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РЕЗЮМЕ

Метаболомика представляет собой количественный и качественный анализ максималь-
но полного набора метаболитов, присутствующих в клетках, биологических жидкостях 
и тканях, с использованием хемометрического и статистического анализа различий меж-
ду метаболомами исследуемых групп. Надежность полученных аналитических данных 
и, как следствие, достоверная биологическая интерпретация результатов метаболомного 
исследования обусловлены выбором надлежащих процедур преаналитического этапа.

В обзоре представлены общие рекомендации по планированию и организации нецеле-
вого метаболомного исследования с использованием адгезивных клеточных культур. 
Рассмотрены основные стратегии оптимизации процедуры подготовки проб к анализу 
и выбора условий культивирования клеточных культур, отбора проб, снижения метабо-
лической активности и экстракции метаболитов.
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ABSTRACT

Metabolomics is a comprehensive quantitative and qualitative analysis of metabolites in bio-
logical specimens (cells, biological fluids and tissues). It includes chemometric and statistical 
analysis of metabolomic data to assess group-wise differences. The reliability of the analytical 
data and the biological meaningful results of the metabolomics study are determined by the 
selection of appropriate procedures of sample preparation.

The review outlines general recommendations for planning and organizing untargeted metab-
olomics studies of adherent cell cultures. The main strategies and procedures for optimization 
of sample preparation and selection of culture conditions, sampling, metabolism quenching 
and metabolite extraction are considered.

Key words: adherent cell culture, metabolite extraction, metabolomics, normalization, 
quenching, sample preparation.
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ВВЕДЕНИЕ

Метаболомика представляет собой аналитиче-
ский метод исследования малых молекул метабо-
литов (< 1500 Да), присутствующих в исследуемой 
биологической системе. Использование такого 
подхода подразумевает высокопроизводительный 
скрининговый анализ, результатом которого явля-
ется информация о метаболическом профиле, био-
химических путях метаболизма и их изменениях 
при различных патологиях, воздействиях окружа-
ющей среды, лекарственных средств или токсинов.

Объектами метаболомного биомедицинского 
анализа могут служить образцы клеточных куль-
тур, биологических жидкостей, тканей, выдыха-
емого воздуха людей и лабораторных животных, 
что предъявляет определенный ряд требований 
к планированию и проведению таких исследова-
ний [1]. Высокая гетерогенность и, зачастую, огра-
ниченное количество клинических образцов или 
образцов животного происхождения может вно-
сить дополнительные ограничения на обработку 
массивов метаболомных данных и дальнейшую 
интерпретацию полученных результатов.

Во многом эту проблему можно решить за счет 
использования культивируемых клеток млекопитаю-
щих. Клеточная культура обеспечивает контролируе-
мую модель функций и характеристик определенно-
го типа клеток. Образцы клеточных культур можно 
стандартизировать и контролировать на предмет од-
нородности, а планирование и организация экспери-
мента позволяют предусмотреть необходимое коли-
чество образцов контроля качества и биологических 
повторов, а также в более гибкой форме осуществить 
получение необходимого материала для подтвержде-
ния данных предварительной гипотезы нецелевого 
метаболомного исследования [2]. Метаболомика 
клеточных культур позволяет получить информацию 
о внутриклеточном метаболизме и дает представле-
ние о фундаментальных клеточных процессах в раз-
личных условиях.

Метаболомный анализ включает в себя несколь-
ко последовательных этапов, объединенных в еди-
ный рабочий процесс:

–  Планирование метаболомного исследова-
ния, которое включает в себя постановку гипотезы 
и составление дизайна эксперимента. На данном 
этапе осуществляется выбор подходящей модель-
ной клеточной линии, условий ее культивирования 
и возможных аналитических подходов;

–  Биоаналитический этап заключается в по-
становке эксперимента и осуществлении инстру-
ментального анализа биологических образцов. Это 
подразумевает культивирование клеток в выбран-

ных условиях и отбор биологических образцов 
и культуральной среды в количестве, достаточ-
ном для эндо- и экзометаболомного анализа; по-
давление метаболизма, снижение ферментативной 
активности и фиксацию метаболома (quenching); 
экстракцию метаболитов и непосредственно ин-
струментальный метаболомный анализ; 

–  Хемометрический этап заключается в ста-
тистической обработке полученных данных, пред-
варительной обработке и анализе данных;

–  Биохимическая интерпретация данных 
и валидация результатов.

В зависимости от поставленной задачи и сформу-
лированной биологической гипотезы в рамках ме-
таболомного исследования могут быть применены 
различные аналитические стратегии — целевой или 
нецелевой метаболический анализ, метаболическое 
и метаболомное профилирование, а также получение 
метаболических «отпечатков пальцев» [3].

Так, для количественного или полуколиче-
ственного определения ограниченного числа ме-
таболитов используется селективная подготовка 
биологических образцов в рамках целевого анали-
за. Такой подход позволяет обеспечить низкие пре-
делы обнаружения аналитов и увеличить точность 
их определения.

Нецелевое метаболическое профилирование 
заключается в количественном и качественном 
анализе биологических образцов, который описы-
вает закономерности метаболизма ряда метаболи-
тов, принадлежащих к одному классу химических 
соединений или метаболическому пути. В этом 
случае исследуемые группы аналитов могут быть 
селективно экстрагированы из состава биологиче-
ского образца.

С целью быстрого скрининга биологических 
образцов и их последующей классификации при-
меняются метаболические «отпечатки пальцев». 
В рамках этого анализа используется простая не-
селективная подготовка проб к анализу и не осу-
ществляется количественная или качественная 
оценка метаболитов.

Метаболомное профилирование подразумева-
ет количественный (абсолютный или относитель-
ный) и качественный анализ максимально полного 
числа метаболитов, присутствующих в биологиче-
ской системе (клетках, биологических жидкостях, 
тканях).

КЛЕТОЧНЫЕ КУЛЬТУРЫ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В МЕТАБОЛОМНЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЯХ

Выбор модельной клеточной культуры во мно-
гом обоснован целями и задачами метаболомного 
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исследования. В роли объекта исследования могут 
выступать первичные клеточные культуры, источ-
ником которых являются органы, ткани или клет-
ки, непосредственно извлеченные из организма. 
Они в полной мере сохраняют большинство фе-
нотипических характеристик и представляют со-
бой модель in vitro для изучения метаболических 
и биохимических путей конкретной ткани и регу-
ляторных механизмов [4].

Различные онкогенные и неонкогенные кле-
точные линии являются более универсальной 
и стабильной моделью для метаболомных иссле-
дований по сравнению с первичными клеточными 
культурами. Их характеризует высокая доступ-
ность, практически неограниченная продолжи-
тельность жизни, стандартизированные условия 
культивирования или стабильный фенотип, не за-
висящий от характеристик донора. Отдельного 
внимания заслуживает направление онкомета-
боломики опухолевых клеточных линий, полу-
чившее широкое распространение в изучении 
метаболических изменений, сопровождающих 
прогрессирование опухоли, и ее реакций на усло-
вия окружающей среды и лекарственные препа-
раты [4].

Использование клеточных линий, культиви-
руемых в контролируемых и стабильных услови-
ях, позволяет добиться снижения биологической 
изменчивости по сравнению с изменчивостью, 
наблюдаемой на животных моделях и людях. 
С целью уменьшения систематических ошибок, 
повышения статистической точности результатов 
и снижения влияния случайных факторов внеш-
ней среды метаболомное исследование включает 
в себя обязательные этапы рандомизации образ-
цов, использование биологических, технических 
и аналитических повторов и применение образцов 
контроля качества.

Биологическими повторами являются образ-
цы клеточной культуры, выращенные независимо 
друг от друга и в одинаковых условиях и подверг-
шиеся одним и тем же этапам подготовки проб 
к последующему анализу. Для обеспечения точно-
сти измерений в метаболомике клеточных культур 
необходимо использование как минимум трех тех-
нических повторов, которые представляют собой 
разные аликвоты клеток, собранные из одной и той 
же культуральной колбы, чашки или лунки (биоло-
гического повтора) [5].

В нецелевом исследовании образцы контро-
ля качества представляют собой пулированные 
аликвоты экспериментальных образцов, которые 
также подвергаются всем этапам подготовки проб 
к анализу.

ПРЕАНАЛИТИЧЕСКИЙ ЭТАП 
МЕТАБОЛОМНОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КЛЕТОЧНЫХ 
КУЛЬТУР

Преаналитический этап метаболомного иссле-
дования клеток состоит из культивирования кле-
точной культуры, отбора образцов, остановки фер-
ментативной активности, подавления метаболизма 
и фиксации метаболома, экстракции метаболитов 
и других процедур очистки и концентрирования 
биологических образцов [4, 6, 7].

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КЛЕТОК

Условия культивирования клеток существенно 
влияют на их метаболизм, что, в свою очередь, при-
водит к необходимости их оптимизации, как одной 
из самых серьезных задач метаболомики клеточных 
культур. Состав культуральной среды (питательные 
вещества, факторы роста, сыворотка животного 
происхождения, добавки) является основным фак-
тором, определяющим рост клеток; любое измене-
ние состава среды может привести к изменениям 
внутриклеточных и внеклеточных профилей мета-
болитов. Использование неоптимальных составов 
сред для клеточных линий влияет на все стадии их 
культивирования и в конечном счете может при-
вести к изменениям в метаболическом профиле, 
по сравнению с теми же линиями, выращенными 
в оптимизированных условиях [4, 5].

В работе [8] был проведен сравнительный ана-
лиз клеточной культуры HepG2 с низкой и высо-
кой плотностью клеток в зависимости от различ-
ных фаз роста и выявлены различия в профилях 
метаболитов для субконфлюэнтных (низкая плот-
ность, высокий индекс пролиферации) или кон-
флюэнтных (высокая плотность, остановка роста) 
образцов. Возраст клеточных культур (выражен-
ный в количестве пассажей) также может быть 
фактором, влияющим на клеточный метаболом 
[9]. Таким образом, эти параметры можно отнести 
к дополнительным факторам, требующим особо-
го внимания и оказывающим влияние на полу-
ченные данные и их последующую биологиче-
скую интерпретацию.

Стандартизация условий культивирования 
в рамках метаболомного исследования с учетом 
каждого из перечисленных факторов позволяет 
повысить воспроизводимость полученных данных 
и обеспечить стабильность фенотипа. Правильный 
план эксперимента имеет решающее значение для 
минимизации влияния этих переменных на конеч-
ные результаты метаболомного эксперимента.
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ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦОВ КЛЕТОК 
К МЕТАБОЛОМНОМУ АНАЛИЗУ

Подготовка биологических образцов к анализу 
является ключевым этапом в любом метаболомном 
исследовании. Использование клеточных культур 
зачастую требует более сложных процедур пробо-
подготовки по сравнению с использованием биоло-
гических жидкостей (кровь, моча, ликвор).

Отбор образцов клеточных культур зависит 
от вида исследуемых клеток, типа клеточной куль-
туры (адгезивные или суспензионные) и включает 
в себя разделение исследуемого образца для ана-
лиза внутриклеточных (эндометаболом) и внекле-
точных (экзометаболом) метаболитов. К данному 
этапу предъявляется требование сохранения це-
лостности клеток до завершения их разделения 
с питательной средой [4, 10].

В случае использования суспензионных куль-
тур стадия отделения питательной среды от кле-
точного материала может быть осуществлена с по-
мощью центрифугирования или фильтрования. 
Отделение клеток адгезивных культур от поверх-
ности культурального сосуда выполняется либо за 
счет ферментативных реакций с использованием 
растворов трипсина, либо механически с помо-
щью скребков для клеток. Процедура сбора клеток 
должна быть основана на обеспечении постоянства 
состава биологического образца и предотвращении 
возможных искажений полученных результатов за 
счет деградации целевых компонентов. Несмотря 
на широкое использование трипсина для отделения 
адгезивных клеток от поверхности культуральных 
сосудов, в некоторых исследованиях сообщалось 
о возможности повреждения клеточных мембран 
[11], утечки метаболитов и снижения их концен-
трации при сборе клеток таким путем.

В работе [12] авторами был предложен метод, 
позволяющий проводить сбор клеток, прекраще-
ние метаболической активности и экстракцию 
метаболитов в рамках единой процедуры соска-
бливания адгезивных клеток в охлажденном экс-
тракционном растворителе (80 % водном растворе 
метанола).

В рамках процедуры отбора важным этапом 
является нормализация биологических образцов 
для дальнейшего метаболомного исследования, 
которая должна проводиться независимо в каждом 
биологическом повторе клеточной культуры (куль-
туральной колбе, чашке или лунке). С этой целью 
был предложен ряд различных методов, включая 
подсчет клеток [13, 14], оценку концентрации бел-
ка или ДНК [15, 16], а также специфические мета-
болические маркеры [9]. Наиболее распространен-

ным методом нормализации образца адгезионной 
клеточной культуры является подсчет количества 
клеток с использованием параллельной незави-
симой пробы. Такой подход обусловлен деструк-
тивным характером сбора и возможной потерей 
внутриклеточных метаболитов, возникающей при 
трипсинизации клеток [1].

Дополнительным шагом подготовки образцов 
клеточных культур при разделении внутри- и вне-
клеточных метаболитов является промывка клеток 
перед последующей процедурой снижения фер-
ментативной активности и подавления метаболиз-
ма. Эта процедура позволяет предотвратить загряз-
нение пробы компонентами питательной среды, 
однако приводит к увеличению риска потери целе-
вых компонентов образца за счет неспецифической 
утечки или секреции [10]. Фосфатно-солевой бу-
фер или 0,9 % охлажденный водный раствор NaCl 
представляют собой изотонические растворы, ко-
торые вызывают меньшую утечку аналитов через 
клеточную мембрану, не повреждают целостность 
клетки и эффективно замедляют превращение 
аденозинтрифосфата (АТФ) в аденозиндифосфат 
(АДФ) и аденозинмонофосфат (АМФ), тем самым 
уменьшая потерю внутриклеточных метаболитов 
по сравнению с другими растворителями, такими 
как метанол [1, 17].

Целесообразность использования этапа про-
мывки образцов клеточных культур должна быть 
оценена исходя из задач метаболомного исследова-
ния, что обусловлено увеличением рисков повреж-
дения клеток и искажения конечных результатов. 
Однако даже остаточные количества питательной 
среды могут внести существенные изменения в ме-
таболомный профиль.

ПОДАВЛЕНИЕ МЕТАБОЛИЗМА, 
СНИЖЕНИЕ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ 
АКТИВНОСТИ И ФИКСАЦИЯ 
МЕТАБОЛОМА (QUENCHING)

Первым необходимым шагом процедуры под-
готовки проб к метаболомному анализу является 
быстрая остановка ферментативной активности, 
подавление метаболизма и фиксация метаболома. 
Подавление клеточной активности является крити-
ческой проблемой для определения экзо- и эндоме-
таболома. Метаболические профили должны быть 
воспроизводимы и отражать физиологическое со-
стояние клеток на момент отбора проб [4].

Общие стратегии фиксации метаболома обычно 
основаны на быстром изменении условий окружа-
ющей среды (температуры и pH). Повышение тем-
пературы приводит к эффективному прекращению 
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метаболизма за счет денатурации ферментов, в том 
время как понижение температуры направлено 
на замедление метаболических реакций [10]. Наи-
более легко осуществимым способом подавления 
ферментативной активности является быстрое за-
мораживание биологических образцов с исполь-
зованием жидкого азота [6]. Добавление ледяных 
смесей органических растворителей (50 % водный 
раствор ацетонитрила, метанол, смесь метанола 
и воды в соотношении 80:20, смесь ацетонитрила 
и воды в соотношении 70:30) к клеточному осад-
ку также представляет собой эффективный метод 
снижения метаболической активности в сочетании 
с процедурой экстракции целевых компонентов 
биологического образца. В этом случае в рамках 
единой процедуры в короткий промежуток време-
ни удается снизить ферментативную активность 
и предотвратить деградацию целевых компонен-
тов, а также разрушить клеточные мембраны и эф-
фективно извлечь метаболиты [4, 18].

ЭКСТРАКЦИЯ МЕТАБОЛИТОВ

Выбор оптимальной процедуры экстракции из 
биологической матрицы основывается на необхо-
димости обнаружения как можно большего коли-
чества метаболитов при наименьшем количестве 
манипуляций, которые могут привести к химиче-
ской или физической деградации аналитов, внести 
изменения в конечный результат и быть возможной 
причиной систематических ошибок.

Это требование создает серьезную проблему 
при разработке процедур экстракции метаболитов, 
поскольку любой метод экстракции селективен 
в отношении определенных химических классов 
молекул. Таким образом, экстракция метаболитов 
может привести к значительной потере отдельных 
компонентов исследуемого образца [5].

Так, для задач целевой метаболомики в качестве 
процедуры экстракции метаболитов предпочтение 
отдается тем растворителям, которые избиратель-
но и эффективно извлекают определенный класс 
химических соединений из биологической матри-
цы. В то же время, в рамках нецелевого подхода 
применяются неселективные процедуры, позво-
ляющие извлекать как можно большее количество 
различных метаболитов.

Внутриклеточные метаболиты обычно экстра-
гируются охлажденными органическими раство-
рителями (хлороформ, метанол, ацетонитрил и их 
смеси) или их водными растворами при различных 
температурных условиях [4].

В работе [17] авторами в рамках сравнительно-
го метаболомного исследования клеточной линии 

CHO было установлено, что использование аце-
тонитрила в качестве экстрагента показало высо-
кую эффективность извлечения целевых полярных 
компонентов из исследуемых клеток.

Эффективность извлечения метаболитов из 
биологической матрицы зависит не только от ис-
пользуемых растворителей, но и от полного раз-
рушения клеток во время экстракции, что может 
быть достигнуто за счет цикла замораживания/
оттаивания, обработки ультразвуком или гомоге-
низации механическим способом с последующей 
фильтрацией и центрифугированием образцов.

В качестве дополнительных аналитических ме-
тодов подготовки проб к анализу стоит отметить 
процедуры очистки полученных экстрактов перед 
его проведением. Такими методами являются жид-
кость-жидкостная экстракция, твердофазная экстрак-
ция и твердофазная микроэкстракция с последующим 
концентрированием образцов досуха под током азота 
и перерастворением в растворителе, совместимом 
с выбранным аналитическим методом [4].

В рамках метаболомных исследований исполь-
зуются такие аналитические методы, как спек-
троскопия ядерного магнитного резонанса (ЯМР), 
высокоэффективная жидкостная хроматография 
в сочетании с масс-спектрометрическим детекти-
рованием (ВЭЖХ-МС), газовая хроматомасс-спек-
трометрия (ГХМС), проточно-инжекционный 
масс-спектрометрический анализ (FIA-MS) и ка-
пиллярный электрофорез (КЭ-МС). Использование 
сочетаний различных аналитических платформ, 
алгоритмов идентификации и различных баз дан-
ных позволяет охватить как можно большее коли-
чество детектируемых метаболитов и избежать си-
стематической ошибки в отношении конкретных 
химических классов [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метаболом как совокупность метаболитов мож-
но считать конечной точкой клеточной активно-
сти, отражающей вклад вышестоящих биологиче-
ских регуляторных процессов, генома, эпигенома, 
транскриптома и протеома, а также факторов окру-
жающей среды, и, тем самым, связывающей гено-
тип с фенотипом. Выбор наиболее подходящей кле-
точной модели, условий культивирования, методов 
снижения метаболической активности, процедуры 
отбора и подготовки проб к анализу, а также ме-
тода аналитического определения метаболитов 
обуславливается поставленными целями и задача-
ми и определяет успешность всего метаболомного 
исследования. Несмотря на все многообразие ана-
литических подходов для решения поставленных 
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задач, обеспечение достоверности полученных 
результатов может быть реализовано лишь за счет 
тщательной оптимизации и стандартизации всех 
описанных выше этапов.

Разработка универсальных метаболомных про-
токолов для исследования клеточных культур по-
зволит значительно улучшить воспроизводимость 
данных, полученных исследователями с использо-
ванием различных аналитических платформ.
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