Metabolomika

GENOM

(EPI)GENOM Metabolity pierwotne

* Jest to dziedzina nauki, ktéra bada [ Aminokwasy
w sposob ilosciowy i jakosciowy [ Cukry
. \ s " \ Kwasy organiczne
niskoczgsteczkowe zwigzki TRANSKRYPTO Nukleotydy
pochodzenia naturalnego — endogenne ‘

Kw. Ttuszczowe...

Aminy biogenne
metabolity, ktére tworzg metabolom.

. . PROTEOA(;
* Wraz z genomika, transkryptomika, /

Metabolity wtérne

proteomika zaliczana jest do biologii
systemow.

Fenylopropanoidy
Flawonoidy
Terpeny
Alkaloidy

METABOLOM

FENOTYP

Podejscia w

niecelowana Metabolomika celowana

* Analizie podlegajg wszystkie metabolity, ktére
zostaty wyekstrahowane z pr 6bki i sg
mozliwe do zbadania wybrang technika
instrumentalna.

* Analiza jest ukierunkowana tylko na okreslony
metabolit lub panel metabolitéw np.: auksyny,
panel fitohormondw, aminokwasy biogenne.

* Metoda zostata zoptymalizowana

* Profile metabolomiczne poréwnywane sg
pomiedzy wariantami eksperymentalnymiw
celu zobrazowania réznic miedzy réznymi
stanami biologicznymi organizmu.

odzysku dla okreslonego metabolitu lub grupy
metabolitéw.

* Bardzo zawezona analiza odpowiada na
* Bardzo czesto podejscie niecelowane konkretne pytanie badawcze.

generuje kolejne pytania badawcze i hipotezy.

Zastosowanie:
- Poszukiwanie biomarkerow np.: chordb lub ekspozycji
- Poszukiwanie nowych punktéw uchwytu terapii
- Poszukiwanie szlakéw zmienionychw danych warunkach
eksperymentalnych

Zastosowanie:
- Walidacja biomarkerow
Monitorowanie konkretnych metabolitéw w szlakach
- Kontrola jakosci produktéw rolnych

Techniki stosowane w metabolomice

Technikiseparacyjne Techniki spektroskopowe

Stuza do rozdzielenia sktadnikéw
mieszaniny wykorzystujac zjawisko
podziatu miedzy faze stacjonarngi
ruchoma lub migracji w polu
elektrycznym.

Metody analityczne, ktore badajg
oddziatywanie promieniowania z
materig/analitem.

Stuzy do pomiaru stosunku masy do
tadunku (m/z) zjonizowanego analitu
oraz fragmentacji jonéw w celu analizy
jakosciowej i ilosciowe;j.

* Chromatografia gazowa o
*  (Ultra)wysokosprawnachromatografia

cieczowa

* Chromatografia jonowymienna
* Elektroforezakapilarna

Niskorozdzielcza spektrometria mas
(pojedynczy kwadrupol, pulapka jonowa)
Niskorozdzielcza tandemowa
spektrometria mas (potréjny kwadrupol)
Wysokorozdzielczaspektrometriamas
(TOF, Orbitrap, FTICR)

Hybrydowa spektrometria mas (faczy
nisko i wysokorozdzielczy analizator:
aTOF, Q-exactive MS)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego

Spektroskopia Ramana

Spektroskopia IR

Spektroskopia UV-VIS



Techniki stosowane w metabolomice

B & R ] —* - é = Do
=a—7 - — —
= i | = A |
Capillary al az (©io) a3 e [E—
Lubrizol Life Science Lshtsoure Mengchiomater :J‘WZ“ o Mter
o Powstawanie widma w tandemowym spektrometrze mas

went samrE  cownmsaes
oruvey IMETION  THERMOSTAT

Schemat HPLC (A.PInstruments)

Schemat spektrofotometru UV-VIS

1) Za pomoca elektrospreju lub elektrorozpylacza wyciek z kolumny jest rozpylany i jonizowany.

2) Kwadrupol: powstate jony sa kierowane do pierwszego analizatora - kwadrupola, ktéry dziata jak filtr mas. Jony sa
odfiltrowane zgodnie ze stosunkiem masy do fadunku (np. tylko jony z zakresu 100-1000) a nastepnie kierowane sg do
drugiego analizatora - orbitrapa.

3) Orbitrap to dwie elektrody zewnetrzne i jedna wewnetrzna. Jon trafiajac miedzy te elektrody jest przyspieszany i
zaczyna oscylowac przemieszczajgc sie wzdtuz osi. Czestotliwosé oscylacji jondw jest proporcjonalna do wartosé m/z.
Poruszajaca sie wzdtuz analizatora wigzka wytwarza réznice potencjatow miedzy elektrodami zewnetrznymi.

4) Sygnat ten jest przeksztalcany w widmo masowe przy pomocy Transformacji Fouriera.

Pracownia Laboratorium Multiomiki IGR PAN

Ultrawysokosprawny Wysokosprawny
chromatograf chromatograf
cieczowy cieczowy

Detektor
fotodiodowy

Niskorozdzielczy
spektrometr

masowy —

putapka jonowa
Wysokorozdzielczy
hybrydowy
spektrometr
masowy

Preparatywny
chromatograf
cieczowy

1. Reczna homogenizacja
materiatu w ciektym azocie

2. Homogenizacja w mtynie
kulowym przez 30 s przy
czestotliwosci 27 Hz.




Ekstrakcja materiatu

3. Tkanka (50 mg) byta ekstrahowana
przy uzyciu 1 ml 80 % metanolu
(LC-MS, Merck) z dodatkiem wzorcéw
wewnetrznych (0.1 ug/ml):

» formononetyna,

* myo-inositol,

* ds-glicyna.
4. Probki byty wytrzgsane przez 15 min
z rozpuszczalnikiem, a nastepnie
ekstrakcja byta wspomagana
ultradzwiekami przez 5 min.

Ekstrakcja materiatu

5. Probki byty nastepnie wirowane
z predkoscig 15 000 rpm przez 15
min w temperaturze 4 °C.

6. Nastepnie supernatanty zostaty
przefiltrowane przez sgczki
strzykawkowe PTFE o $r. poréw 0.22
pum i $r. zewnetrznej 14 mm do fiolek
chromatograficznych.

Analizy UPLC-HRMS

* Rozdziat chromatograficzny:
* UPLC-Acquity (Waters)
* Kolumna HSS T3 (150 x 2.1 mm, 1.7 um)
* Temperatura kolumny 40 °C, temperatura autosamplera 4 °C

* Gradient dwusktadnikowy (A: 0.1 % kwasu mréwkowego w
wodzie,
B: acetonitryl)

* Detekcja PDA przy dtugosci fal 250-550 nm
* Detekcja MS:

* Zrédto HESI-II (podgrzewany elektrospray)

* Tryb jonizacji ujemny i dodatni z fragmentacja
(FullMS-ddMS?)




Metabolom - pszenicy

Gtéwne grupy zwigzkow wystepujgce w prébce QC (mieszanina wszystkich probek)
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Chromatogramy uzysakane technikg UPLC-HRMS (chromatogram pikow bazowych) oraz technikg UPLC-PDA
(detekcja przy 254 nm).
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Przyktadowe zwigzki réznicujgce czesci nadziemne i korzenie: 1 - kwas akonitowy, 2 — glukuronid kwasu
ferulowego, 3 - apigenin 6-C-glucoside 8-C-arabinoside, 4 — nieznany lignan, 5 — picein, 6 — O-heksozyd
DIBOA, 7 — O-heksozyd HDMBOA, 8 — kwas nonanodiowy




Zmiany zawartosci metabolitow w czesci
nadziemnej pszenicy

Pierwszy punkt czasowy
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Zmiany zawartosci metabolitow w czesci
nadziemnej pszenicy
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikdw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)

Zmiany zawartosci metabolitow w czesci

2. Punkt czasowy
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Wykresy przedstawiaja liczbe statystycznie istotnych pikdw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)
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Zmiany zawartosci metabolitow
w korzeniach pszenicy

Pierwszy punkt czasowy
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Zmiany zawartosci metabolitow
w korzeniach pszenicy

1. Punkt czasowy
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Wykresy przedstawiaja liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)

/miany zawartosci metabolitow
w korzeniach pszenicy
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)



Glukozynolany

Metabolom - rzepaku

Gtéwne grupy zwiazkdéw wystepujace w prébce QC (mieszanina wszystkich prébek)
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Chromatogramy uzysakane technikg UPLC-HRMS (chromatogram pikéw bazowych) oraz technika UPLC-PDA
(detekcja przy 254 nm).

Korzenie a czesci nadziemne rzepaku
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Przyktadowe zwigzki roznicujgce czesci nadziemnei korzenie: 1 — skopolina, 2 — ramnozyd skopoletyny, 3 -
CoH1sN,05S, 4 — glukobrasicyna, 5 — metoksyglukobrasicyna, 6 — kwas N-feruloyloasparaginowy



/miany zawartosci metabolitow w czesci
nadziemnej rzepaku

Pierwszy punkt czasowy Drugi punkt czasowy
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)

Zmiany zawartosci metabolitow w czesci
nadziemnej rzepaku
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)
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Zmiany zawartosci metabolitow
w korzeniach rzepaku

Pierwszy punkt czasowy

Scores Plot
.
e
o
84 o (o]
(o]
-
° °
5 o
g
& o
7 o
(=]
.
:
40 20 0 20 40 &0

PC1(405%)

© RT1 komonica
© RT1 koniczyna
© RT1 kontrola

Drugi punkt czasowy

Scores Plot

PC2(20.3%)

© RT2_komonica
o RT2 koniczyna
© RTZ kontrola

(e}

o®

%o

0 50 100

PC1(48.7%)

Zmiany zawartosci metabolitow
w korzeniach rzepaku

1. Punkt czasowy
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)

Zmiany zawartosci metabolitow
w korzeniach rzepaku
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Wykresy przedstawiajg liczbe statystycznie istotnych pikéw chromatograficznych w obu wariantach (p < 0.01)



Statystycznie istotna liczba metabolitéw réznigcych probki:
Spadek Wozrost

Czes¢ nadziemna:

Pszenica w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T1 182 145
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z komonicag T1 80 42
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T2 47 ol
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z komonicg T2 51 48
System korzeniowy:

Pszenica w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T1 194 193
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z komonica T1 94 118
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T2 271 186
Pszenica w siewie czystym vs pszenica z komonica T2 176 151

Czes¢ nadziemna:

Rzepak w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T1 190 188
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z komonicg T1 46 51
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T2 96 86
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z komonicag T2 52 69
System korzeniowy:

Rzepak w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T1 312 313
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z komonicag T1 201 175
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z koniczyng T2 263 180
Rzepak w siewie czystym vs pszenica z komonicag T2 150 107

Podsumowanie

Metabolizm roslin plonu gtéownego
rosngcych w mulczu jest w warunkach
poczatkowego wzrostu odmienny od
warunkow wzrostu roslin w tradycyjnej
uprawie orkowej.



