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Potencjat wykorzystania metabolomiki
w badaniach przemystowych

Potential of using metabolomics in industrial research

Metabolomika, nalezaca do nauk omicznych, jest podejsciem analitycznym stuzacym
do okreslania zmian jakoSciowych i iloSciowych w sktadzie prébki (metabolomu) przy
pomocy zaawansowanych metod analitycznych, takich jak spektroskopia magnetycz-
nego rezonansu jadrowego (NMR) oraz spektrometria mas (MS) sprzezona z techni-
kami separacyjnymi (np. LC-MS, GC-MS, CE-MS). Zebrane dane analityczne sg analizo-
wane za pomocg wielowymiarowych metod chemometrycznych oraz metod uczenia
maszynowego. Ze wzgledu na zdolnos¢ do wykrywania zmian w badanym materiale
analitycznym powodowanych przez czynniki zaréwno wewnetrzne jak i zewnetrzne,
metabolomika wykazuje bardzo duzy potencjat do wykorzystania w réznych gateziach
przemystu, gdzie potrzebna jest powtarzalno$¢ procesow, doktadna analiza oraz au-
tentykacja-uwierzytelnianie pochodzenia poszczegdlnych sktadnikéw stosowanych
w produkcji. Metabolomika moze by¢ stosowana w takich branzach przemystowych
Jjak przemyst spozywczy, biotechnologiczny, farmaceutyczny i kosmetyczny. Doskona-
le moze sprawdzac sie w medycynie do wyznaczania nowych celow terapeutycznych,
pozwala na monitorowanie terapii oraz rozwoju stanow patologicznych. W toksykologii
Srodowiskowej umoZliwia okreslanie zmian w metabolomie organizmow po ekspozycji
na dany stresor oraz zmiany Srodowiskowe. W opracowaniu przedstawiono przyktady
aktualnych i potencjalnych zastosowari metabolomiki w réznych gateziach przemystu.
Stowa kluczowe: metabolomika, przemyst, biotechnologia, NMR, LC-MS

Wprowadzenie

Postepujacy rozwoj technologiczny znaczaco wptywa na prze-
myst, poprzez stawianie coraz to nowych wymagar jakosciowych
odnosnie wytwarzanych produktéw. Zaawansowane techniki ana-
lityczne, pierwotnie wykorzystywane gtownie do celéw naukowo-
-badawczych, obecnie znajdujg zastosowanie w réznych gateziach
przemystu. Rozwdj metod analityki chemicznej niewatpliwie zwiek-
sza ich wykorzystanie, co jednoczesnie sprawia, ze sg one coraz
czesciej stosowane w przedsiebiorstwach. Metabolomika stanowi
szczegdlne podejscie do analityki chemicznej, ktdre po raz pierwszy
byto zaproponowane ok. 25 lat temu [1]. Jest to nauka wchodzaca
w sktad tak zwanych metod omicznych, do ktérych nalezy réwniez
genomika (analiza catego genomu), transkryptomika (badanie eks-
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Metabolomics, a field within omics sciences, is an analytical approach used to determi-
ne qualitative and quantitative changes in the composition of a sample (metabolome)
using advanced analytical methods such as nuclear magnetic resonance spectroscopy
(NMR) and mass spectrometry (MS) coupled with separation techniques (e.g., LC-MS,
GC-MS, CE-MS). The collected analytical data are analyzed using multidimensional
chemometric methods and machine learning techniques. Due to its ability to detect
changes in the analyzed material caused by both internal and external factors, meta-
bolomics has great potential for use in various industries where process repeatability,
precise analysis, and authentication of the origin of individual components used in
production are needed. Metabolomics can be applied in industries such as food,
biotechnology, pharmaceuticals, and cosmetics. It can also be valuable in medicine
for identifying new therapeutic targets, monitoring therapy, and the development of
pathological conditions. In environmental toxicology, it enables the determination
of changes in the organism’s metabolome after exposure to a specific stressor and
environmental changes. This paper presents examples of current and potential ap-
plications of metabolomics in various industries.

Keywords: Metabolomics, Industry, Biotechnology, NMR, LC-MS

presji gendw) i proteomika (analiza kompletnego zestawu biatek —
proteomu). Wszystkie te techniki reprezentuja systemowe podejscie
do analizy uktadow i prébek biologicznych [2].

Obecnie metabolomika umozliwia szybkie, doktadne i szczego-
fowe okreslenie stanu fizjologicznego oraz proceséw molekularnych
zachodzacych w uktadach i prébkach biologicznych. Skutecznie
wykorzystywana jest do analizy komarek, tkanek, ptynow biolo-
gicznych oraz catych organizmow, w tym ssakow [5], roslin [6-8]
i mikroorganizmow [9]. W wielu dziedzinach przemystu, zwtaszcza
zwigzanych z biotechnologig, istnieje silne zainteresowanie procesa-
mi biochemicznymi i réznicami w sktadzie probek biologicznych. Do-
tyczy to takich obszardw jak produkcja zywnosci, ocena jej jakosci
i wydajnosci produkcji, spersonalizowana medycyna, produkcja far-
maceutykdw oraz analiza wptywu przemystu na srodowisko (rys. 1).

nr1/2024 © tom 73



OBSZARY ZASTOSOWANIA

METABOLOMIKI

Rys. 1. Wybrane przyktady praktycznego zastosowania metabolomiki

Artykut ma na celu podsumowanie wybranych potencjalnych i ak-
tualnych zastosowan metabolomiki w réznych obszarach przemy-
stowych.

Zastosowanie metod analitycznych
w metabolomice

Najczesciej stosowang metoda analityczng w metabolomice jest
spektrometria mas MS (mass spectrometry) sprzezona z chromato-
grafig cieczowg LC-MS (liquid chromatography-mass spectrometry),
gazowa GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) lub elektro-
foreza kapilarng CE-MS (capillary electrophoresis-mass spectrometry),
a takze spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego NMR
(nuclear magnetic resonance) (rys. 2) [3].

Spektrometria mas charakteryzuje sie niezwykle wysokg czuto-
$cig metody. Za jej pomocg mozna oznaczac¢ stezenia substancji na-
wet w przedziatach femtomolowych, jednak najczesciej w badaniach
metabolomicznych, w praktyce oznacza sie stezenia mikro- i nano-
molowe. W szczegdlnosci na uwage zastuguje wysokorozdzielcza
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spektrometria mas HRAM-MS (high resolution accurate mass — mass
spectrometry), ktéra pozwala wyznaczac¢ stosunek masy do tadunku
m/z zaréwno z wysoka doktadnoscia (btad pomiaru <1 ppm (parts
per million)), jak i z wysoka rozdzielczo$cig umozliwiajaca rozréznianie
metabolitdw na podstawie nawet tysiecznych czesci jednostki masy
atomowsej. Taka precyzja widm MS pozwala na dokfadne wyznacze-
nie wzoru sumarycznego substancji, co znaczgco zaweza mozli-
we identyfikacje. Rdwnoczesnie eksperymenty z wykorzystaniem
techniki fragmentacji jonow (MS/MS) pozwalajg czesto na jedno-
znaczng identyfikacje badanych substanciji [10]. Oznaczanie danej
grupy zwigzkdow za pomocg metody LC-MS wymaga dopracowania
zaréwno odpowiedniej procedury przygotowania probki oraz doboru
wielu zmiennych analizy, ktére w znacznym stopniu wptywajg na
uzyskiwane wyniki, w tym dobor kolumny chromatograficznej (np.
typu HILIC, RP-C18 etc.), eluentéw wraz z dodatkami (np. metanol,
acetonitryl, woda, sole buforujgce), parametréw chromatograficznych
(np. przeptyw, gradient, temperatura), a takze rodzaju i parametrow
Zrédta jondw, typu eksperymentu pomiarowego i innych [11]. Dobodr
odpowiedniego ukfadu tych wszystkich parametréw moze pozwoli¢
na bardzo szerokie pokrycie analityczne danej probki z detekcja za-
rowno zwigzkéw polarnych jak i niepolarnych. Zastosowanie kilku
réznych wariantdw rozdziatu takich jak GC-MS, LC-MS i CE-MS moze
dziata¢ komplementarnie i pozwoli¢ na kompleksowa charakterystyke
molekularng badanego materiatu. Pomiary wykonywane za pomocg
spektrometrii mas czesto wymagajg tzw. standardéw wewnetrznych
i/lub bardzo dobrze opracowanych baz danych zawierajacych biblio-
teki autentycznych referencyjnych widm zwigzkow oraz tych gene-
rowanych in silico [12]. Specjalistyczne oprogramowanie pozwala na
wykonywanie celowanej analizy znanych i poszukiwanych w probce
badanych substancji. W analizie niecelowanej bierze sie pod uwage
odpowiedni profil-uktad sygnatéw (cech), ktéry charakteryzuje sktad
molekularny danej probki. Podejscie to nalezy do tzw. $lepych analiz
(blind analysis) i bazuje na podobieristwach pomiedzy okreslonymi
profilami sygnatéw pochodzacych od danych probek. Metoda ta jest
w szczegolnosci przydatna jako metoda przesiewowa dla porowny-
wania jakosci surowcow i potproduktow, powtarzalnosci produkcii
(optymalizacji proceséw) oraz kontroli produktu korncowego [13].
Nastepng metodg powszechnie wykorzystywang w metabolomi-
ce jest spektroskopia jgdrowego rezonansu magnetycznego NMR.
Cechuije sie ona duza zdolnoscig do identyfikacji struktur zwigzkow
oraz wysoka powtarzalnoscia. Sg to niewatpliwie
zalety tej metody, za pomoca ktdrej mozna w spo-
sob jednoznaczny przypisa¢ strukture badanych
zwigzkdw na podstawie wielu widm jednowymia-
rowych lub dwuwymiarowych. W analizie struk-
turalnej analizowanych zwigzkéw chemicznych
niezwykle uzyteczne sg réwniez komercyjne
bazy danych takie jak np. CHENOMX [14], ktdre
zawierajg referencyjne zestawy widm najczescie;
wystepujgcych metabolitow. Nieocenione sg row-
niez wtasne bazy danych, ktére w znaczny sposob
wspomagajg identyfikacje sygnatow NMR. Wy-
korzystanie bibliotek referencyjnych jest mozliwe
gtéwnie dzieki duzej powtarzalnosci pomiardw, co
jest gtdwnym atutem tej metody. Oczywiscie wraz
z rosngcym natezeniem pola/czestotliwoscig apa-
ratow rosnie rozdzielczos¢ widm, a z rozwojem
sond pomiarowych, czutos¢ pomiaréw. Nieste-
ty ciggle barierg do rutynowego wykorzystania
w przemysle tej metody jest cena aparatow NMR,
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chociaz wykonanie pomiardw przez wyspecjalizowane jednostki jest
relatywnie tanie. W ostatnim czasie pojawity sie réwniez na rynku
mate niskobudzetowe aparaty NMR typu benchtop, ktore wydajg sie
by¢ niezwykle przydatne w analizie niecelowanej [15]. Spektroskopia
NMR pozwala na analize zwigzkéw polarnych i niepolarnych, w zalez-
nosci od wykonanej ekstrakeji metabolitéw oraz uzytego odczynnika
deuterowanego. Najbardziej popularnymi odczynnikami sg woda
deuterowana D,0, deuterowany metanol CD,0D oraz deuterowany
chloroform CDCI,. W przypadku D,0 do wykonania pomiaru wystar-
czy zastosowanie ok 10-proc. roztworu D,0 w H,0, co w znaczny
sposdb obniza koszty analizy. Na powtarzalnos¢ spektroskopii NMR
korzystnie wptywa réwniez opracowanie standardowych procedur
pomiarowych wraz z opracowaniem wtasnych parametrow w zalez-
nosci od analizowanej probki [16]. Wszystkie te czynniki wptywajg
na wysoka odtwarzalnosé wykonywanych pomiardw i jest to gtowny
argument przewagi spektroskopii NMR nad spektrometrig mas.
W przeciwienstwie jednak do jakiejkolwiek analizy z wykorzysta-
niem spektrometrii mas, poziom detekcji badanych metabolitéw jest
znacznie stabszy i siega ok. 0,05 mM, w zaleznosci od ilosci skandw
pomiarowych (czasu pomiaru). Kolejng cecha spektroskopii NMR
jest mozliwosc¢ zastosowania rozdzielenia, ,odfiltrowania” zwigzkow
niskoczgsteczkowych od makromolekut za pomocg odpowiedniego
programu (sekwencji pulséw), tym samym znaczgco usprawniajgc
badanie metabolitéw w ztozonych matrycach.

Jak wynika z przedstawionych informacji najlepszym podej-
$ciem metabolomicznym powinno by¢ réwnoczesne wykorzystanie
zarowno spektrometrii mas jak i spektroskopii NMR do analizy tych
samych probek. Réwnoczesna, wieloplatformowa analiza moze
by¢ skutecznie wykorzystywana, tworzgc wysoko komplementarne
narzedzia dla jak najwiekszego pokrycia analitycznego badanego
materiatu.

W obu opisanych metodach kluczowym aspektem jest zapla-
nowanie odpowiedniego eksperymentu pomiarowego Dok (design
of experiment) wraz z odpowiednim przygotowaniem badanych
probek [17]. Od tej procedury preanalitycznej w znacznej mierze
zalezy cata dalsza analiza oraz otrzymane wyniki badan. W kaz-
dych pomiarach kluczowym etapem przygotowania probki jest
ekstrakcja metabolitow. Do ekstrakcji zwigzkdw polarnych najcze-
$ciej uzywane sg organiczne rozpuszczalniki polarne typu metanol
lub acetonitryl. Do rownoczesnej ekstrakcji i rozdziatu zwigzkow
polarnych i niepolarnych stosuje sie m.in. metode Folcha (chloro-
form:metanol:woda; 8:4:3 v/v/v); metode Bligha i Dyera (chlorofor-
m:metanol:woda; 2:2:1.8 v/v/v) oraz ekstrakcje z udziatem MTBE
eteru tert-butylowo-metylowego [18]. W spektroskopii NMR mozna
rowniez wykonac ekstrakcje zwigzkéw polarnych bezposrednio do
buforu fosforanowego, co w znacznym stopniu upraszcza proces
przygotowania prébki i pozwala na jej bezposrednig analize po
odwirowaniu. Dodatkowe techniki przygotowania probki w tym
ekstrakcja do fazy statej SPE (solid phase extraction), fazy ciektej
LLE (liquid liquid extraction) moga umozliwi¢ analize réznorakiego
materiatu analitycznego gtéwnie za pomocag spektrometrii mas
w zaleznosci od ztozonosci i charakterystyki matryc, ktére sg spo-
tykane w rozmaitych gateziach przemystu.

Analiza danych w metabolomice

Wynikiem pomiaréw analitycznych niezaleznie od wybranej
metody sg ztozone zestawy danych, ktére do wyekstrahowania
zawartych w nich informacji, wymagaja podstawowych metod sta-
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tystycznych jak i zaawansowanych metod obliczeniowych wcho-
dzacych w sktad chemometrii, lub tez szeroko pojetego uczenia
maszynowego. Metody te sg w szczegdlnosci kluczowe w analizach
szeroko-przepustowych, gdzie finalnym produktem sg obszerne
zbiory danych tzw. big data. Metody chemometryczne umozliwiajg
na podstawie wielu zmiennych (nawet setek tysiecy) wybranie tych
znaczacych, ktére w znaczny sposob réznicujg poszczegolne obser-
wacje (probki). W zaleznosci od pierwotnego eksperymentu, narze-
dzia chemometryczne umozliwiajg tworzenie modeli kalibracyjnych,
dyskryminacyjnych, klasyfikacyjnych, regresyjnych czy po prostu
redukcji wymiarowosci. Mnogos¢ dostepnych metod jest znaczg-
ca, jednak istniejg rozwigzania, ktére w metabolomice i przemysle
sg preferowane. Stad tez szerokie zastosowanie znalazty metody
eksploracji danych, ktére umozliwiajg redukcje ich wymiarowosci
lub/i nienadzorowane grupowanie obserwacji. Do tej grupy, zaliczane
sg metody takie jak analiza gtéwnych sktadowych PCA (principal
component analysis), grupowa hierarchiczna (Hierarchical clustering)
i UMAP (uniform manifold approximation and projection) pozwalajace
na prostsze kolejne etapy modelowania, lub tez tatwiejszg reprezen-
tacje zmiennosci w analizowanym zbiorze [19-21].

Istotnym elementem prowadzonych analiz metabolomicznych
jest mozliwos¢ jednoznacznego wyttumaczenia uzyskiwanych
modeli. W metodach uczenia maszynowego pojawia sie kompro-
mis miedzy doktadnoscig, a interpretowalnoscig modelu [22, 23]
Niejednokrotnie wraz ze wzrostem doktadnosci predykcji modelu,
zmniejsza sie jego mozliwos¢ prostej interpretacji, czyli wptywu
poszczegolnych zmiennych na koricowy wynik. W zwigzku z tym
w metabolomice preferowane sg modele z bezposrednig mozli-
woscig zrozumienia wptywu zmiennych na ostateczny wynik. Do
tej grupy zaliczane sg gtownie metody regresyjne np. dyskrymi-
nacyjna analiza czastkowych najmniejszych kwadratéw PLS-DA
(partial least square — discriminant analysis)] oraz jej ortogonalnej
wersji OPLS-DA (orthogonal partial least square — discriminant ana-
lysis), regresja grzbietowa (ridge regression), regresja LASSO (least
absolute shrinkage and selection operator) i regresja logistyczna
(logistic regression) [24-28]. Dodatkowo przy interpretacji wynikow
zastosowanie znalazty takie rozwigzania jak wielowymiarowa de-
konwolucja krzywych w metodzie naprzemiennych najmniejszych
kwadratow MCR-ALS (multivariate curve resolution-alternating least
squares) pozwalajgca na monitorowanie przebiegu reakgji, utatwia-
jac przy tym zrozumienie procesow technologicznych [29].

W przypadku innych metod uczenia maszynowego, pomimo
mozliwosci uzyskania lepszej doktadnosci predykcji obserwaciji, jak
np. w przypadku zastosowania maszyn wektoréw nosnych SVM
(support vector machines) lub sieci neuronowych (artificial neural
network) bezposrednia interpretacja jest obecnie niemozliwa przy
bardziej skompilowanych modelach [30, 31]. Metody te uwazane sg
za tzw. czarne skrzynki (blackbox), a do ich wyttumaczenia konieczne
jest wykorzystanie dodatkowych metod aproksymacji dla poszcze-
gdlnych predykcji np. LIME (local interpretable model-agnostic expla-
nations) i SHAP (shapley additive explanations) [32, 33], prowadzac
tym samym do ich ciggle ograniczonego wykorzystania w réznych
gafeziach przemystu, gdzie interpretacja jest kluczowa.

Przyktady zastosowania metabolomiki
w réznych gateziach przemystu

Jak wynika z przeprowadzonej analizy bazy danych WoS (Web
of Science), metabolomika w przemysle zyskata w ostatnich latach
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dos¢ duze znaczenie, w szczegdlnosci z wykorzystaniem spektrome-
trii mas z rosngcym udziatem spektroskopii NMR (Rys. 2). Sposrod
licznych przyktadow zastosowania opisywanej metodyki analiz pro-
bek, zestawiono tabelarycznie (Tab. 1) oraz przedstawiono w sposéb
opisowy (vide infra) wybrane przyktady wykorzystania metabolomiki
w wybranych gateziach przemystu.

Przemyst zywieniowy i nowoczesne rolnictwo

W branzy spozywczej metabolomika zaczyna znajdowac zastoso-
wanie zaréwno w procesach produkgji, gdzie stanowi sposdb oceny
jakosci pierwotnych sktadnikow, jak i w pdzniejszych etapach produk-
cji, na przyktad do badania wptywu poszczegdlnych proceséw pro-
dukeyjnych na jakos¢, wiasciwosci oraz bezpieczeristwo produktow
[34]. Dodatkowo, w badanych wyrobach spozywczych mozliwe jest
identyfikowanie i oznaczanie wielu zwigzkéw z réwnoczesnym po-
wigzaniem ich obecnosci na wtasciwosci smakowe i zdrowotne. Mo-
nitorowanie zmian w metabolomie produktow pod wptywem réznych
czynnikow, takich jak dobdr odpowiednich gatunkéw lub odmian ro-
$lin, zmiana warunkoéw srodowiskowych, dobdr metod przetwarzania
oraz przechowywania, pozwala na optymalizacje procesow, a takze
ocene bezpieczenstwa i jakosci ostatecznego artykutu spozywczego
[34-36). Dla przykfadu, metabolomika umozliwia ocene wptywu kolej-
nosci etapdw obrébki cieplnej i mechanicznej na profil fitosktadnikdw
przecierow warzywnych [37]. Wykazano, ze mieszanie probek przed
ogrzewaniem powoduje znaczne obnizenie pozioméw witaminy C
oraz glutationu, wraz z réwnoczesnym zwiekszeniem poziomow
utlenionych kwasoéw ttuszczowych i substancji lotnych (powstatych
w wyniku utleniania lipidéw). Z tego wzgledu przeprowadzone badania
wykazaty, ze proces ten powoduje wiekszy stopien utlenienia pozy-
wienia, a przetwarzanie surowych warzyw na tzw. puree moze mie¢
duzy wptyw na skfad fitochemiczny produktu, gtownie ze wzgledu
na aktywacje réznych endogennych enzymow podczas procesow
ogrzewania i mieszania. Dodatkowo, obserwowana zmiennos¢ profili
metabolicznych przecieréw uzyskiwanych po powtarzanych, jedna-
kowych procesach z uzyciem tego samego materiatu wejéciowego
wskazuje, ze metabolomika moze pomadc w optymalizacji procesow
przetwarzania tego surowca spozywczego, w celu uzyskiwania pro-
duktow o statym, optymalnym sktadzie i jakosci [36, 37]. Proces prze-
twarzania surowcow spozywczych nie jest jedynym czynnikiem, ktory
bezposrednio wptywa na ich jakosé. Istotny wptyw majg réwniez czyn-
niki $rodowiskowe, w tym pochodzenie geograficzne produktu, oraz
panujgce w miejscu zbioru warunki klimatyczne. Okreslenie pocho-
dzenia na podstawie samego wygladu lub prostej analizy chemicznej
jest czesto bardzo trudne lub niemozliwe. Fakt ten moze stwarzac
istotny problem zaréwno dla konsumentdw, jak i producentow, jakim
moze byc¢ celowe fatszowanie produktéw tariszymi i czesto gorszy-
mi zamiennikami, lub zaktamywanie informacji o faktycznym ich
zrédle pochodzenia. Metabolomika skutecznie wykorzystywana jest
do profilowania i ustalania pochodzenia poszczegdlnych produktow
spozywczych w celu wykrycia prob fatszerstwa [38, 39]. Na przyktad,
technika NMR zostata zastosowana do wykrywania sztucznych barw-
nikdw w szafranie, jednej z najdrozszych przypraw na $wiecie [40].

Niecelowana analiza metabolomiczna, wykorzystujaca technike LC-

-MS, pozwolita na identyfikacje markeréw swiadczgcych zaréwno
o autentycznosci, jak i pochodzeniu geograficznym tej przyprawy [41].
Rowniez produkty o ztozonym skfadzie i szerokiej charakterystyce
moga by¢ poddawane analizie w celu ustalania ich pochodzenia.
Spektroskopia NMR zostata wykorzystana do opracowania profili
chemicznych polskich mioddw i identyfikacji markeréw chemicznych
charakterystycznych dla poszczegdlnych rodzajow [17].
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Kolejnym istotnym kierunkiem rozwoju w branzy spozywczej
jest poszukiwanie nowych, obiecujgcych naturalnych produktéw
spozywczych, stanowigcych alternatywe dla konwencjonalnych
sktadnikdéw odzywczych, jednoczesnie spetniajgcych coraz wiek-
sze oczekiwania konsumentéw pod wzgledem ich wiasciwosci
oraz warunkow ekologicznych. Dla przyktadu, produkty takie jak algi
morskie zostaty zbadane pod katem sktadu, zwtaszcza obecnosci
nowych bioaktywnych metabolitéw o unikalnych wtasciwosciach
odzywczych, co pozwala na ich wykorzystanie jako nutraceutykow
[42]. Metabolomika moze réwniez znalez¢ zastosowanie w ocenie
jakosci i bezpieczenstwa w rozwijajacej sie, wzglednie nowej dzie-
dzinie produktéw spozywczych z wykorzystaniem owaddéw jadal-
nych [43]. Kolejnym obszarem intensywnego rozwoju jest uprawa
konopi siewnej, zawierajgce] wiele bioaktywnych zwigzkéw z grupy
fitokannabinoidéw. Pomimo kontrowersji, coraz czesciej sg one
wykorzystywane w branzy spozywczej, rolniczej, kosmetycznej oraz
medycznej. Zréznicowanie odmian i bogactwo sktadu metabolitow
pierwotnych i wtérnych czynig metabolomike idealnym narzedziem
do chemotaksonomii, oceny ryzyka i optymalizacji plondw w celu
uzyskania produktéw o pozgdanym profilu zwigzkéw bioaktywnych
[7, 44]. Rownoczesnie, prowadzone badania moga by¢ skutecznie
wykorzystane do profilowania roslin w kontekscie poszukiwania
potencjalnych terapeutykdw, ktére moga by¢ stosowane w branzy
farmaceutycznej [8].

Przemyst farmaceutyczny i medycyna

Przemyst farmaceutyczny stanowi obecnie jeden z najszybciej
rozwijajgcych sie sektoréw na Swiecie. Wraz ze wzrostem kosztow
zwigzanych z poszukiwaniem, opracowywaniem i wdrazaniem nowych
lekdw, rosnie potrzeba wykorzystywania wysokowydajnych technik
analitycznych zdolnych do przeniesienia nacisku badan farmaceutycz-
nych z celowanego odkrywania indywidualnych celéw molekularnych
na bardziej kompleksowe podejscie systemowe, traktujgce schorzenia
jako modele sieci metabolicznych [45]. Metabolomika, badajgc me-
taboliczny fenotyp, bezposrednio odzwierciedla zmiany zachodzace
w organizmie w danym momencie, wynikajgce zaréwno z procesu
patofizjologicznego, jak i odpowiedzi na potencjalnie trwajaca terapie.
Z tego powodu farmakometabolomika moze stanowi¢ cenne narzedzie
na kazdym etapie opracowywania leku: od odkrywania i poszukiwania
zwigzkow o potencjale leczniczym, poprzez wezesne fazy rozwoju leku,
ocene i badania kliniczne, az po monitorowanie wdrazanych terapii.
Wspotczesne trendy w farmacji obejmuja wielokierunkowe dostosowa-
nie farmakoterapii do indywidualnych potrzeb pacjenta, wykorzystujgc
np. ingerencje w mikroflore jelitowg w celu sterowania biodostepno-
$cig i biotransformacja terapeutykow [45-47]. Dodatkowo, integracja
metabolomiki z innymi technikami omicznymi, takimi jak genomika,
i transkryptomika, pozwala na opracowywanie i wdrazanie precyzyj-
nych terapii dostosowanych do indywidualnych potrzeb, zwiekszajgc
pewnosc¢ i skutecznosc leczenia [45).

Jedna z kluczowych funkcji metabolomiki w medycynie oraz
w przemysle farmaceutycznym jest powigzanie zmian biochemicz-
nych wraz ze zmianami zachodzacymi w organizmach pod wptywem
substancji czynnych podczas leczenia. Badania tego rodzaju sg
wykorzystywane przede wszystkim na przedklinicznych etapach
opracowywania lekéw, zwiaszcza w badaniach toksykologicznych,
farmakodynamicznych i farmakokinetycznych [45, 46]. Analiza
zmian w metabolomie pod wptywem aktywnej substancji, zaréwno
w badaniach in vivo, jak i in vitro, umozliwia ocene skutecznosci
oraz bezpieczenstwa leku, a takze wykrycie potencjalnych efektow
ubocznych [48].
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Tabela 1. Przyktady praktycznego zastosowania metabolomiki w wybranych obszarach zainteresowan przemystu obrazujace potencjat i korzysci
wynikajace z tego typu badan

Obszar zainte-
resowania

Zastosowane

podejscie
analityczne

Oznaczane
grupy zwigzkéw

Przedmiot badan

Cel badan

Rezultat badan

Branza farma-
ceutyczna

Branza kosme-
tyczna

Zywnosé
alternatywna

Przemyst
spozywczy

Rolnictwo

Biotechnologia

Ekologia

52

Niecelowana
analiza UHPLC-
-FIE-HRMS;
GC-TOF-MS

Niecelowana
analiza

H NMR;
UHPLC-QTOF/
MS; UHPLC-Q-
-Orbitrap/MS

Analiza
celowana

i niecelowana
UHPLC-Q-Orbi-
trap/MS

Analiza
niecelowana
"H NMR

i TH-{13C}
NMR

Analiza
celowana

i niecelowana
UHPLC-Q-Orbi-
trap/MS

Analiza celo-
wana GC-MS

Analiza celo-
wana UHPLC-
-QQQ/MS

Kwasy ttuszczo-
we, aminokwasy,
kwasy organicz-
ne, nukleotydy,
weglowodany

Aminokwasy,
nukleotydy,
weglowodany

Aminokwasy,
kwasy ttuszczo-
we, lipidy, kwasy
organiczne,
nukleozydy, nu-
kleotydy, peptydy,
weglowodany

Kwasy organicz-
ne, aminokwasy,
sacharydy, etanol

Pestycydy, lipidy,
kwasy organicz-
ne, aminokwasy,
przeciwutleniacze

Lipidy, kwasy
organiczne

Aminokwasy,
kwasy organicz-
ne, nukleozydy,
nukleotydy,
poliaminy

Szczep bakteryjny
Mycobacterium
smegmatis

Whptyw sktadniku
kosmetycznego,
DIV665, z referen-
cyjnym zwigz-
kiem o podobnej
strukturze, PA102
na metabolizm
tkankowych

i komdrkowych
modeli skory

i watroby in vitro

Mikroalgi, hodowa-
ne w przemysto-
wych fotobioreak-
torach

Soki cytrusowe

Owoce ogorka

Parachlorella kessle-
ri, jednokomarko-
wa zielona alga
morska

Organizm stod-
kowodny Daphnia
magna narazony
na dziatanie zanie-
czyszczen pocho-
dzacych z oczysz-
czalni $ciekow
oraz sektorow
przemystowych

CHEMIK

Badanie mechanizmu
dziatania obiecujgcego leku
przeciwgruzlicowego — preto-
manidu.

Ocena bezpieczerstwa poten-
cjalnego kosmetyku poprzez
poréwnanie dziatania DIV665,
ktéry byt badany tylko za po-
moca testéw in vitro, a PA102,
ktory byt wezesniej badany za
pomoca tradycyjnych metod
toksycznosci in vivo.

Zbadanie potencjatu trzech
gatunkoéw mikroalg (Tetrade-
smus obliquus, Chlorella vulga-
ris i Nannochloropsis oceanica)
jako alternatywnego zrédta
pozywienia dla psow.

Obiektem badan byto
zastosowanie spektroskopii
NMR w potgczeniu z analizg
chemometryczng do badania
profilu metabolicznego sokow
cytrusowych z Kalabrii oraz
ocena zmian w skfadzie i pro-
filu metabolicznym sokow
podczas procesow przetwa-
rzania wykorzystywanych

w przemysle.

Okreslenie wptywu stosowa-
nia pestycyddéw i nawozéw
dolistnych na metabolizm
owocoéw ogorka.

Badanie metabolicznych
profili w celu wyjasnienia
mechanizmow fizjologicznych
akumulaciji lipidéw w mikroal-
gach w warunkach niedostat-
ku substancji odzywczych.

Ocena efektéw antropoge-
nicznej dziatalnosci jako zro-
dfa zanieczyszczen wodnych
na organizmy stodkowodne.
Zbadanie zaktdcen na pozio-
mie molekularnym w profilu
metabolicznym Daphnia
magna spowodowanych dzia-
taniem zanieczyszczen.

Wykazano réznice w profilu metabolicz-
nym po stosowaniu pretomanidu oraz
innych antybiotykdw, okreslono szlaki
ulegajgce zmianom pod wptywem preto-
manidu. Leczenie pretomanidem generuje
unikalny profil metabolitéw w poréwnaniu
z innymi antybiotykami [59].

Sktadniki wykazaty podobng penetracje
modeli skory, podobny metabolizm w
modelach skory

i watroby oraz niewielkie réznice w po-
wodowanych zmianach w metabolomie
komorek skory i watroby. Wnioski sugeruja,
7e PA102 jest biologicznie podobny do
DIV665, co umozliwia przewidywanie
niskiej toksycznosci skory i uktadowej dla
DIV665 na podstawie danych dotyczacych
PA102 [60].

Mikroalgi wykazaty potencjat jako cenne
zrédta sktadnikéw odzywczych dla pséw,
przewyzszajgc ich wymagania w nie-
zbednych aminokwasach, cho¢ niektdre
gatunki nie zawieraty niektérych kwasow
ttuszczowych. Analiza wskazata na réznice
w zawartosci glikolipiddw, glicerolipidéw

i fosfolipidow. Ogolnie, wyniki sugeruja,

ze mikroalgi moga by¢ wartosciowym
Zrédtem pozywienia dla pséw [61]

Wykazano réznice w profilach metabolicz-
nych sokow Swiezego, pasteryzowanego

i zageszczonego. Szczegdlnie wyrazne
zmiany zostaty zaobserwowane dla lot-
nych zwigzkéw organicznych [62].

Wykazano, ze stosowanie mieszanki pe-
stycydéw i nawozéw dolistnych poprawia
zawartosé kwaséw organicznych i poziom
przeciwutleniaczy w owocach ogorka,
regulujac jednoczesnie szlaki metaboliczne
i promujgc rozpad pestycydéw [63].

Analiza metabolomiczna w P, kessleri po-
zwolita zidentyfikowacé istotne metabolity
zaangazowane w biosynteze i degradacje
prekursoréw lipidéw, co moze mie¢ poten-
cjat w produkcji biopaliw [64].

Wykazano istotne zaktdcenia w profilu me-
tabolicznym Daphnia magna po ekspozycji
na probki zanieczyszczen, wskazujac na
stres oksydacyjny, zaburzenia metaboli-
zmu energetycznego i dysregulacje biatek.
Wyniki dowodzg przydatnosci metabolo-
miki srodowiskowej do charakteryzowania
zaktocen na poziomie molekularnym

u organizmow wodnych narazonych na
mieszaniny chemiczne [65].
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Metabolomika oferuje mozliwos¢ gtebszego zrozumienia pa-
tofizjologii poszczegdlnych schorzer na poziomie molekularnym
oraz zmian w metabolizmie na réznych etapach ich rozwoju pod
wptywem wdrazanej terapii. Poszerzanie wiedzy na temat ztozono-
Sci i réznorodnosci metabolizmmu komorek, tkanek, narzgdéw i or-
ganizmu chorobowo zmienionego prowadzi do skuteczniejszego
projektowania nowych celéw terapeutycznych oraz bardziej efek-
tywnej diagnostyki chorob na wczesnych etapach ich rozwoju [3,
48-50]. W ramach tego podejscia, metabolomika odgrywa w onko-
logii szczegdlnie wazna role, umozliwiajgc profilowanie metabolo-
miczne komorek i tkanek nowotworowych. Komarki nowotworowe
charakteryzuja sie znacznie zmienionym metabolizmem, wykazujgc
wysokie zapotrzebowanie energetyczne, utrate funkcji regulatoro-
wych oraz intensywna proliferacje. Pomimo pewnych wspdélnych
cech, nowotwory wykazujg duzg heterogennosc¢ i zréznicowanie
w odpowiedzi na terapie, nawet u pacjentow o zblizonym fenotypie
[3, 51]. Metabolomika stwarza mozliwosci precyzyjnego okreslenia
profili metabolicznych komaorek nowotworowych, co moze przekia-
dac sie na planowanie skuteczniejszego leczenia. Ponadto pozwala
na monitorowanie zmian w odpowiedzi na chemioterapie. Integracja
metabolomiki z innymi technikami "omicznymi" pozwala na skutecz-
ng i spersonalizowana terapie, co jest istotne zardwno z perspektywy
pacjenta, jak i przemystu farmaceutycznego, umozliwiajgc rozwaj
réznego rodzaju terapii celowanych [51, 52].

Wptyw przemystu na srodowisko

Wptyw przemystu na srodowisko staje sie coraz bardziej istotnym
aspektem, zwtaszcza w kontekscie duzego popytu konsumenckiego.
Niestety rozwoj przemystowy moze takze generowac¢ zmiany w eko-
systemach, zaréwno na skutek celowego wprowadzania substanciji
(np. stosowanie nawozoéw) jak i niezamierzonej emisji zanieczysz-
czen. Nauki o otaczajgcym nas srodowisku coraz czesciej korzystaja
z metabolomiki w celu wykrywania zmian w metabolomie organi-
zmow po ekspozycji na stresory srodowiskowe zaréwno u ludzi, zwie-
rzat, roslin, jak i mikroorganizmaow [9, 53, 54]. W zwigzku z ciggtym
wprowadzaniem nowych substancji w produktach konsumenckich
i przemystowych, konieczne staje sie ich ocenianie pod katem poten-
cjalnego zagrozenia dla zdrowia ludzkiego oraz wptywu na srodowi-
sko. Ocena ta musi uwzglednia¢ wszystkie etapy cyklu zycia produktu,
obejmujgce produkcje, uzytkowanie, przetwarzanie oraz utylizacje
[55]. Konwencjonalne techniki, ze wzgledu na ztozonos¢ substangji
i zmiennos¢ w ekosystemach, sg niewydajne i kosztowne w sku-
tecznym zastosowaniu do oceny ryzyka i badan toksykologicznych.
Dodatkowo, praktyki badawcze na zwierzetach, stosowane w prze-
sztosci do oceny toksycznosci, sg obecnie uznawane za nieetyczne,
stad istnieje potrzeba poszukiwania lepszych alternatyw. Obiecujgce
wydaje sie wykorzystanie metabolomiki w potgczeniu z nowoczesny-
mi technikami biotechnologicznymi do opracowania nowoczesnych
testow in vitro. Rozwdj hodowli komadrkowych, zwtaszcza zaawan-
sowanych tréjwymiarowych hodowli komarkowych, takich jak or-
ganoidy, pozwala na tworzenie adekwatnych fizjologicznie modeli
do badan zaréwno ostrej, jak i przewlektej odpowiedzi na obecnosé¢
danej substancji. Takie podejscie stanowi obiecujgcg strategie badan
ryzyka, a uzyskane modele odpowiedzi na konkretne czynniki mogg
by¢ wykorzystywane przez organy decyzyjne w ochronie srodowiska
i kontroli przemystowej [54, 56]. Metabolomika $rodowiskowa wnosi
istotny wkfad w badania oraz regulacje dotyczace powszechnie sto-
sowanych substancji chemicznych w przemysle. Przyktadem moze
by¢ badanie wptywu powszechnie stosowanego kiedys surfaktantu,
kwasu perfluorooktanowego (PFOA), na srodowisko. Model roslinny

nr1/2024 * tom 73

CHEMIK

w postaci ogorka siewnego zostat wykorzystany do przeprowadzenia
metabolomicznej analizy wptywu PFOA na uprawe. Badanie wyka-
zato, ze obecnos¢ PFOA w glebie spowodowata toksyczne objawy
i znaczne zahamowanie wzrostu ogorka. Analiza metabolomiczna
Ujawnita, ze stres zwigzany z PFOA prowadzit do hamowania foto-
syntezy, aktywacji przeciwutleniaczy fenolowych i blokowania meta-
bolizmu naturalnych aminokwaséw. Otrzymane wyniki dostarczajg
wartosciowych informacji na temat mechanizmu molekularnego
stresu abiotycznego na rosliny, potwierdzajac jednoczesnie ryzyko
toksycznosci PFOA dla srodowiska [57].

Metabolomika srodowiskowa pozwala takze na badanie wpty-
wu zmian klimatu i warunkow srodowiskowych na wydajnos¢
i jakos¢ upraw [53]. Przyktadowo, zastosowanie metabolomiki
umozliwito zbadanie wptywu stresu suszy na soje, celem zrozu-
mienia mechanizmow jej tolerancji na susze. Wyniki analizy wyka-
zaty, ze odpornos¢ jednego z gatunkdw opiera sie na akumulacji
wyzszych poziomdw substancji regulujgcych osmoze, takich jak
rozpuszczalne cukry, w tym mannoza i ksyloza, aminokwasy pro-
linai glicyna, kwasy organiczne oraz kwasy ttuszczowe. Dodatko-
wo, zaobserwowano wzmochnienie metabolizmu energetycznego
poprzez zwiekszenie szlakéw metabolicznych zwigzanych z cy-
klem kwasu cytrynowego oraz wzmocniony wtérny metabolizm
przeciwutleniaczy, takich jak metabolizm fenoli [58]. Wyniki tego
rodzaju analiz moga stanowi¢ podstawe do bardziej Swiadomego
i ukierunkowanego rozwoju przemystu zywnosciowego i rolniczego
w obliczu narastajgcych zmian klimatycznych [3].

Podsumowanie

Metabolomika, rozwijajac sie przez ponad dwie dekady, zdobyta
coraz wieksze uznanie i zastosowanie w roznych dziedzinach nauki
i przemystu. Mimo ze wiele zastosowan pozostaje w fazie badan
podstawowych i nie zostato jeszcze powszechnie wdrozone, meta-
bolomika potwierdza mozliwosci jej zastosowania, zwtaszcza w ba-
daniach przemystowych, gdzie idealnie sprawdza sie w procesach
zwigzanych z oceng jakosci, kontrolg jakosci oraz optymalizacjg
procesow. Nowoczesne technologie i odpowiednie oprogramowanie
umozliwiajg efektywng analize wielu ztozonych prébek, a rozwijajgce
sie narzedzia bioinformatyczne utatwiajg analize danych, co pozwala
na uzyskanie wielu cennych informacji z wielowymiarowych danych.
W obliczu nadchodzacych wyzwan i dynamicznego rozwoju wielu
sektoréw przemystuy, integracja metabolomiki z innymi technikami
omicznymi staje sie konieczna i praktyczna w osigganiu zatozonych
celéw. W obszarach takich jak rozwijanie nowoczesnych lekdw, po-
szukiwanie przyjaznych srodowisku i wartosciowych produktéw
spozywczych, wykorzystywanie naturalnych substancji w przemysle
farmaceutycznym, specjalistycznym zywieniu czy przemysle ko-
smetycznym, a takze zréwnowazonym rozwoju rolnictwa w obliczu
zmian klimatu i zanieczyszczenia $rodowiska, metabolomika staje
sie nie tylko praktycznym, optacalnym narzedziem badawczym, ale
rowniez kluczowym elementem postepu i innowacji, z ogromnym
potencjatem rozwojowym.
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