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Mass spectometry - applications in the studies on plant metabolome

Summary

Identification of gene functions needs information from different molecular
levels: transcriptome, proteome and metabolome. Chromatographic techniques
combined with different types of detectors are methods of choice for secondary
metabolites profiling. Mass spectrometry is one of the best methods for natural
products identification due to its high selectivity and sensitivity. However,
physico-chemical properties of secondary metabolites present in plant species
have very strong influence on the applicability of chromatographic techniques
for separation of different classes of organic compounds present in the samples
extracted from plant tissue. There does not exist an analytical method capable
for separation and identification of all metabolites present in plant tissue dur-
ing a single analysis. This article describes chromatographic systems combined
with different mass spectrometric techniques for identification of different
classes of secondary metabolites present in plant material.
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1. Wstep

Zwigzki organiczne sg syntetyzowane przez rosliny jako sub-
stancje bedace ostatecznym produktem ekspresji okreslonych
gendw. Wsrod niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych
wyrdzni¢ mozemy metabolity pierwotne, bezposrednio zwiazane
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z normalnym wzrostem, rozwojem lub rozmnazaniem organizmu, i metabolity
wtorne odgrywajace role w innych procesach, nie zawsze jeszcze rozpoznanych.
Efektywnos¢ syntezy danego zwigzku naturalnego jest zalezna od wielopoziomowej
kontroli i regulacji. Przebieg kontroli poziomu transkrypcji genéw oraz dalszej syn-
tezy biatek jest zalezny m.in. od wptywu na organizm czynnikéw stresowych, za-
rowno hiotycznych jak i abiotycznych (1).

Opracowane dotychczas metody analizy metabolitow w organizmach zwierze-
cych i ludzkich, dotyczace szczegblnie monitorowania szeregu powaznych schorzen
genetycznych u noworodkow, sg obecnie szeroko stosowane (2-4). Tego rodzaju ba-
dania prowadzone z wykorzystaniem sprzezenia chromatografu cieczowego ze spek-
trometrem mas - LC/MS (ang. liquid chromatography mass spectrometry) sg rowniez
prowadzone rutynowo w Polsce. Przedmiotem analiz jest ocena ilosciowa oraz jakos-
ciowa aminokwaséw, cukrow, kwaséw organicznych cyklu Krebsa oraz kwasow
thuszczowych wystepujacych w ptynach fizjologicznych, a szczeg6lnie w moczu (3,5).

Préby zdefiniowania funkcji genéw poprzez okreslenie korelacji pomiedzy po-
ziomem transkrypcji mRNA i ekspresji biatek oraz syntezy r6znych klas metabolitéw
zaowocowaly opracowaniem nowego podejScia metodycznego, okreslanego mia-
nem genomiki funkcjonalnej. Gtéwnym celem prowadzenia badan z zakresu geno-
miki funkcjonalnej jest odpowiedz na pytanie jakg role odgrywa charakteryzowany
gen. ldentyfikacje funkcji danej sekwencji w genomie mozna przeprowadzac przez
sprawdzenie analogii, czyli przypisanie genomom o podobnych sekwencjach, wyste-
pujacych w réznych organizmach, tej samej roli. Mozna tez stosowa¢ podejscie bez-
posrednie polegajgce na sprawdzaniu roli produktéw gendéw poddawanych nadeks-
presji lub supresji. Alternatywng metoda jest wprowadzenie danego genu do uktadéw
heterologicznych, tj. organizmoéw, w ktérych on nie wystepuje i wnioskowaé o jego
funkcji na podstawie analizy produktow jego ekspresji na poziomie transkryptomu,
gdzie bada sie mRNA, proteomu gdzie analizuje sie skiad biatek danego organizmu,
czy wreszcie metabolomu, ktéry obejmuje cato$¢ niskoczasteczkowych zwigzkow
wystepujacych w badanym uktadzie.

Badania produktéw naturalnych bedacych skiadnikami metabolomu ro$linnego
zyskujg coraz wieksze znaczenie. W polgczeniu z danymi o poziomie transkrypcji
mRNA oraz ekspresji biatek i ich modyfikacjach potranslacyjnych pozwolg na okres-
lenie funkcji gendéw w organizmach oraz skomplikowanych sprzezeh pomiedzy ana-
lizowanymi poziomami - od genéw do metabolitow wtdrnych w organizmie zy-
wym. Poznanie istniejacych zalezno$ci pomiedzy szlakami syntezy substancji orga-
nicznych i zaleznosci regulatorowych jest celem biologii systemow (6-8). Uzyskanie
obrazu wszystkich proceséw zachodzacych w komoérce wymaga catosciowego (holi-
stycznego) podejscia do analizy zjawisk obserwowanych w organizmach zywych.
Konieczna jest jednak integracja uzyskanych danych i potgczenie ich przy wykorzy-
staniu odpowiedniego modelu matematycznego badanego systemu (9).

W naszym opracowaniu oméwimy zagadnienia zwigzane z analizg roélinnych
produktow naturalnych. Podstawowg trudno$¢ podczas analizy sktadu metabolomu
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Rys. 1. Porédwnanie czutosci réznych metod instrumentalnych stosowanych do analizy niskoczas-
teczkowych metabolitéw. Przedrukowano z publikacji (10), za pozwoleniem Elsevier.

Stanowig zblizone wiasciwosci fizykochemiczne oraz znaczna liczba zwigzkéw ni-
skoczasteczkowych obecnych jednoczesnie w tkankach. U roslin wyzszych zidenty-
fikowano dotad ponad 100 000 metabolitow, a szacuje sie, ze moze to by¢ \0%
wszystkich zwiazkdw obecnych w naturze. Liczba produktéw naturalnych w poje-
dynczej roslinie moze osiggac kilka tysiecy (6-11), a roznice w stezeniach zwigzkdw
chemicznych wystepujacych obok siebie w komoérkach powoduja dodatkowe ktopo-
ty z ich analiza. Na og6t mozliwa jest analiza substancji réznigcych sie zakresem ste-
zen w stosunkowo niewielkich zakresach ze wzgledu na charakterystyke detekto-
row stosowanych w réznego rodzaju chromatografach. Istotnym parametrem detek-
torow jest ich czuto$é, ktéra ma wptyw na uzyskanie wynikow ilosciowych na odpo-
wiednim poziomie ufnosci (10). W zwigzku z tym dobdr wiasciwych metod instru-
mentalnych do analiz produktéw naturalnych o odmiennych wiasciwosciach fizyko-
chemicznych ma duze znaczenie (rys. 1).

Definicje poje¢ wykorzystywanych w metabolomice:

Metabolom: wszystkie substancje niskoczasteczkowe wystepujace w organizmie
lub tkance.

Metabolomika: podejscie badawcze umozliwiajace obiektywna (niezafatszowa-
ng) identyfikacje jakosciowa i ilosciowa wszystkich metabolitéw pierwotnych i wtor-
nych obecnych w danym organizmie.

Metabonomika: termin odnoszacy sie do badan nie dotyczacych roslin, okresla
on iloSciowy pomiar metabolitéw w ptynach fizjologicznych bedacy odbiciem zmian
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patologicznych na skutek dziatania czynnika patogennego lub modyfikacji genetycz-
nych.

Metaboliczny odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting): szybkie i wysoko wy-
dajne monitorowanie skfadu metabolitdw w organizmie lub tkance, majace na celu
poréwnanie probek i analize réznicowa, bez koniecznosci identyfikacji poszczegol-
nych sktadnikow mieszaniny.

Profilowanie metabolitow (ang. metabolite profiling): identyfikacja oraz analiza
ilosciowa metabolitow wystepujacych w analizowanym organizmie. Z powoddw prak-
tycznych to podejscie ogranicza sie bardzo czesto do monitorowania (analizy) poje-
dynczych klas metabolitow wtérnych. Niektére metody analityczne, umozliwiaja
jednoczesne analizowanie réznych klas metabolitow.

Analiza celowana (ang. target analysis): opiera sie na profilowaniu wybranego
metabolitu lub waskiej grupy produktéw naturalnych. Analize te prowadzi sie na
podstawie wczesniej zdobytej wiedzy, z uzyciem zoptymalizowanych metod eks-
trakcji i wstepnego oczyszczania wybranych produktow naturalnych (12,13).

Do identyfikacji produktéw naturalnych izolowanych z tkanek organizmdw zywych
stosuje sie metody instrumentalne, w ktérych wykorzystywane s rozne zjawiska fi-
zyczne. W przypadku absorpcji lub emisji promieniowania przez substancje analizo-
wane, detektorami sg spektrofotometry promieniowania ultrafioletowego i podczer-
wonego oraz aparaty mierzace poziom fluorescencji. Posrdd urzgdzeri do pomiaru flu-
orescencji najczesciej stosowane sg aparaty wyposazone w lasery do wzbudzania flu-
orescencji (LIF, ang. laser inducedfuorescence). W metodach magnetycznego rezonansu
jadrowego wykorzystuje sie zjawisko absorpcji energii o0 czestotliwosci radiowej
przez czasteczki substancji chemicznych, natomiast w przypadku spektrometrii mas
pomiarowi podlegaja czasteczki zjonizowanych substancji. Podstawowym atutem tych
metod instrumentalnych jest bardzo wysoka czuto$¢ detekcji zwigzkdéw organicznych
(na poziomie utamkéw pikomoli - | x 10 g) oraz mozliwo$¢ jednoznacznej iden-
tyfikacji sktadnikéw mieszanin na podstawie rejestrowanych widm masowych.

Analiza metabolomu staje sie obecnie coraz wazniejszym elementem badan pro-
wadzonych w zakresie genomiki funkcjonalnej, jednakze catosciowe ujecie proble-
mu analizy metabolitéw wtérnych w prébkach otrzymywanych z roslin wymaga dal-
szych wysitkow skierowanych na polepszenie czutosci i selektywnosci dostepnych
metod analitycznych. Badanie metabolitow zyskato réwniez uznanie w innych dzie-
dzinach nauki niz genomika funkcjonalna, czy tez biologia systemow. Analiza roz-
nych klas metabolitow wtornych ma na przyktad duze znaczenie dla identyfikacji
roslinnych substancji biologicznie czynnych wykorzystywanych w medycynie natu-
ralnej. Stwierdzenie dziatania farmakologicznego preparatu roslinnego pocigga za
sobg konieczno$¢ identyfikacji zwigzku lub zwiazkdw odpowiedzialnych za te ak-
tywnos$¢ biologiczna (14), a analizy tego typu sg prowadzone w przemysle farmaceu-
tycznym na duzg skale (15-17). Catosciowe podejscie do analizy roslinnych metabo-
litbw wtdrnych okreslane jest mianem fitomiki (ang. phytomics) (16).
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Okreslenie odpowiedniej diety, szczegdlnie jej sktadnikéw pochodzenia roslinne-
go, moze zredukowac ryzyko choréb i tym samym przyczynic¢ sie do polepszenia
i, w konsekwencji, przedtuzenia zycia. Korzystny wptyw na przebieg proceséw zycio-
wych niekoniecznie musi zosta¢ przypisany wytacznie optymalnemu sktadowi biatek,
cukrow oraz kwasow ttuszczowych, ktore sg podstawowymi skfadnikami diety. Inne
substancje obecne w pozywieniu, na przyktad zwigzki fenolowe bedace roslinnymi
metabolitami wtérnymi, moga byé odpowiedzialne za pozytywne oddziatywanie na
przebieg proceséw zyciowych u ludzi (18). Kierunek badan, ktérych podstawowym
zadaniem jest opis roli metabolitow wtornych w zywieniu oraz ich wptywu na orga-
nizmy zwierzat i ludzi nazywany jest nutromika (ang. nutromics) (18,19).

Znajomos¢ szlakow syntez metabolitéw wtdrnych i gendw odpowiedzialnych za
przebieg syntezy oraz proceséw regulatorowych, umozliwia wprowadzenie w rosli-
nach odpowiednich modyfikacji genetycznych prowadzacych do wzmozonej pro-
dukcji okreslonej grupy produktéw naturalnych (6). W dalszych etapach badan infor-
macje te sg wykorzystywane do transformacji organizméw zywych w celu produkcji
pozadanych zwigzkéw. Podejscie tego rodzaju jest stosowane do tworzenia roslin
zmodyfikowanych genetycznie mogacych syntetyzowac surowce zywnosciowe o od-
powiednim skiadzie. Jednak nie mozna przewidzie¢ wszystkich efektéw takich mo-
dyfikacji w otrzymywanym materiale roslinnym i w konsekwencji w produkcie spo-
zywczym. Konieczne jest zatem badanie metabolomdw genetycznie zmodyfikowa-
nych materiatow roslinnych oraz poréwnanie ich z materiatem niemodyfikowanym.
Podejécie takie umozliwia wykrycie ubocznych efektéw zwigzanych ze zmianami
w skladzie metabolitéw wtérnych u rodlin transformowanych (19).

2. Przygotowanie prébek do analiz

Ze wzgledu na znaczng liczbe zwigzkdw wystepujacych w kroélestwie roslin, ich
zrdznicowane wiasciwosci fizykochemiczne oraz wielka roznorodnos¢ strukturalng
nader istotny jest wybdr odpowiedniej strategii eksperymentalnej umozliwiajacej
uzyskanie pozadanej informacji dotyczacej identyfikacji i ilosci produktéw natural-
nych wystepujacych w badanym materiale (20). Podejscia analityczne wykorzystywa-
ne podczas badan metabolomu charakteryzujg sie bardzo r6znym poziomem do-
ktadnosci oraz czutosci oznaczen, a takze liczbg mozliwych do przeanalizowania
i identyfikacji substancji znajdujacych sie w pojedynczej prébce. Do najmniej precy-
zyjnych nalezy metoda pozwalajgca na okreslenie tzw. metabolicznego odcisku pal-
ca, dzieki ktorej mozliwa jest klasyfikacja prébek na podstawie wartosci m/z (sto-
sunku masy - m do tadunku - z) oraz intensywnosci kolejnych sygnatéw (jonéw)
rejestrowanych na widmie masowym, pochodzacych od poszczeg6lnych sktadnikow
mieszanin. W tego rodzaju podejsciu analitycznym nie jest mozliwa identyfikacja
oraz oznaczenia iloSciowe poszczegélnych zwigzkéw. Najwiekszg popularnosé zy-
skata metoda analityczna pozwalajaca na profilowanie metabolitéw, w ktérej ozna-
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czenia ilosciowe i jakoSciowe obejmujg mozliwie duzg liczbe zwigzkoéw, a nawet kil-
ka grup produktéw naturalnych. Najbardziej ukierunkowanym podejsciem jest ana-
liza celowana, ktora jest prowadzona z nastawieniem na identyfikacje konkretnych
zwiazkow. W zaleznosci od tego jak duza liczba zwigzkéw ma zosta¢ poddana anali-
zie oraz jakie sg ich wkasciwosci fizykochemiczne dobierane sg metody izolacji oraz
detekcji produktow naturalnych (20).

Badania z zakresu metabolomiki obejmujg m.in. zagadnienia zwigzane z okresle-
niem wptywu srodowiska zycia danego organizmu na jego fenotyp biochemiczny.
Badania takie wymagajg bardzo Scistego zachowania procedur zaréwno hodowli
roslin jak i zbioru materiatu (np. pora dnia lub nocy). Nieprecyzyjny dobér warun-
kow wzrostu roslin i ich wieku, nieznajomosc¢ ich genetycznej tozsamosci, niewtas-
ciwa procedura pobierania materiatu do analizy moga prowadzi¢ do wyciagniecia
nieprawdziwych wnioskdéw z wynikéw przeprowadzonych analiz. Na przykfad prze-
suniecie momentu zbioru materiatu biologicznego na inng pore dnia istotnie wpty-
wa na wyniki analiz metabolitéw wtérnych w materiale roslinnym (14). Podczas ba-
dan wykonanych na ekstraktach lisci Ginkgo biloba otrzymanych z rodlin rosngcych
w identycznych warunkach, materiat do ekstrakcji zbierano wczesnym rankiem
i poznym popotudniem. Stwierdzono, ze zawarto$¢ metabolitow wtérnych (lakto-
noéw terpenowych oraz flawonoidéw) znacznie sie roznita. W probkach zebranych
po okresie naswietlenia znacznie wzrastata zawartos¢ pierwszej grupy zwiazkow,
zaobserwowano réwniez istotne réznice jakosciowe w grupie flawonoidow (14).

Zmiany w procesach metabolicznych sg reakcjami bardzo dynamicznymi, odpo-
wiedZ na bodzce zewnetrzne moze by¢ widoczna juz w kilka sekund po wystgpieniu
stresu, dlatego tez wybdr punktow czasowych jest istotnym elementem podczas
analiz metabolomu. W celu zahamowania proceséw enzymatycznych w zbieranym
materiale, probki zamraza sie w ciektym azocie, a nastepnie przechowuje w tempe-
raturze -80°C. Niewtasciwe zamrozenie tkanki moze spowodowac utrate czesci me-
tabolitbw poprzez nieodwracalng ich adsorpcje w $cianach komdrkowych. Obser-
wuje sie réwniez wydzielanie zwigzkéw na zewnatrz, indukowane przez dotyk lub
zranienie podczas zbioru materiatu biologicznego (21,22). Ponadto kolejne rozmra-
zanie i zamrazanie probek rowniez powoduje zaburzenie rownowagi pomiedzy po-
szczeg6lnymi grupami produktow naturalnych wystepujacych w roslinie w momen-
cie zbioru. Alternatywng metoda jest wysuszenie materiatu roslinnego. Usuniecie
wody hamuje dziatanie enzymow, jednakze nie pozwala na unikniecie strat zwigza-
nych z oddziatywaniem produktéw naturalnych z biopolimerami (cukry i biatka)
w Scianach komérkowych (22).

Badanie szlakéw metabolicznych wymaga zastosowania metod ekstrakcji po-
zwalajacych na wydzielenie zwigzkdw o zréznicowanej polarnosci. jesli celem anali-
zy sa metabolity pierwotne nalezy wykorzystywac strategie umozliwiajace ekstrak-
cje jak najszerszej grupy zwigzk6w za pomocg mieszanin rozpuszczalnikéw: meta-
nolu, wody oraz chloroformu i/lub acetonu (23). jezeli analizy metabolitéw wtor-
nych prowadzone sg z nastawieniem na konkretng grupe zwigzkéw np. alkaloidéw.
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flawonoiddw, lipidéw lub saponin wowczas metode ekstrakcji dobiera sie uwzgled-
niajagc whasciwosci fizyczne i chemiczne wybranych produktéw naturalnych (24).
Wydajnos¢ ekstrakcji zwieksza sie czesto podnoszac temperature procesu lub sto-
sujac techniki, w ktérych podwyzsza sie cisnienie podczas izolacji (20). Ekstrakcje
pod cisnieniem wykorzystano na przyktad podczas badan sktadu izoflawonéw oraz
ich pofaczen w soi (25).

Przy okreslaniu wptywu czynnikéw zewnetrznych na fenotyp biochemiczny orga-
nizmu (sktad metabolitéw) nalezy wzig¢ pod uwage réznorodno$é biologiczna. Zja-
wisko to wynika z odmiennych pozioméw zawartosci poszczeg6lnych zwigzkéw
w ekstraktach otrzymywanych z poszczeg6lnych roslin o takim samym genotypie,
wzrastajgcych w identycznych warunkach i traktowanych w ten sam sposob. Nie
mozemy oszacowac zmiennosci sktadu pod katem ilosciowym jak i jakosciowym,
dlatego tez aby przeprowadzany eksperyment byt wiarygodny pojedyncza prébka
powinna zawiera¢ materiat pozyskiwany z kilku roslin (9,10). Na og6t r6znice wyni-
kajace z roznorodnosci biologicznej przewyzszaja btad wynikajacy ze stosowania
danej metody analitycznej (26). W dotychczas przeprowadzonych badaniach dowie-
dziono, ze zaréwno procedury ekstrakcji metabolitow oraz blokowania grup funk-
cyjnych (derywatyzacji) analizowanych zwigzkéw jak i sam proces analizy GC/MS
wprowadzaty przynajmniej dwukrotnie mniejsze odchylenia standardowe wynikéw
od sredniej niz te, ktore wynikaty z wystepowania efektu réznorodnosci biologicz-
nej (18). W celu zmniejszenia wielkosci btedéw wynikajacych ze sposobu prowadze-
nia izolacji substancji oraz stosowanych metod instrumentalnych, analizy powinny
by¢ wykonywane w przynajmniej czterech lub w niektérych przypadkach nawet
oSmiu powtorzeniach. Taka liczba przeprowadzonych eksperymentéw umozliwia
wykonanie odpowiednio wiarygodnych obliczeh statystycznych.

Podczas stosowania niektérych metod instrumentalnych wymagane jest stosun-
kowo wysokie stezenie zwigzkdw bedacych przedmiotem zainteresowania. W nie-
ktorych przypadkach nalezy bra¢ pod uwage konieczno$¢ wczesniejszego oczysz-
czenia probek, w celu eliminacji maskujacego wptywu innych zwigzkéw wystepu-
jacych w badanym materiale. Najpowszechniej stosowang metodg, ktéra umozliwia
niespecyficzne zatezenie badz oczyszczenie analitu (substancji bedacej przedmio-
tem badan) sa metody ekstrakcji do fazy statej - SPE (ang. solid phase extraction)
(27,28). Mechanizm rozdziatu réznych klas sktadnikow ekstraktu polega na selek-
tywnej adsorpcji substancji do fazy statej dzieki oddziatywaniom fizykochemicznym
pomiedzy czasteczkami substancji wystepujacymi w probkach ekstraktu a drobina-
mi fazy stacjonarnej. Wypetnienia najczesciej wykorzystywane w kolumienkach do
ekstrakcji do fazy statej stanowig zele krzemionkowe z przytgczonymi za pomocg
wigzan chemicznych taincuchami alkilowymi o liczbie atoméw wegla od C-2 do C-18,
jest to tzw. faza odwrdcona - RP (ang. reversed phase). Ta metodg mozna rozdzielaé
zwiagzki organiczne rdzniace sie hydrofilowoscig lub tadunkiem. Stacjonarne fazy jo-
nowymienne - Kkationity lub anionity, umozliwiajg adsorpcje zwigzkéw zasado-
wych lub kwasowych. Silne kationity SCX (ang. strong cation exchanger) zawierajace
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aromatyczne grupy sulfonowe zwigzane chemicznie z drobinami Sio2 wigzg zwigzki
zasadowe, z kolei substancje o wiasciwosciach kwasowych mozna adsorbowaé na
anionitach zawierajacych grupy aminowe. Substancje zaadsorbowane na fazie sta-
cjonarnej wymywa sie minimalng objetoscig wodnych roztworéw buforéw lub roz-
puszczalnikami organicznymi. Na przykiad zastosowanie w linii dwoch lub wiecej
kolumienek SPE do oczyszczania réznych analitéw pozwala na jednoczesne oddzie-
lenie od siebie alkaloidéw (SPE SCX) oraz zatezenie zwigzkéw fenolowych w prébce
(SPE RP) (28).

3. Aparatura wykorzystywana w badaniach metabolomu roslinnego

w chwili obecnej nie istnieje uniwersalna metoda analityczna, ktéra pozwolitaby
na oznaczenie ilosciowe i jakosciowe wszystkich metabolitéw zawartych w bada-
nych ekstraktach roslinnych (9,12). Wynika to m.in. z wysoce zréznicowanych wias-
ciwosci fizykochemicznych metabotitéw roslin. Zaleznie od rodzaju informacji jakie
chcemy uzyska¢ po wykonaniu badan, stosujemy metode analizy celowanej (ang.
targeted analysis), badZ niecelowanej (ang. non-targeted analysis). Pierwsze podejscie
odnosi sie do oznaczenia jakosciowego i ilosciowego wybranych sktadnikéw mie-
szaniny, drugie natomiast polega na klasyfikacji probek na podstawie réznic w pro-
filach identyfikowanych grup zwigzkéw, a w kolejnym etapie analizy substancje od-
powiadajace za obserwowane réznice podlegajg bardziej szczeg6towej charaktery-
styce (17).

Metody rozdziatu mieszanin substancji takie jak chromatografia lub elektrofo-
reza sg wykorzystywane podczas oznaczeh zwigzkdéw obecnych w ztozonych mie-
szaninach, np. w prébkach ekstraktow roslinnych. Rozdziat chromatograficzny po-
fega na adsorpcji zwigzkéw do fazy statej, ktorg stanowi wypetnienie kolumny
chromatograficznej, a nastepnie wymywaniu kolejnych sktadnikéw analizowanej
mieszaniny w fazie ruchomej. Faze te moze stanowi¢ gaz nosny albo ciecz -
mamy wtedy do czynienia odpowiednio z chromatografig gazowa (GC, ang. gas
chromatography) lub z chromatografig cieczowg (LC, ang. liquid chromatography).
Roztwor, ktorym przemywana jest kolumna posiada odpowiednig polarnosé, war-
tos¢ pH, albo tez site jonowa (w zaleznosci od rodzaju wypetnienia kolumny chro-
matograficznej). Rézne powinowactwo analizowanych zwigzkéw do fazy statej wa-
runkuje ich rozdziat. Wymywanie kolejnych substancji z kolumny moze odbywaé
sie izokratycznie czyli rozpuszczalnikiem o statym skiadzie podczas trwania anali-
zy lub w gradiencie, to znaczy, przy zmiennych warunkach elucji np. zmienne pH,
polarnos¢ fazy ruchomej. Waznym parametrem wptywajacym na rozdzietczosé
w chromatografii cieczowej jest réwniez temperatura, w ktérej prowadzony jest
rozdziat (29).

Analiza ztozonych mieszanin wymaga sprzezenia aparatury przystosowanej do
rozdziatu mieszanin substancji (chromatografy, aparaty do etektroforezy) z odpo-
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wiednimi detektorami umozliwiajacymi identyfikacje zwiazku. Wybér optymalnej
metody detekcji substancji w analizowanej mieszaninie powinien uwzglednia¢ na-
stepujace parametry opisujace dziatanie obu elementdéw w systemie analitycznym:

- selektywnosg,

- specyficznos¢,

- zakres dynamiczny detektora (ocena ilosciowa w duzym zakresie zréznicowa-
nia stezen),

- wydajno$¢ metody (szybko$¢ wykonania pojedynczej analizy),

- koszt i fatwos¢ przygotowania probek oraz wykonywania analiz.

Identyfikacja zwigzku jest mozliwa na podstawie poréwnania czaséw retencji
zwigzku obecnego w mieszaninie oraz standardu. Jednakze w wielu przypadkach
nastepuje jednoczesny wyptyw z kolumny chromatograficznej dwdch zwigzkow
lub nawet wigkszej ich liczby. W takiej sytuacji nie jest mozliwa prawidtowa iden-
tyfikacja niektdrych zwigzkow jedynie przy wykorzystaniu danych na temat czasu
wyptywu z kolumny. Ponadto podczas kolejnych analiz moze nastgpi¢ przesunie-
cie czasu retencji substancji na kolumnie chromatograficznej, zatem stosowanie
jedynie tej wartosci jest mato przydatne. Dlatego w praktyce stosuje sie
wspotczynniki czasu retencji (ang. retention time indices), ktore sg ilorazami czasow
retencji zwigzkéw badanych i czasu retencji standardu wewnetrznego, wskazniki
te majg wartosci state dla danej kolumny (30). W przypadku wiekszosci substancji
izolowanych z materiatu roslinnego wzorce nie sa dostepne, zachodzi zatem ko-
niecznos¢ potaczenia techniki rozdziatu z odpowiednim detektorem, ktory po-
zwoli na obiektywng identyfikacje zwigzku albo nawet okreslenie struktury anali-
zowanej substancji (31,32). W przypadku wykorzystania chromatografu cieczowe-
go mozliwe jest jednoczesne potgczenie z kilkoma detektorami, na przyktad sze-
regowo podigczane detektory absorpcji promieniowania UV, magnetycznego re-
zonansu jadrowego (NMR) oraz spektrometry mas. Zastosowanie uktadu dwoch
lub nawet trzech detektoréw pozwala na identyfikacje badanych zwigzkéw z duzg
precyzjg (33).

Doktadnos$¢ pomiaru uzyskiwana podczas wykonywania analiz przy wykorzysta-
niu réznych metod instrumentalnych zmienia sie w szerokim zakresie. Dobér odpo-
wiedniego przyrzadu do potrzeb wykonywanego eksperymentu opiera si¢ na opty-
malizacji selektywnos$ci systemu w stosunku do jego czutosci (rys. 1). Techniki takie
jak NMR sg selektywne, dostarczajg bardzo wiele informacji o strukturze badanej
substancji, jednakze ich mankamentem jest stosunkowo niska czuto$¢. Z kolei de-
tektory fluorescencyjne charakteryzujace sie bardzo wysoka czutoscig nie dostar-
czajg zadnej informacji o strukturze analitu. Z dobrg czutoscig mozemy zidentyfiko-
waé najwiekszg liczbe zwigzkdw w analizowanych probkach za pomocg spektrome-
trow mas, przy czym prog wykrywalnosci waha sie w granicach od 10 M do 10" M
(26).
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3.1. Chromatograf gazowy sprzezony ze spektrometrem mas (GC/MS, ang.
gas chromatography - mass spectrometry)

W przesztosci najwieksza trudnos¢ w taczeniu chromatograféw ze spektrome-
trami mas wynikata z konieczno$ci wprowadzenia wycieku z kolumny chromatogra-
ficznej bezposrednio do komory jonizacyjnej spektrometru, w ktorej panuje wysoka
proznia. W przypadku rozdziatdw na kolumnie w chromatografie gazowym czas-
teczki analitéw znajdujg sie w gazie nosnym, co ufatwiato tgczenie tych instrumen-
téw ze spektrometrami mas (5). Ponadto w przypadku korzystania z kapilarnych ko-
lumn chromatograficznych zagrozenia zwigzane z wprowadzeniem zbyt duzych
ilosci gazéw do analizatora nie majg miejsca.

Ze wzgledu na wysokie temperatury, w ktérych przebiegaja rozdziaty w chroma-
tografii gazowej metoda ta wykorzystywana jest gtéwnie do analiz niskoczgsteczko-
wych, niepolarnych oraz stabilnych termicznie zwigzkéw organicznych. Substancje
polarne i termolabilne wymagajg przeksztatcenia w zwigzki bardziej lotne i trwate
termicznie poprzez blokade polarnych grup funkcyjnych (hydroksylowe, aminowe,
karboksylowe ewentualnie karbonylowe) odpowiednimi grupami chemicznymi (de-
rywatyzacja) (20). Alternatywa jest zastosowanie chromatografii cieczowej, w ktorej
rozdziaty przebiegajg w temperaturze pokojowej lub nieco tylko wyzszej i nie ma
w tym przypadku koniecznosci wczesniejszego blokowania grup polarnych (5).

Woprowadzenie modyfikacji chemicznych do czasteczki zwigzku organicznego
sprawia, ze otrzymujemy jego nowg pochodng i w konsekwencji podczas analizy in-
strumentalnej mamy do czynienia ze zwigzkiem o odmiennych wiasciwosciach fizy-
kochemicznych. Ponadto podczas reakcji blokowania grup polarnych moze powstac¢
kilka izomer6w jednej substancji np. cukréow (31). Nalezy réwniez pamietaé, ze po-
chodne trojmetylosililowe analizowanych zwiazkéw sg podatne na hydrolize (21).
Rozktadowi pochodnych tréjmetylosililowych mozna przeciwdziataé stosujac do
blokowania grup polarnych innego rodzaju pochodne krzemowe (zwigzki zawie-
rajace takze grupy t-butylowe) (20). Istotnym problemem podczas analiz GC/MS jest
wyhbor blokad grup polarnych poniewaz w wyniku tej operacji chemicznej nastepuje
zmiana zakresu mas czgsteczkowych badanych substancji. Wykorzystanie grup blo-
kujacych opartych na pochodnych sililowych jest ograniczone ze wzgledu na znacz-
ny wzrost masy syntetyzowanych pochodnych i zwigzane z tym p6zniejsze trudno-
ci z interpretacjg widm masowych. Innym problemem jest fakt, ze w przypadku
blokad z wykorzystaniem grup metylowych badz acetylowych powinny by¢ stosowa-
ne substancje znaczone trwatymi izotopami ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowa-
nia tych samych grup w strukturze badanego zwigzku (34). Z tych wzgledéw niekté-
re klasy metabolitdw wtdrnych nie mogg by¢ rozdzielane metodami chromatografii
gazowej. Ponadto obecnos$¢ grup blokujacych w czasteczce wptywa na proces frag-
mentacji zwigzku.

Zastosowanie spektrometrow mas jako detektorow w chromatografii gazowej
umozliwia identyfikacje i iloSciowe oznaczanie szerokiej gamy zwigzkdéw z wysoka
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czutoscig i wiarygodnoscig. W uktadach GC/MS wykorzystuje sie dwie metody wzbu-
dzania czasteczek: jonizacje elektronami (El, ang. electron ionization) oraz jonizacje
chemiczng (Ci, ang. chemical ionization) (11). Mimo ze chromatografia gazowa cha-
rakteryzuje sie wysoka rozdzielczoscia, a spektrometria mas wysoka czutoscig i se-
lektywnoscia, czestokro¢ dochodzi do koelucji zwigzkoéw i nakrywania sie ich widm
masowych. Dzieki wykorzystaniu odpowiednich metod matematycznych podczas
analizy wynikéw mozliwe jest rozwigzanie tego problemu poprzez dekonwolucje
widm masowych (rozdzielenie naktadajacych sie sygnatéw pochodzacych od dwaéch
substancji). Zakres dynamiczny spektrometréw mas jest szeroki, jednakze jednoczes-
na obecnos$¢ w analizowanym roztworze podczas jonizacji duzych ilosci substancji
konkurujgcych pomiedzy sobg podczas procesu jonizacji powoduje jego zawezenie.
Obecnos$¢ w analizowanej probce metabolitow pierwotnych np. cukréw przeszka-
dza w jednoczesnym oznaczaniu metabolitéw wtornych takich jak flawonoidy (10).

Podczas jonizacji elektronami czasteczki substancji analizowanej poddawane sg
oddziatywaniom z elektronami o $cisle okreslonej energii (najczesciej 70 eV). Jezeli
elektrony bombardujace czasteczki posiadajg odpowiednio wysoka energie, moga
powodowaé wybicie z czasteczki jednego z elektrondw, co prowadzi do powstania
jonu molekularnego bedgcego kationorodnikiem o pojedynczym fadunku. W tym
przypadku stosunek masy do fadunku (m/z) odpowiada masie czagsteczkowej zwigz-
ku. Powstate jony molekularne w wiekszosci przypadkdw posiadajg nadmiar energii
wewnetrznej. Energia przekazana przez elektron jest wystarczajgca do rozpadu
wigzan w czasteczkach substancji organicznych, w efekcie na widmie rejestrujemy
rowniez jony powstajgce w wyniku fragmentacji zwigzku. Wzgledna intensywno$¢
jonu molekularnego (M+*) w widmie masowym réznych substancji chemicznych
moze byé zmienna na skutek zr6znicowanej intensywnosci rozpadu jonu molekular-
nego na mniejsze fragmenty. Wysoka préznia panujgca w komorze jonizacyjnej
spektrometru mas powoduje, ze nie zachodzg wzajemne zderzenia czgsteczek oraz
jonow analitu. Umozliwia to rejestracje powtarzalnych widm masowych podczas ko-
lejnych analiz.

jonizacja chemiczna jest drugg metoda wzbudzenia czgsteczek powszechnie
stosowang w ukladach GC/MS. W wyniku reakcji zachodzacych podczas zderzeh
czasteczek analitu z jonami gazu reakcyjnego (metan, izobutan lub amoniak) po-
wstajg jony protonowanych czgsteczek [M-I-H] /. Ich energia wewnetrzna jest nizsza
niz jondw molekularnych powstajacych podczas jonizacji El, dzieki temu jony te sg
bardziej stabilne i nie ulegajg rozpadowi. W przypadku wielu klas produktéw natu-
ralnych jedynie wykorzystanie jonizacji chemicznej pozwala na okreslenie mas czas-
teczkowych analizowanych zwigzkdw naturalnych. Przykladem moga by¢ cukry oraz
alifatyczne kwasy karboksylowe.

Uktady GC/IMS sg stosowane do analiz zwigzkdw stabo polarnych, o masach
czasteczkowych ponizej | kDa. Do rozdziatu jonéw powstatych w wyniku wzbudze-
nia czasteczek analitu wykorzystuje sie rézne zjawiska fizyczne, mozna w zwigzku
z tym stosowac rézne analizatory: kwadrupolowy - Q, putapkajonowa (IT, ang. ion
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trap), analizator mierzacy czas przelotu (TOF, ang. time offlight), analizatory rezo-
nansu cyklotronowego z transformacjg Fouriera (FT ICR, ang. Fourier transform ion
cyclotron resonance). Wymienione analizatory réznig sie czuto$cig oraz rozdzielczos-
ciag. Rozdzielczo$¢ zapewniajgca wiarygodne okreslenie sktadu elementarnego jo-
néw zapewniajg analizatory TOF i FT ICR (5,32).

Obecnie w chromatografach gazowych wykorzystuje sie kolumny kapilarne,
umozliwiajgce minimalizacje objetosci nastrzykiwanej prébki nawet do ponizej
! pl. Taka objetos¢ roztworu wprowadzana do komory nastrzykowej chromatografu
pozwala na uzyskanie odpowiedniej rozdzielczosci i czutosci podczas analiz. W ten
sposéb rejestrowane sg niezwykle ztozone chromatogramy, na ktorych obserwuje
sie setki pikdw. ldentyfikowane sg substancje, ktorych ilosci w mieszaninie sg na
poziomie nano-, a nawet pikomoli (10** M) (21,32). Wiekszos¢ tradycyjnych
detektorow stosowanych w chromatografach gazowych pozwala jedynie na okresle-
nie czasoOw retencji substancji znajdujacych sie w mieszaninie, jedynie wykorzysta-
nie spektrometréw mas pozwala na obiektywng identyfikacje substancji na podsta-
wie zarejestrowanego widma masowego. W tym przypadku mozna korzystac z bi-
bliotek widm masowych, bez koniecznosci rejestrowania widm standardow (23,
26,31,35).

Wysoka odtwarzalnos¢ analiz wykonywanych z wykorzystaniem uktadéw GC/MS
zZ jonizacja elektronami umozliwia korzystanie z bibliotek widm, ktére pozwalajg na
szybka i jednoznaczng identyfikacje zwigzku. Kazda z substancji posiada charakte-
rystyczne widmo masowe, na ktérym zarejestrowane sg jony o okre$lonych masach
i intensywnosciach wzglednych. Stanowig one identyfikator danego zwiazku (MST,
ang. Mass spectra! tags). W Internecie jest wolny dostep do dwéch baz widm maso-
wych: Mass spectra of drugs and metabolites: http://www.ualberta.ca/~gjones/mslib.htm
oraz NIST Chemistry Webbook, posiadajgca mozliwos¢ przeszukiwania na podstawie
nazw zwigzkéw http://webbook.nist.gov/chemistry/. Istniejg réwniez komercyjne
bazy danych zawierajgce po kilkaset tysiecy widm masowych: NIST/EPA/NIFI Mass
Spectral Library ofEl mass spectra: http://www.nist.gov/srd/nistla.htm; oraz Wiley Re-
gistry of Mass Spectral Data of EI mass spectra: http://www.wileyregistry.com. Mozna
rowniez tworzy¢ wiasne biblioteki widm masowych zwigzkéw nowo identyfikowa-
nych w materiale roslinnym. Konstrukcja wtasnej biblioteki opiera sie na dwoch pa-
rametrach, jednym z nich jest wspotczynnik czasu retencji (RI), drugim natomiast
widmo masowe. Istniejg programy analizujace dane eksperymentalne, ktére umozli-
wiajg automatyczny rozdziat naktadajacych sie pikéw oraz obliczenie Rl (18). Na
podstawie intensywnosci fragmentow specyficznych dla oznaczanego zwigzku na-
lezacych do MST mozna \A™kona¢ oznaczenie ilosciowe. Utworzenie biblioteki zna-
nych i nieznanych zwigzkéw umozliwito poréwnanie wzglednych stezeri metaboli-
téw w roznych czesciach rosliny zyjacej w symbiozie z mikroorganizmami (35).
Uktad GC/MS-TOF taczacy wysokorozdzielczy analizator mas z chromatografem ga-
zowym umozliwit identyfikacje ponad pieciuset zwigzkéw podczas jednorazowej
analizy prébek ekstraktéw z materiatu roslinnego (8,36). Podczas realizacji takiego
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podejscia analitycznego identyfikuje sie gtdwnie metabolity pierwotne oraz lipidy
i ich pochodne. Wiele klas metabolitéw wtdrnych nie moze by¢ identyfikowanych
ze wzgledu na zakres ich mas czasteczkowych i zbyt duzg niestabilno$¢ termiczna.

3.2. Chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas (LC/MS, ang.
liguid chromatography - mass spectrometry)

Zastosowanie chromatograféw cieczowych umozliwia rozdzielanie zaréwno
zwigzkow polarnych jak i niepolarnych znajdujacych sie jednoczesnie w analizowa-
nej mieszaninie. W badaniach metabolomu najczesciej stosuje sie kolumny z fazg
odwrocong, w ktdrej do ziaren zelu krzemionkowego przylgczone sg za pomocs
wigzan chemicznych tafncuchy alkilowe C-8 badz C-18. jako faze ruchoma wykorzy-
stuje sie mieszaniny rozpuszczalnikéw organicznych (acetonitryl, metanol lub izo-
propanol) z woda. Zwigzki bardzo polarne, jak oligosacharydy, rozdzielane sg na ko-
lumnach z wypetnieniem hydrofilowym (HILIC, ang. Hydrophylic Interaction Chromato-
graphy). Ponadto, stosowane sg roéwniez kolumny chromatograficzne wypetnione
niemodyflkowanym zelem krzemionkowym (NPLC, ang. Normal Phase Liquid Chroma-
tography). Chromatografia cieczowa to metoda najbardziej uniwersalna ze wzgledu
na mozliwosci analiz produktéw naturalnych o szerokim zakresie wtasciwosci fizy-
kochemicznych. Zaréwno HILIC jak i NPLC sa oparte na oddziatywaniach hydrofilo-
wych jednakze w tej pierwszej metodzie jako eluenty stosowane sg bufory wodne
w drugiej natomiast rozpuszczalniki niepolarne (29). Wéwczas gdy mieszanine me-
tabolitéw pierwotnych (cukry, aminokwasy oraz aminocukry) poddano analizie na
kolumnach o fazie normalnej i o oddziatywaniach hydrofllowych to okazato sig, ze
rozdzielczos¢ kolumny z oddziatywaniami hydrofilowymi jest lepsza dla tego typu
zwigzkow. Ponadto czasy retencji na kolumnie z fazg normalng réznity sie znacznie
w kolejnych analizach, podczas gdy kolumna HILIC wykazywala wiekszg powtarzal-
no$¢ wynikéw (37), Niedawno zaczeto wykorzystywaé¢ kolumny chromatograficzne
ze zmodyfikowanymi fazami stacjonarnymi, w ktérych stosuje sie podwyzszone cis-
nienia. Wypetnienie bedace potaczeniem czgsteczek organicznych i nieorganicz-
nych przylgczonych do zloza krzemionkowego tworzy struktury o trzykrotnie
mniejszej Srednicy drobin niz w dotychczasowych kolumnach co poprawia zaréwno
skutecznosc jak i czas rozdziatu (38). Nowa technika rozdziatu nazwana UPLC (ang.
Ultraperformance Liquid Chromatography) skraca czas analizy, jednoczes$nie oferujac
efektywniejsze rozdziaty, wymaga jednak wykorzystania nowych pomp przystoso-
wanych do pracy przy cisnieniach rozpuszczalnikéw wprowadzanych na kolumne
znacznie wyzszych niz w HPLC. W starych systemach LC mozna tez wykorzystywac
kolumny z wypetnieniami monolitycznymi, ktore polepszajg rozdzielczos¢ systemu,

W przypadku chromatograféw cieczowych mozna stosowac réznego rodzaju de-
tektory, czesto mozna taczyé szeregowo lub réwnolegle kilka aparatéw. Dzigki in-
formacji uzyskanej z réznych detektoréw mozna poprawi¢ mozliwosci identyfikacji
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zwigzkdw i ich ilosciowego oznaczenia. Detektory oparte na absorpcji fotonéw ta-
kie jak UVAJIS, IR czy fluorescencyjne generujg sygnat proporcjonalny do stezenia
zwigzku w prdbce. Potaczenie chromatografu cieczowego z detektorem UV-Vis po-
zwala na badanie zwigzkéw posiadajacych wiazania podwdjne lub inne grupy chro-
moforowe. Mozliwa jest rejestracja chromatogramow przy wybranej dtugosci fali
promieniowania, a w przypadku odpowiedniej konstrukcji detektora mozna réw-
niez zapisywaé¢ widma w zakresie promieniowania UV lub UVANS. Nalezy jednak
podkresli¢, ze detektory drugiego typu maja nizszg czutosé. Dane o przebiegu ab-
sorpcji promieniowania oraz informacja o czasie retencji pozwalajg w niektérych
przypadkach na obiektywng identyfikacje substancji bez koniecznosci poréwnywa-
nia z czasami retencji oraz widmami UV standardéw. Sprzezenie chromatografu cie-
czowego dodatkowo ze spektrometrem masowym lub/i spektrometrem NMR zwigk-
sza mozliwos$¢ identyfikacji analizowanych zwigzkow. Jakkolwiek czuto$¢ spektro-
metrow NMR jest dramatycznie nizsza, specyficznos¢ identyfikacji analitow przy ich
zastosowaniu nie ma sobie rownych (rys. 1) (1,10). Koszty analiz wykonywanych
z wykorzystaniem spektrometru NMR jako detektora sg duzo wyzsze ze wzgledu na
koniecznos¢ stosowania deuterowanych rozpuszczalnikéw. Ponadto nizsza czutosé
detektora NMR kompensuje sie zazwyczaj zastosowaniem techniki pomiaru przy
przeptywie eluenta zatrzymywanym na czas niezbedny do akwizycji widma NMR, co
jednak niepomiernie wydtuza czas jednej analizy (39).

Przez dtugi czas potgczenie chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas
byto niemozliwe, ze wzgledu na duzg ilos¢ cieczy, ktéra wptywataby do komory jo-
nizacyjnej. Trzeba réwniez zwréci¢ uwage na konieczno$¢ uzywania w systemach
LC/MS lotnych buforéw, ktore nie beda sie osadza¢ we wnetrzu spektrometru mas.
Na poczatku lat osiemdziesigtych ubieglego wieku opracowano nowe metody joni-
zacji, ktére umozliwity wydajne analizy zwigzkéw polarnych i o duzych masach
czasteczkowych. Pierwsze zastosowane metody to jonizacja poprzez termorozpra-
szanie (TSP, ang. thermospray ionization) oraz bombardowanie szybkimi atomami
przy statym przeptywie (CF-FAB, ang. continuous flow fast atom bombardment) (40).
W obydwu przypadkach eluent z kolumny wprowadzany byt bezposrednio do ko-
mory jonizacyjnej spektrometru. W kilka lat p6zniej pojawity sie nowe sposoby joni-
zacji pod ci$nieniem atmosferycznym (API, ang. atmospheric pressure ionization), takie
jak elektrorozpraszanie (ESI, ang. electrospray ionization) oraz jonizacja chemiczna
pod cisnieniem atmosferycznym (APCI, ang. atmospheric pressure chemical ionization).
Obie te metody jonizacji moga by¢ wykorzystywane w chromatografach cieczowych
z przeptywem fazy ruchomej do 2 ml/min (5). Niektdre podejscia analityczne z wy-
korzystaniem uktadéw LC/MS wymagajg zmniejszenia objetosci przeptywu do
nl/min, méwimy woéwczas o0 nano-ESI (32). Ta metoda analizy jest wykorzystywana
podczas oznaczania (identyfikacji) peptyddw i biatek na mikrokolumnach o przekro-
jach nie przekraczajagcych 100 pm. Takie wymiary kolumn oraz stosowane objetosci
przeptywow pozwalajg na uzyskanie zasadniczo wyzszych czutosci w przypadku
analizy prébek zawierajgcych pikomolowe lub nawet mniejsze ilosci substancji ba-

BIOTECHNOLOGIA 1 (76) 156-175 2007 169



Dorota Muth, Piotr Kachlicki, Maciej Stobiecki

danych (41). Wykorzystujac obie wymienione metody jonizacji mozna wykonywac
analizy jonow dodatnich oraz ujemnych, obie metody dostarczajg uzupetniajgcych
sie informacji strukturalnych. W widmach masowych jonéw dodatnich i ujemnych
obserwuje sie odpowiednio jony protonowanych czasteczek (M + H|+ oraz deproto-
nowanych czasteczek [M-H], ktore ulegaja fragmentacji w bardzo niewielkim stop-
niu. Obecnos¢ zanieczyszczen w postaci jondw soli w prébce oraz zwigzkéw nielot-
nych zmniejsza wydajnos$¢ procesow jonizacji ESI oraz APCI. Ponadto w widmach jo-
néw dodatnich poza jonami protonowanych czasteczek obserwuje sig tez
jony kanonizowanych czasteczek [M-f-Naj+ oraz [M-f-K]" (42). Mozliwos¢ jonizacji
czasteczek pojedynczej substancji poprzez przytaczenie roznych kationbw ma
wptyw na obnizenie czutosci, jednakze obecnos¢ wszystkich wymienionych typow
jonow w widmie masowym pozwala na potwierdzenie masy czasteczkowej produk-
tu naturalnego obecnego w prébce analizowanego ekstraktu (43). Chemiczna joni-
zacja pod cisnieniem atmosferycznym nie jest tak szeroko rozpowszechniona jak
elektrorozpraszanie, choé metode te czesto wybiera sie podczas analiz czasteczek
substancji niepolarnych, nie zawierajgcych grup funkcyjnych. Zaréwno metoda joni-
zacji poprzez elektrorozpraszanie jak i jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmos-
ferycznym nalezg do ,,miekkich” metod jonizacji. Nadmiar energii wewnetrznej po-
siadanej przez jony protonowanych czasteczek [M-I-H]+ jest niewielki. Nie prowa-
dzi to do ich intensywnej fragmentacji, pozwala natomiast na oznaczenie masy
czasteczkowej zwigzku, jednak nie dostarcza informacji o jego strukturze. Problem
uzyskania informacji strukturalnej jest rozwigzywany przy wykorzystaniu techniki
tandemowej spektrometrii mas z kolizyjnie indukowang dysocjacjg - CID MS/MS
lub MS" (ang. collision induced dissociation tandem mass spectrometry) (42). Zasada pro-
wadzenia analiz w tandemowych spektrometrach masowych jest przedstawiona na
rysunku 2. jony protonowanych czasteczek [M-I-H]+ lub inne generowane w zrodle
jonéw poddawane sg fragmentacji poprzez zderzenia z atomami gazu szlachetnego
w komorze kolizyjnej. Jony przechodzace do komory kolizyjnej posiadajg Scisle
okreslong energie kinetyczng, w zwigzku z tym stopien ich fragmentacji podczas
oddziatywan z atomami helu lub argonu moze by¢é w pewnym zakresie kontrolowa-
ny. W wyniku reakcji zachodzacych w komorze kolizyjnej nastepuje rozpad jonow
poddawanych zderzeniom. Dzieki temu rejestrowane sg widma masowe wytworzo-
nych jonéw fragmentacyjnych, dostarczaja one informacji strukturalnych o danym
zwigzku. Nalezy jednak podkresli¢, ze spos6b fragmentacji protonowanych czaste-
czek [M-fH]+ moze by¢ odmienny niz ten obserwowany dla jonéw molekularnych
M+’ przy wykorzystaniu jonizacji elektronami. Mozliwe jest stosowanie r6znego
rodzaju uktadéw analizatoréw w tandemowych spektrometrach mas. Popularny uktad
tandemowy to utozenie szeregowe trzech analizatorow kwadrupolowych (ang. triple
quadrupole), z ktérych srodkowy petni role komory zderzen, jon wybrany w pierw-
szym analizatorze poddawany jest fragmentacji w komorze kolizyjnej (drugi kwa-
drupol), a nastepnie powstate jony fragmentacyjne rozdzielane sg w drugim analiza-
torze (trzeci kwadrupol) (rys. 2). Innym sposobem dziatania charakteryzuje sie pu-
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Analizator 1

Komora zderzen

Zrodto jondw

Rys. 2. Schemat przedstawiajacy zasade dziatania tandemowego spektrometru mas wykorzystu-
jacego kolizyjnie indukowang dysocjacje jonéw (CID MS/MS, ang. collision induced dissociation tandem
mass spectrometry).

fapka jonowa, ktora dziata okresowo. Jeden cykl, na ktory sktada sie wybor jonu do
fragmentacji, proces kolizji z atomami gazu oraz analiza jonéw fragmentacyjnych
odbywa sie w jednej komorze. Oba typy analizatorow sg uktadami o niskiej rozdziel-
czosci.

Istniejg rowniez hybrydowe analizatory faczace w sobie wysoka czutosé kwadru-
pola z przepustowoscig putapki jonowej, jon wybrany w analizatorze kwadrupolo-
wym jest fragmentowany w putapce jonowej. Mozliwe jest takze wykorzystanie
w ukladach tandemowych analizatoréw wysoko rozdzielczych, takich jak analizator
czasu przelotu - TOF w potaczeniu z kwadrupolem (Q-TOF) (43) oraz analizatora
rezonansu cyklotronowego z transformacjg Fouriera - FT ICR MS. Tego typu urza-
dzenia umozliwiajg okreslenie sktadu elementarnego powstajacych w wyniku kolizji
jonow oraz uzyskanie informacji strukturalnej na podstawie fragmentacji analizowa-
nych jonow (44).

Podczas badania mieszanin z wykorzystaniem technik chromatografii cieczowej
mozemy oznaczy¢ duza liczbe zwigzkow podczas jednej analizy. Natomiast stabym
punktem tej metody jest brak odtwarzalnosci pomiaréw pomiedzy réznymi probka-
mi i réznymi spektrometrami. W przypadku analizy ilosciowej najbardziej przydatny
jest spektrometr mas wyposazony w analizator kwadrupolowy. Nalezy pamietac, ze
podczas wykonywania oznaczen ilosciowych konieczne jest dobranie odpowiednie-
go standardu lub standardéw.
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3.3. Elektroforeza kapilarna

Metoda najbardziej uniwersalng i szybka do rozdziatbw mieszanin substancji
jest elektroforeza kapilarna (CE, ang. capillary electrophoresis) umozliwiajgca jedno-
czesny rozdziat zaréwno zwigzkéw polarnych jak i niepolarnych. Rozdziat poszcze-
g6lnych skfadnikdéw mieszaniny nastepuje pod wptywem wysokiego napiecia elek-
trycznego dlatego technike te stosuje sie w przypadku substancji obdarzonych fa-
dunkiem lub takich, ktére mozna zjonizowaé poprzez zmiane pH. Ze wzgledu na
stosowanie matych objetosci probek poddawanych analizie metodami elektroforezy
kapilarnej konieczne jest wstepne zatezenie ekstraktu. Cechg charakterystyczng tej
metody jest staba czuto$¢ przy granicznie niskich stezeniach substancji badanych
(27,40). Istotnym elementem jest oczyszczenie probki z soli, gdyz zmiana ich steze-
nia powoduje, ze czasy retencji nie sg odtwarzane precyzyjnie, ponadto piki po-
szczegOlnych zwigzkdéw ulegajg poszerzeniu. Do badan metabolomu wykorzystuje
sie dwa rodzaje elektroforezy kapilarnej: kapilarng elektroforeze strefowg (CZE,
ang. capillary zone electrophoresis) oraz micelarng chromatografie elektrokinetyczng
(MEKC, ang. micellar electrokinetic capillary chromatography). Najczesciej stosowang
technikg jonizacji w systemach sprzezenia aparatu do elektroforezy ze spektrome-
trem mas jest jonizacja poprzez elektrorozpraszanie. Nalezy jednak pamietac, ze
obecnos¢ statych soli w buforach stosowanych w aparatach do elektroforezy kapi-
larnej utrudnia wykonywanie analiz w sprzezeniu ze spektrometrem mas. Powodujg
one bardzo szybkie zanieczyszczenie komory jonizacyjnej oraz szczelin analizatora
spektrometru, a obecno$¢ buforéw obniza wydajno$¢ procesu jonizacji (40). Pomi-
mo wymienionych ograniczen, aparaty do elektroforezy kapilarnej charakteryzujg
sie dobrg powtarzalnoscig wynikéw rozdziatu oraz wysoka czutoscia. Przy wykorzy-
staniu tej metody analitycznej mozna prowadzi¢ oznaczenia iloSciowe dla stezen
rzedu utamkdéw pikomola. W sprzezeniu z aparatami do elektroforezy kapilarnej
stosuje sie spektrometry mas tego samego typu jak w przypadku chromatografow
cieczowych.

4. Analiza (lanych

We wszystkich metodach analitycznych stosowanych podczas badan metabolo-
mu mamy do czynienia z bardzo duzg iloscig danych eksperymentalnych, ktére wy-
magajg interpretacji. Wynika to z koniecznosci wykonywania analiz w kilku powto-
rzeniach w celu zmniejszenia wartosci btedéw zwigzanych z przygotowaniem i wy-
konaniem analiz. Z kolei w przypadku roslin genetycznie modyfikowanych istnieje
konieczno$¢ sprawdzenia wielu linii otrzymanych w wyniku modyfikacji genetycz-
nych. Wspotczesna aparatura umozliwia szybkie i precyzyjne oznaczenia poszcze-
gblnych sktadnikow metabolomu, jednakze konieczne jest opracowanie algoryt-
mow umozliwiajacych rekonstrukcje zaleznosci, w ktérych badane zwigzki uczest-
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niczg (43,45-47). Dane pochodzace bezposrednio z analiz probek (ekstraktow) do-
starczajg niewiele informacji o badanych substancjach w odniesieniu do materiatu
biologicznego. Wraz z rozwojem metod analitycznych nastapit postep w opracowa-
niu algorytméw umozliwiajacych zrozumiate przedstawienie wynikow eksperymen-
tu oraz otrzymaniu z nich warto$ciowych dla badacza wnioskéw. W metabolomice
stosowane sg metody analiz wielu zmiennych: Analiza Sktadowych Gtéwnych (PCA,
ang. principal component analysis), Hierarchiczna Analiza Klasterdw (HCA, ang. hierar-
chical cluster analysis) oraz Samoorganizujace Mapowanie (SOM, ang. self-organizing
mapping) (10,47). SOM jest metodg wykorzystujgca sztuczng inteligencje do klasyfi-
kacji danych eksperymentalnych.

5. Przyklady wykorzystania profilowania metabolitow metodami GC/MS
i LC/MS

Profilowanie metabolitow umozliwia jednoczesne oznaczenie zmian w steze-
niach zwigzkéw bedacych prekursorami, produktami posrednimi oraz korcowymi
szlakéw metabolicznych. Tego rodzaju podejscie analityczne umozliwia okreslenie,
ktére metabolity odgrywaja role w odpowiedzi roéliny na wystgpienie okre$lonego
rodzaju stresu. Na przyktad, przeprowadzone zostaty doswiadczenia majace na celu
zbadanie odpornosci siewek Arabidopsis thaliana na dziatanie podwyzszonej lub ob-
nizonej temperatury (48).

Profilowanie metabolitow jest rowniez szeroko stosowane podczas badan nad
ich rolg w oddziatywaniach roslin z czynnikami stresowymi biotycznymi (mikroorga-
nizmy patogenne lub symbiotyczne) oraz abiotycznymi (temperatura, $wiatto, czyn-
niki chemiczne, brak lub nadmiar wody). Obiektem badan sg zaréwno rosliny mode-
lowe jak A. thaliana (29,50) i Medicago truncatula (51,52), jak i rosliny uzytkowe: po-
midor (53) i ziemniak (26,54), tubin (55) i soja (25) oraz wiele innych gatunkow.

Catosciowe spojrzenie na problemy realizowane w ramach projektéw z dziedzi-
ny genomiki funkcjonalnej pozwala postawi¢ teze, ze mamy do czynienia ze sprze-
zeniem zwrotnym pomiedzy poziomem ekspresji gendw oraz syntezy metabolitow
(zaréwno pierwotnych jak i wtérnych), a ponadto geny oraz ostateczne produkty ich
ekspresji wzajemnie na siebie oddziatujg. Mozliwos$¢ obserwacji tego rodzaju sprze-
zen jeszcze bardziej komplikuje obraz otrzymywanych wynikéw. Szybki rozwdj ba-
dan w dziedzinie genomiki funkcjonalnej, prace nad roslinami genetycznie modyfi-
kowanymi, zapotrzebowanie na nowe farmaceutyki, badania nad z>'wnoscig i pasza-
mi sprawiaja, ze analiza roélinnych metabolitéw wtérnych bedzie odgrywata coraz
wazniejszg role. W tej sytuacji nacisk na rozwdj nowych technologii pozwalajacych
na szybka i skuteczng analize mieszanin niskoczasteczkowych substancji organicz-
nych bedzie coraz wiekszy. Waznym celem jest opracowanie nowych, skuteczniej-
szych metod rozdziatu setek lub raczej tysiecy zwigzkéw chemicznych oraz metod
detekcji i identyfikacji substancji. W najblizszym czasie najwazniejsza role bedg od-
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grywa¢ metody oparte na spektrometrii mas ze wzgledu na ich bardzo wysokg
czuto$¢ oraz na magnetycznym rezonansie jagdrowym z powodu jego wyjatkowo wy-
sokiej selektywnosci.

Wykaz skrétow:

APCI - jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. atmospheric pressure chemical ionization)
CE - elektroforeza kapilarna,

CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja,

El - jonizacja elektronami,

ESI - jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (ang. electrospray)

GC - chromatografia gazowa,

LC lub HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa,

MS - spektrometria mas,

MS/MS - tandemowa spektrometria mas,

NMR - magnetyczny rezonans jadrowy.

Autorzy pragng wyrazi¢ podziekowanie Panu prof. J. Barciszewskiemu za dyskusje dotyczace sfor-

mutowania i przedstawienia opisywanego tematu. Publikacja zostata przygotowana dzieki finansowaniu
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, projekt badawczy nr 2 POGA 031 27.
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