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Wprowadzenie

Metabolom - zestaw wszystkich zwigzkéw nisko-
czasteczkowych (o masie czasteczkowej ponizej
1,5 kDa) organizmu ludzkiego, takich jak lipidy, kwasy
organiczne, weglowodany, aminokwasy, nukleotydy,

Streszczenie

aburzenie homeostazy organizmu znajduje
Zodzwierciedlenie w zmianach funkcjonalnych,
morfologicznych i molekularnych, ktére z kolei
mozna wykrywaé w ptynach ustrojowych, na przy-
ktad w surowicy krwi. Analizowaniem proceséw
metabolicznych, identyfikacja zmian profilu me-
tabolicznego zajmuje sie metabolomika, a jednym
z jej podstawowych narzedzi badawczych jest spek-
troskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
wysokiej rozdzielczo$ci HR NMR (High Resolution
Nuclear Magnetic Resonance). Techniki HR NMR
i metabolomiczna analiza danych coraz czesciej
znajduja zastosowanie w diagnostyce medycznej
i monitoringu leczenia. W tej pracy przedstawiono
procedury przygotowania prébek surowicy do po-
miaréw spektroskopowych, opisano podstawowe
sekwencje impulsowe NMR uzyteczne w badaniach
metabolomicznych oraz wskazano najwazniejsze

czynniki wptywajace na jakos$¢ pomiardw.

Stowa kluczowe: surowica, NMR, metabolity, pod-
stawowe protokoty pomiarowe
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sterydy czy hormony — jest tworzony przez kilka ty-
siecy metabolitéw [1, 2]. Wystepuja one w bardzo
szerokim zakresie stezen i wykazuja znaczng rézno-
rodnos¢ chemicznga, w zwigzku z czym wyznaczenie
profilu metabolicznego nie jest mozliwe przy za-

stosowaniu jednego urzadzenia i jednego pomiaru.
Abstract

isturbances of homeostasis of the organism
Dare reflected in functional, morphological and
molecular changes. These systemic alternations
can be detected in systemic body fluids, such as
blood serum. Metabolomics is emerging as a po-
werful tool for studying metabolic processes and
identifying crucial biomarkers responsible for me-
tabolic characteristics. One of its most commonly
used technology is high resolution nuclear magne-
tic resonance (HR NMR) spectroscopy. HR NMR
techniqgues and metabolomics are increasingly
being used in medical diagnostics and treatment
monitoring. This paper presents the procedures
of preparation of serum samples for spectroscopic
measurements, and describes the basic NMR pulse
sequences usefulin such metabolomics studies; the
main factors affecting the quality of the measure-

ment were identified.

Key words: serum, NMR, metabolites, basic measu-
rement protocols
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WSsréd narzedzi badawczych metabolomiki, dziedziny biologii sys-
temowej zajmujacej sie analizg jakosciowa i iloSciowa metaboli-
téw obecnych w danym uktadzie biologicznym, centralng pozycje
zajmuja spektrometria masowa MS (Mass Spectrometry), zazwy-
czaj skojarzona z technikami chromatograficznymi, oraz spek-
troskopia magnetycznego rezonansu jadrowego wysokiej roz-
dzielczosci HR NMR (High Resolution Nuclear Magnetic Resonance).
Techniki NMR sga szczegdlnie skuteczne w detekgji i identyfikacji
zwiazkéw chemicznych wystepujacych w stezeniach milimolo-
wych [3, 4]. Chociaz spektrometria masowa przewyzsza techniki
NMR pod wzgledem liczby identyfikowanych zwigzkéw, to jednak
zalety metabolomiki wspartej na technikach NMR s3 ogromne.
Wérdd nich nalezy wymieni¢ prostote przygotowania probki,
mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru wielu zwigzkdéw chemicznych
oraz ich identyfikacji iloSciowej i jakoSciowej, niedestrukcyjny dla
prébki pomiar, mozliwo$¢ automatyzacji rejestracji widm, szyb-
koé¢, powtarzalno$¢ i niski koszt pomiardw [5, 6]. Zalety te spra-
wiaja, ze HR NMR moze juz wkrétce znalez¢ swoje state miejsce
wérdd technik analitycznych stosowanych w medycynie.

Materiat biologiczny wykorzystywany w pomiarach NMR to
ekstrakty komoérkowe i tkankowe oraz ptyny ustrojowe (np. krew
petna, osocze, surowica, mocz, $lina, ptyn mézgowo-rdzeniowy)
—doich badania stosowane sa techniki cieczowe [7-10], ale takze
wycinki tkankowe i materiaty biopsyjne — w tym przypadku uzy-
teczna jest technika NMR z rotacjg pod katem magicznym, MAS
NMR (Magic Angle Spinning NMR) [11].

Osocze krwi i jej surowica to najczesciej stosowane w bada-
niach biologicznych i klinicznych ptyny ustrojowe. Sg one dostep-
ne praktycznie nieinwazyjnie, a ich sktad metaboliczny odzwier-
ciedla reakcje systemowe organizmu na czynniki Srodowiskowe
[12], chorobe orazterapie [13-15]. Tym samym, umozliwiajac wglad
w stan metaboliczny ustroju w momencie pobierania prébek,
spektroskopia NMR pozwala identyfikowa¢ biomarkery — kon-
kretne metabolity lub ich zestaw — badanych proceséw.

Ludzki metabolom surowicy krwi jest dostepny w postaci
otwartej bazy danych (http://www.serummetabolome.ca/)
[1, 2]. Aktualnie zawiera ona kilka tysiecy zwiazkéw, ktére kiedy-
kolwiek zostaty wykryte i okreslone ilosciowo z wykorzystaniem
réznych technik analitycznych, w tym takze technik NMR [2].

Coraz cze$ciej metabolomika wsparta na technikach HR NMR
znajduje zastosowanie w onkologii [16-22] oraz w innych dziedzi-
nach medycyny [23-29]. Wtaczenie jej do procesu diagnostycz-
nego i monitorowania terapii stanowi niewatpliwie krok w kie-
runku personalizacji leczenia [16].

Celem tej pracy jest przedstawienie specyfiki przygotowania
prébek surowicy krwi do metabolomicznych pomiaréw spektro-
skopowych. Opisano tu takze podstawowe sekwencje impulso-
we NMR, ktére sg uzyteczne w badaniach metabolomicznych.

Sktadniki krwi

Krew jest ptynna mieszaning osocza i elementéw upostaciowio-

nych (erytrocyty, trombocyty, leukocyty itp.). Osocze stanowi
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ok. 55% objetosci krwi, a w jego sktad wchodza woda (ok. 90%),
biatka (albuminy, globuliny — ok. 7%) oraz zwiazki organiczne
i nieorganiczne (m.in. kwasy ttuszczowe, cholesterol, triglice-
rydy, hormony, glukoza, witaminy rozpuszczalne w ttuszczach
(A, D, E, K), dwutlenek wegla, produkty metabolizmu biatek
(mocznik, aminokwasy), produkty metabolizmu hemu (biliru-
bina oraz urobilinogen), sole mineralne (ok. 3%). Osocze, ptyn
stomkowej barwy, uzyskuje sie przez wirowanie probki krwi.
Surowica krwi (tac. serum) to cze$¢ osocza krwi pozbawiona fi-
brynogenu, ktéra w przeciwienstwie do osocza nie krzepnie [2].

Przygotowanie surowicy krwi
do badan metabolomicznych

Podstawowym celem metabolomicznej analizy ptyndw ustrojo-
wych i tkanek technikami NMR jest identyfikacja potencjalnych
biomarkeréw — nowych elementéw profilu metabolicznego lub
zmian w profilu metabolicznym charakterystycznych dla proce-
su patologicznego lub majacych zwiazek z procesem leczenia.
Zaobserwowane réznice powinny by¢ biologicznie i statystycz-
nie istotne. To wyzwanie naktada wysokie wymagania na caty
proces pomiarowy, w tym na oba etapy przygotowania prébek:
bankowanie surowicy i przygotowanie jej do badafn NMR musza
odbywac sie zgodnie z jednolitym dla wszystkich prébek proto-
kotem laboratoryjnym.

Etap | - Bankowanie surowicy

Prawidtowe pozyskanie i przechowywanie surowicy krwi ma
kluczowe znaczenie dla jakosci pomiaru NMR i analizy metabo-
lomicznej. Brak respektowania ujednoliconych dla wszystkich
prébek procedur pobierania, przetwarzania czy przechowywa-
nia probek moze generowac btad systematyczny, ktéry z kolei
obnizy wartos¢ informacyjng uzyskanych danych spektroskopo-
wych [30].

Prawidtowo zabankowana prébka powinna zosta¢ umieszczo-
na w temperaturze - 80°C natychmiast po pobraniu i przetwo-
rzeniu. Zamrozenie surowicy krwi w tej temperaturze znaczaco
wydtuza czas jej przechowywania, nawet do kilku lat [31]. Licz-
ba cykli zamrazania i rozmrazania powinna by¢ zminimalizowa-
na, bowiem wielokrotne powtarzanie tego cyklu ma mierzalny
wptyw na stezenia metabolitdw [32].

Wazne jest, aby rozmrazanie surowicy réwniez odbywato sie
zawsze w ten sam sposéb. W laboratoriach stosowane sg réz-
ne metody rozmrazania, na przyktad rozmrazanie w tempera-
turze pokojowej, na suchym lodzie czy rozmrazanie stopniowe
(najpierw w temperaturze 4°C, a nastepnie w temperaturze po-
kojowej). Rozmrazanie stopniowe jest zalecane ze wzgledu na
stosunkowo krétki czas rozmrazania (w poréwnaniu z rozmraza-
niem na suchym lodzie) oraz mniejszy wptyw na stabilno$¢ pré-
bek surowicy niz rozmrazanie w temperaturze pokojowej, ktére

jest czesto stosowane ze wzgledu na oszczednos$¢ czasu [33].
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Etap Il = Przygotowanie prébelk surowicy
do pomiaréw *H NMR

Przygotowanie prébek surowicy NMR wymaga — w najbardziej
minimalistycznym zakresie — rozciefczenia surowicy poprzez
dodatek wody (H,0) i wody deuterowanej (D,0). Czesto stoso-
wane jest rowniez dostosowanie kwasowosci poprzez dodanie
buforu. Przygotowywanie rozpuszczalnika moze odbywa¢ sie
zgodnie z procedura opisang przez Beckonerta i wspétautorow
[30] lub w oparciu o przepis rekomendowany przez firme Bruker.
Nasze testy poréwnawcze wykazaty, ze rozpuszczalnik zawieraja-
cy bufor fosforanowy zwieksza stabilnos$¢ prébek surowicy [16].

Aby uzyskaé 500 ml rozpuszczalnika z buforem, w 380 ml
wody rozpuszczane sg nastepujace sktadniki:

0 0,4gwzorcawewnetrznego TSP-d, (TSP, sél sodowa kwasu
2,2,3,3-tetradeutero-3-(trimetylosililo)propanowego),

0 10,05gNa,HPO, - 7H,0 (siedmiowodny hydrat wodorofos-
foran sodu)

0 5mlNaN, (4%) (azydek sodu).

Nastepnie pH roztworu doprowadzane jest do wartosci 7,4 +
0,2 przy uzyciu TM NaOH (wodorotlenek sodu) lub HCl (kwas sol-
ny). Powstaty roztwér jest uzupetniany dodatkiem H,O do 400
mlidodatkiem 100 ml D,0.

Przed rozpoczeciem pomiaréow surowice nalezy rozmrozié,
a nastepnie zworteksowaé, aby nie dochodzito do rozdzielenia
fazy wodnej.

Roztwér pomiarowy powstaje ze zmieszania 500 pl surowicy
z 500 pl rozpuszczalnika. 600 pl przygotowanego roztworu jest
przenoszone do probéwki NMR. Przygotowane prébki s prze-
chowywane w temperaturze 4°C az do analizy NMR (w czasie nie
dtuzszym niz 8 godzin).

Dzieki zastosowaniu buforu, prébki surowicy maja

fizyka medyczna / medical physics

Aby poszerzy¢ zakres informacji spektralnych uzyskiwanych
z badanej prébki, w pomiarach metabolomicznych stosuje sie
zazwyczaj kilka sekwencji impulsowych, stanowigcych odrebne
,okna spektralne” dla zwiazkéw chemicznych istotnie réznigcych
sie pod wzgledem fizykochemicznym (rézne masy czasteczkowe,
rézne czasy relaksacji). Dzieki takiej filtracji zachodzacej na pozio-
mie rejestracji widm NMR mozliwa jest osobna analiza zwiazkéw
niskoczasteczkowych oraz makroczasteczek (gtéwnie lipiddw)
[30], co jest szczegblnie cenne w przypadku tak ztozonych ukta-
déw, jakimi sa prébki biologiczne. W pomiarach metabolomicz-
nych zalecane jest wykonanie minimum czterech eksperymentéw
z wykorzystaniem nastepujacych sekwencjiimpulsowych:

0 1D NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) — ta jed-
nowymiarowa sekwencja impulsowa umozliwia zaprezen-
towanie na jednym widmie molekut zaréwno o niskiej, jak
i wysokiej masie czasteczkowej.

o0 CPMG (Carr—Purcell-Meiboom-Gill) - na tego typu widmach
pojawiaja sie tylko sygnaty pochodzace od grup funkcyj-
nych metabolitéw o niskiej masie czasteczkowej.

o DIFF (Diffusion edited) — ta sekwencja impulsowa stuzy do
wykrywania sygnatéw makroczasteczek.

0 2D JRES (J-resolved) - to dwuwymiarowa sekwencja, ktéra wi-
zualizuje state sprzezenia skalarnego. W wersji 2D utatwia ona
identyfikowanie metabolitéw, natomiast jednowymiarowa
projekcja 1D widm JRES utatwia detekcje zmian profilu meta-
bolicznego. Widma 1D JRES zawieraja sygnaty pochodzace od
metabolitéw niskoczasteczkowych (podobnie jak CPMQ), lecz
ze wzgledu na homoodsprzeganie s3 one singletami, a nie
multipletami, jak na widmach CPMG. Projekcja taka jest wiec
tatwiejsza do analizy i okreslania iloéciowego metabolitdw.
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szeroko$¢ potéwkowa sygnatu przy 0 ppm — pochodza- y
cego od atomdéw wodoru grup metylowych DSS - nie
powinna przekraczac 0,7 Hz. Na tej samej prébce prze-
prowadza sie takze test ttumienia sygnatu wody.
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Rys. 1 Widma'H NMR surowicy krwi zarejestrowane na spektrometrze Bruker Avance 11 400,13 MHz w temperaturze 310
K przy uzyciu nastepujacych sekwencji impulsowych: (@) NOESY, (b) CPMG, (c) DIFF i (d) JRES (1D)
Zrédto: Archiwum wtasne.
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Rys. 2 Widmo 'H NMR surowicy krwi zarejestrowane na spektrometrze Bruker Avance Ill 400,13 MHz w temperaturze 310
K przy uzyciu sekwencji impulsowej JRES (2D). Skala f1 prezentuje state sprzezenia, a skala f2 jest skalqg przesuniec chemicznych

T T T T
3.0 2.5 20 L5 1.0 05 0.0
12 (ppm)

Zrédto: Archiwum wtasne.
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Identyfikacja sygnatéw na widmach NMR prowadzona jest
zazwyczaj w oparciu o komercyjne bazy metabolitéw, takie jak
Chenomx (http://www.chenomx.com/), oraz bazy otwarte, jak
np. baza dostepna pod adresem http://www.hmdb.ca/.

Przyktadowe widma surowicy krwi zarejestrowane przy uzy-
ciu wymienionych wczesniej sekwencji impulsowych i zidentyfi-
kowane przy uzyciu baz Chenomx i HMDB przedstawione zosta-
ty narysunkach 1i2.

Czynniki wptywajace na jakos¢ widm *H NMR

Podstawowym wyzwaniem w metabolomicznych iloSciowych
pomiarach NMR stanowiag kwestie jakosci danych spektralnych
i powtarzalnoéci pomiarowej. Nawet pozornie mato istotne
operacje przeprowadzane przy rejestracji widm, jak na przyktad
sposéb wprowadzania prébek do magnesu, stosowane proto-
koty optymalizacji pola magnetycznego, wybdr stosowanych
sekwencji impulsowych stanowia wazne Zzrédta zmiennosci,
ktére moga utrudnic¢ identyfikacje metabolitéw i oznaczenia ilo-
$ciowe [35]. Takze dobér parametréw akwizycji danych, parame-
tréw obrébki widm oraz wybér metody ttumienia wody moga
réwniez znaczaco wptynad na jakosé¢ danych spektralnych [36].

Stosowane sekwencje impulsowe moga by¢ modyfikowane i do-
stosowywane do konkretnego problemu badawczego, jednak po-
miary metabolomiczne wymagaja stosowania sie do identycznych
rezimoéw pomiarowych przy przechodzeniu od prébki do prébki.

Posréd wielu parametrow sekwencji, ktére wptywaja na ja-
koé¢ widm protonowych 'H NMR [16, 30], niektére wymagaja
szczegblnej uwagi:

* Liczba punktéw domeny czasowej — biorgc pod uwage roz-
miar okna widmowego i zadang rozdzielczo$¢ badania, po-
miar NMR, ktéry ma zosta¢ wykorzystany w analizie meta-

bolomicznej powinien zawierac co najmniej 32 K punktdw.

-0.5

f1 (ppm)

vol. 6

« Czas repetycji —jest to czas potrzebny na rejestracje
pojedynczego skanu widma. Parametr ten wptywa
na intensywnosci integralne sygnatéw, a wiec na
oznaczenia iloSciowe metabolitdw. W pomiarach
iloSciowych czas repetycji powinien by¢ piec razy
dtuzszy niz najdtuzszy z czaséw relaksacji podtuznej
T1jader w prébce, co nie zawsze jest mozliwe, szcze-
géblnie w probkach wymagajacych stasowania duzej
liczby powtdrzen przy rejestracji widm. W takim
przypadku stosowana jest korekta relaksacyjna lub
poréwnanie z widmem zarejestrowanym w warun-
kach petnej relaksacji przy wykorzystaniu specjali-
stycznego oprogramowania, np. Chenomx lub AMIX.

* Liczba powtdrzen sekwendji (inaczej: liczba ska-
néw lub akwizycji) — liczba ta wptywa na stosu-
nek sygnatu do szumu SNR (Signal to Noise Ratio).
W analizie iloSciowej znajduja zastosowanie tylko
widma NMR o wysokiej warto$ci parametru SNR.
SNR zalezy od liczby powtérzen, ale tez od wielu
innych czynnikéw, miedzy innymi: natezenia pola

magnetycznego, parametréw sprzetowych (np. typ gtowi-
cy pomiarowej), jakosci i stezenia prébki, temperatury po-
miaru, kata odchylenia magnetyzacji (Flip Angle).
Czutos¢ odbiornika RG (Receiver Gain) — parametr ten jest cze-
sto wybierany w celu zmaksymalizowania stosunku sygnatu do
szumu. Pomiar NMR moze przebiega¢ w dwéch trybach: przy
statym ustawieniu wzmocnienia odbiornika (zoptymalizowa-
nym do standardowej prébki) lub zautomatycznie optymalizo-
wanym wzmocnieniem odbiornika dla kazdej prébki. W pomia-
rach metabolomicznych zalecany jest tryb zoptymalizowany
wzgledem prébki wzorcowej, staty RG dla wszystkich bada-
nych prébek —tryb ten pozwala na bezposrednie poréwnywa-
nie intensywnoséci odpowiednich sygnatéw réznych probek.
Ttumienie sygnatu wody — wyttumienie sygnatu wody (pre-
saturacja) jest konieczne w przypadku prébek surowicy
krwi, bowiem woda jest podstawowym sktadnikiem suro-
wicy i zdominowataby widmo. Sygnat wody (przy 4,7 ppm)
powinien by¢ wyttumiony do poziomu poréwnywalnego
lub niewiele wyzszego od najwyzszych sygnatéw metabo-
litbw. W pismiennictwie mozna spotkac sie z zaleceniami,
aby parametr wyttumienia sygnatu wody ustawia¢ tylko
dla pierwszej mierzonej prébki, a w pomiarach kolejnych
prébek korzystac z uzyskanych ustawien [30]. Jednak z na-
szych dodwiadczen wynika, ze parametr presaturacji powi-
nien by¢ ustawiany indywidualnie dla kazdej prébki, przed
rozpoczeciem akwizycji jej widm "H NMR.
Temperatura pomiaru — w pomiarach metabolomicz-
nych konieczne jest utrzymywanie statej temperatury we
wszystkich pomiarach. Tylko przy spetnieniu tego warunku
wartoséci przesunie¢ chemicznych sygnatéw w widmach
protonowych 'H NMR s3 poréwnywalne. W przypadku su-
rowicy zaleca sie temperature 310 K [16], co odpowiada
ludzkiej temperaturze ciata.

2/2017 Inzynier i Fizyk Medyczny
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Widma NMR zarejestrowane przy wykorzystaniu ujednolico-
nych protokotéw pomiarowych sa nastepnie poddawane ob-
rébce, w tym takim operacjom jak: fazowanie, uporzadkowanie
wzgledem wzorca, ewentualnie binowanie. Tak przygotowane
widma utworzg finalnie macierze danych spektroskopowych —
to one stang sie materiatem analiz chemometrycznych.

Podsumowanie

Identyfikacja jakosciowa i iloéciowa biomarkeréw metabolicz-
nych to podstawowe wymagania stawiane technice analitycz-
nej, ktéra ma znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej. Spek-
troskopia NMR umozliwia jako$ciowe i ilosciowe oznaczania
metabolitéw, ktérych stezenia sg rzedu milimolowego.

W pracy omowiono najistotniejsze kwestie dotyczace ekspe-
rymentalnych aspektéw ilosciowych pomiaréw NMR surowicy
krwi, ktére powinny by¢ spetnione, jesli zarejestrowane dane
maja stanowi¢ przedmiot analiz metabolomicznych. Przedsta-
wione tu zalecenia dotycza pobierania prébek, ich przetwarza-
nia i przechowywania oraz akwizycji widm NMR. Wierzymy, ze
zalecenia te beda pomocne dla badaczy zainteresowanych po-

szukiwaniami biomarkeréw w surowicy krwi.4
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