraz apa-

ratach do elektroforezy kapilarnej u¿ywa siê metody jonizacji pod ciœnieniem at-

mosferycznym: elektrorozpraszanie (ESI, ang. electrospray) lub jonizacjê chemiczn¹

pod ciœnieniem atmosferycznym (APCI, ang. atmospheric pressure chemical ionization).

Z kolei w przypadkach korzystania ze spektrometrów mas do jonizacji próbek mie-

szanin bez rozdzia³ów mo¿liwe jest równie¿ u¿ycie innych niskoenergetycznych

metod wzbudzania (30). Nale¿y podkreœliæ, ¿e podczas stosowania technik spektro-

metrii mas z niskoenergetycznymi metodami jonizacji niezwykle istotne jest korzy-

stanie z kolizyjnie indukowanej dysocjacji w analizatorach typu MSn (CID/MS/MS,

ang. collision induced dissociation tandem mass spectrometry) do fragmentowania jonów

protonowanych lub deprotonowanych cz¹steczek [M+H]+/[M-H]- (32). Po³¹czenie

mo¿liwoœci fragmentacji jonów z wysok¹ rozdzielczoœci¹ analizatora pozwala na

uzyskanie danych pozwalaj¹cych na identyfikacjê lub ewentualnie charakterystykê

strukturaln¹ stosunkowo du¿ej liczby zwi¹zków (33). Oba systemy detekcji s¹ g³ów-

nie wykorzystywane w spektrometrach mas stosowanych w analizach metabolo-

micznych do profilowania metabolitów oraz celowanej analizy metabolitów (tab.).

Do analiz jakoœciowych oraz iloœciowych poza systemami opartymi na detekcji tech-

nikami spektrometrii mas stosowane s¹ równie¿ detektory promieniowania UV,

elektrochemiczne albo fluorescencji indukowanej promieniowaniem lasera (13).

Z kolei podczas analiz w metodyce odcisku palca/odcisku stopy poza systemami

GC/MS, LC/MS i LC/NMR stosuje siê strategie analityczne bez korzystania z technik

chromatograficznych. W tych podejœciach poza wysokorozdzielczymi spektrometra-

mi mas oraz magnetycznego rezonansu j¹drowego u¿ywa siê równie¿ innego typu

detektory: spektrofotometry w podczerwieni i Ramana. Nale¿y podkreœliæ, ¿e

w zwi¹zku z koniecznoœci¹ umo¿liwienia porównywania wyników uzyskiwanych

w poszczególnych laboratoriach musz¹ byæ zachowane œcis³e regu³y przygotowania

próbek oraz procedury wykonywania analiz z wykorzystaniem poszczególnych po-

dejœæ metodycznych. W celu ujednolicenia wszelkich procedur poœród badaczy zaj-

muj¹cych siê badaniami w dziedzinie metabolomiki w 2005 r. zosta³a powo³ana gru-

pa przygotowuj¹ca sformalizowane procedury analizowania metabolitów w prób-

kach materia³u biologicznego ró¿nego pochodzenia (33,34).

4. Analiza statystyczna i bioinformatyczna danych metabolomicznych

Iloœæ danych uzyskiwanych podczas analiz metabolomów jest niezwykle du¿a

w zwi¹zku z tym istnieje koniecznoœæ stosowania zaawansowanych metod staty-

stycznych i bioinformatycznych umo¿liwiaj¹cych interpretacjê jakoœciow¹ oraz iloœ-

ciow¹ uzyskiwanych wyników oraz integracjê tych rezultatów z wynikami uzyskiwa-

nymi na innych poziomach molekularnych (proteom, transkryptom) (27,28,35-40).

Prace eksperymentalne maj¹ce na celu na przyk³ad okreœlenie mechanizmów obron-
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nych roœlin przed stresami œrodowiskowymi lub mikroorganizmami chorobotwór-

czymi wymagaj¹ przeprowadzenia wielu doœwiadczeñ, w których konieczne jest

przebadanie wielu próbek kontrolnych i poddawanych dzia³aniu badanego czynnika

stresowego. Ka¿dy badany obiekt musi byæ przygotowany w odpowiedniej liczbie

powtórzeñ ze wzglêdu na efekt zwi¹zany z ró¿norodnoœci¹ biologiczn¹, a tak¿e

z powodu mo¿liwoœci pope³nienia b³êdów technicznych podczas przygotowania

próbek oraz przeprowadzonych analizy instrumentalnych. Podstawowym proble-

mem, który jest stawiany podczas opracowania wykonanych analiz jest okreœlenie

czy zestawy metabolitów w próbkach pobranych na przyk³ad od osobników zdro-

wych i chorych, kontrolnych i poddawanych dzia³aniu stresu, ulegaj¹cych modyfika-

cji genetycznej i typu dzikiego s¹ ró¿ne. Do tego rodzaju porównañ wykorzystuje

siê g³ównie metody obliczeniowe takie jak analiza sk³adowych g³ównych (PCA, ang.

principal component analysis) lub analiza sk³adowych niezale¿nych (ICA, ang. indepen-

dent component analysis) (27,35). Po okreœleniu obecnoœci odpowiednich grup w ana-

lizowanych populacjach próbek w celu ustalenia istotnoœci ró¿nic pomiêdzy ustalo-

nymi grupami s¹ stosowane klasyczne metody analizy statystycznej, takie jak test t

Studenta lub wielozmienna analiza wariancji (MANOVA) (27). Zastosowania metod

bioinformatycznych wymagaj¹ prace prowadz¹ce do integracji danych metabolo-

micznych z danymi z innych poziomów molekularnych (proteom, transkryptom,

fluksom) w celu ca³oœciowego spojrzenia na przebieg procesów fizjologicznych

i biochemicznych w organizmach ¿ywych z punktu widzenia biologii systemów lub

genomiki funkcjonalnej (41-44).

Ze wzglêdu na wielkoœæ zestawów danych zbieranych podczas analiz metabolo-

micznych, szczególnie podczas profilowania metabolitów lub analiz metabolomicz-

nych metodami GC/MS i LC/MS, istnieje koniecznoœæ tworzenia baz danych. Bazy za-

wieraj¹ce informacje na temat widm masowych rejestrowanych w badaniach meta-

bolomicznych zosta³y zorganizowane przez szereg laboratoriów na œwiecie. Jedn¹

z nich jest baza pierwotnych metabolitów roœlinnych, opieraj¹ca siê na widmach

GC/MS, rejestrowanych po jonizacji analitu elektronami, zorganizowana przez Insty-

tut Maksa Plancka Molekularnej Fizjologii Roœlin w Golm, Niemcy (45). Inna baza,

dotycz¹ca metabolomu pomidora oparta jest na widmach uzyskiwanych po anali-

zach LC/MS, zosta³a opracowana na Uniwersytecie Przyrodniczym w Wageningen

(46). W roku 2007 zosta³a upubliczniona baza danych Metabolomu Ludzkiego

(HMBD, ang. Human Metabolome DataBase; http://www.hmdb.ca/). Zawiera ona infor-

macje o 6500 substancjach zidentyfikowanych w organizmie ludzkim, ponadto ist-

niej¹ po³¹czenia z szeregiem innych baz danych poœwiêconych nie tylko metaboli-

tom, zawieraj¹ one m.in. dane o widmach sk³adników po¿ywienia roœlinnego (2000)

oraz leków (1500) (47).
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5. Uwagi koñcowe

Podsumowuj¹c, mo¿na stwierdziæ, ¿e badania metabolomu pozwalaj¹ na wiary-

godne obrazowanie zmian zachodz¹cych w organizmach ¿ywych. Ca³oœciowe zrozu-

mienie wszystkich procesów zachodz¹cych w komórkach wymaga integracji badañ

na wszystkich poziomach molekularnych. Do realizacji tego celu jest konieczny bar-

dzo skomplikowany aparat obliczeniowy pozwalaj¹cy na korzystanie z olbrzymich

zasobów wyników eksperymentalnych zbieranych podczas analiz i zgromadzonych

w bazach danych. Obecnie wyci¹ganie ostatecznych wniosków przedstawiaj¹cych

ca³oœciowo problemy opisywane w biologii systemów jest jeszcze niemo¿liwe. Jed-

nak¿e dane z analiz metabolomów mog¹ byæ wykorzystane w badaniach naukowych

oraz dzia³aniach praktycznych w wielu dziedzinach nauk biologicznych i medycz-

nych. W pierwszej kolejnoœci analiza niskocz¹steczkowych produktów naturalnych

wystêpuj¹cych w organizmie cz³owieka pozwoli na oznaczenie biomarkerów sta-

nów chorobowych, zarówno w chorobach nowotworowych jak i uk³adu kr¹¿enia,

czy te¿ wp³ywu leków na przebieg procesu leczenia, b¹dŸ wp³ywu diety na zdrowot-

noœæ okreœlonych populacji (40,48-53). Ró¿nego rodzaju technologie analizy meta-

bolomów s¹ wykorzystywane w okreœlaniu funkcji genów, wp³ywu czynników stre-

sowych (biotycznych i abiotycznych) na przebieg procesów ¿yciowych w dro¿d¿ach,

grzybach chorobotwórczych oraz bakteriach. Ma to m.in. na celu optymalizacjê wa-

runków hodowli, w których mikroorganizmy wykorzystywane s¹ w celach biotech-

nologicznych (37,38,54). Z kolei w przypadku badañ metabolomów roœlinnych uzy-

skane informacje mog¹ pomóc w otrzymywaniu odmian u¿ytkowych bardziej od-

pornych na choroby lub stresy œrodowiskowe jak zimno czy susza, a tak¿e drzew

z bardziej korzystnym stosunkiem celulozy do lignin oraz wykorzystania roœlin do

wytwarzania produktów naturalnych o okreœlonej aktywnoœci biologicznej czy war-

toœciach od¿ywczych (55-58).

Opracowanie powsta³o w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-

stwo Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego: nr 2 P06A 03029.
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