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Розглянуто новий напрям розвитку молекулярних досліджень біологічних
об’єктів — метаболоміку, що нині інтенсивно розвивається й уможливлює ком-
плексний аналіз метаболітів. Наведено методи вивчення рослинних метаболітів,
висвітлено деякі досягнення та перспективи використання метаболомних техно-
логій у фізіології рослин.
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Значні досягнення геноміки протягом останніх 20 років і завершення
секвенування геному багатьох біологічних об’єктів спонукало до актив-
ного розвитку «постгеномних» технологій — протеоміки, транскрип-
томіки, метаболоміки, які дають змогу не лише вивчити генетичний по-
тенціал досліджуваних об’єктів, а й визначити шляхи реалізації
генетичної інформації в живих організмах. Такий системний підхід за-
безпечує глибше й повніше розуміння сутності біологічних процесів —
від генетичних передумов до їх фенотипного прояву.

Метаболомний аналіз сьогодні розглядають як один із найперспек-
тивніших напрямів розвитку молекулярних методів системної біології.
Якщо дані експресії мРНК генів і протеомного аналізу стосуються лише
протеїнів, які хоч і є головними складовими метаболізму клітини, проте
повністю не розкривають її функціонального стану, то метаболічні
профілі здатні дати миттєвий «знімок» перебігу фізіологічних процесів у
клітині. Запорукою успіху застосування подібного підходу є можливість
одночасної якісної та кількісної характеристики дуже великої кількості
малих біомолекул у досліджуваному зразку. Біохімічний стан системи,
що описується метаболічним профілем, значною мірою допомагає зро-
зуміти процеси, що відбуваються на молекулярному рівні, і навіть мо-
жуть дати ключ до реалізації керування цими процесами [6, 12, 14, 17]. 

«Метаболічним профілем» прийнято вважати одномоментний
«знімок» із пулу метаболітів. Цей термін запровадив Хорнінг у 1971 р.
після того, як вдалося довести, що газову хромато-мас-спектрометрію
можна використовувати для визначення сполук в екстрактах тканин лю-
дини з метою проведення швидкої медичної діагностики [39]. Сама ідея
метаболоміки запропонована й розроблена лише в останні 10—15 років.
Iз розвитком аналітичного обладнання та підвищенням його чутливості
метаболоміка набула широкого визнання [26]. Вона вивчає унікальні
біохімічні процеси, які відбуваються в живій клітині. Об’єктом її
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дослідження є метаболом — сукупність метаболітів (проміжних і кінцевих
продуктів обміну речовин із молекулярною масою меншою за 3000 Д),
які беруть участь в усіх метаболічних реакціях, необхідні для підтриман-
ня гомеостазу, росту і нормального функціонування клітин. Термін «ме-
таболом» запровадив у 1998 р. Олівер та співавт. за аналогією із транс-
криптомом і протеомом (рисунок) [12, 16, 23, 27].

У зв’язку з розробкою різноманітних методів визначення клітинних
метаболітів у розвитку метаболоміки за минулі 15 років відбувся значний
прогрес.

До останнього часу метаболомні дослідження базувались на викори-
станні явища ядерного магнітного резонансу (ЯМР-спектроскопія) [19].
ЯМР — єдиний метод, який не потребує розділення суміші досліджува-
них метаболітів, дає змогу використовувати зразки для подальшого
аналізу. Всі види низькомолекулярних метаболітів можна визначати од-
ночасно. Основною перевагою ЯМР-аналізу є висока відтворюваність і
простота підготовки зразків. Однак цей метод значно менш чутливий,
ніж мас-спектрометричний (МС), потребує відносно великого об’єму
досліджуваного зразка (0,5 мл), має високу собівартість.

Поряд із ЯМР-спектроскопією використовують інші методи, такі як
високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ) з електрохімічним де-
тектуванням, тонкошарова хроматографія з ізотопними мітками. Основ-
ним ускладненням при застосуванні ВЕРХ є необхідність постійного
внесення стандартів і слабке програмне забезпечення баз даних мета-
болітів, цей метод також вважається менш надійним, ніж ЯМР і МС.

Сучасна метаболоміка застосовує методи, що ґрунтуються на мас-
спектрометрії, під час якої шаблон біологічного зразка формується на-
бором мас метаболітів та інтенсивністю мас-спектрометричних піків.
Мас-спектрометрію використовують для ідентифікації та кількісного
аналізу метаболітів після їх розділення. Основні методи розділення ме-
таболітів — газова хроматографія (ГХ), ВЕРХ, капілярний електрофорез
(КЕ) [4]. Кожен із них має як недоліки, так і переваги. Так, ГХ вважа-
ють одним із найпотужніших методів, який широко застосовується і має
дуже високу хроматографічну роздільну здатність, але для визначення
багатьох молекул необхідно проводити їх хімічну дериватизацію, бо без
неї можуть бути проаналізовані лише леткі сполуки [30]. ВЕРХ порівня-
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но з ГХ дає нижче хроматографічне розділення, але це компенсується
ширшим спектром сполук, які потенційно можуть бути визначені [15].
КЕ має вищу теоретичну ефективність розділення, ніж ВЕРХ, його мож-
на використовувати для дослідження ширшого діапазону сполук, ніж
при ГХ, але, як і всі електрофоретичні методи, він найзручніший для
розділення заряджених молекул [20]. Методом, що не потребує поперед-
нього розділення зразків, є прямий мас-спектрометричний аналіз, який
полягає у безпосередньому внесенні біоматеріалу в джерело іонізації
мас-спектрометра. Так, Смедсгард та співавт. [34, 35] за допомогою еле-
ктроспрейного джерела іонізації в режимі реєстрації позитивно зарядже-
них іонів та квадрупольного мас-детектора проаналізували неочищений
екстракт грибів. Хоча цей метод швидший і добре відтворюваний, він
має низку серйозних недоліків, зокрема через ідентичність молекуляр-
них мас неможливо розпізнати хімічні ізомери, виражена іонна супресія,
що впливає на кількісність мас-спектрометричних вимірювань.

У результаті розвитку мас-спектрометричної техніки сформувались
методи, що дають змогу ефективно досліджувати метаболом, в якому
найшвидше і найвиразніше відбуваються всі зміни в організмі, зумовлені
як внутрішніми, так і зовнішніми чинниками. Ця обставина робить мета-
боломіку високоефективним засобом виявлення змін усередині клітини. У
наш час її вважають одним із найперспективніших фундаментальних на-
прямів серед постгеномних технологій. Інформація, отримана в результаті
метаболомного аналізу, є найточнішою для розуміння росту, функціону-
вання та реакцій біологічного об’єкта у межах певного середовища [40].

На особливу увагу заслуговують дослідження в галузі метаболоміки
рослин. Рослини поглинають із навколишнього середовища необхідні
поживні речовини, які залучаються у складні метаболічні цикли. В ре-
зультаті цих фізіолого-біохімічних реакцій підтримуються структура і
функціонування клітин, тканин, органів, рослинного організму загалом.
Їх метаболіти визначають якість і поживну цінність як самих рослин, так
і продуктів, виготовлених із них, та як наслідок безпосередньо вплива-
ють на здоров’я і самопочуття людини [5]. Загальна кількість метаболітів
у рослинах перевищує 200 тис., з них ідентифіковано близько 50 тис. Всі
вони істотно різняться за структурою вуглецевого скелета молекули, на-
явністю різних функціональних груп, фізико-хімічними властивостями,
внаслідок чого виявляють різну біологічну активність. Припускають, що
метаболом типової рослинної клітини може містити 1—5 тис. сполук.

Метаболоміка визнана найліпшою технологією для аналізу мутантів
або бібліотек моделей експериментальних трансгенних рослин, таких як
арабідопсис (Arabidopsis), рис (Oryza) тa ін. [21, 41]. Однією з основних
цілей метаболоміки у фізіології рослин є отримання їхніх метаболічних
профілів, а також кількісне визначення метаболітів у клітинах і ткани-
нах за різноманітних умов навколишнього середовища.

Для метаболомного дослідження рослинних екстрактів відомий
класичний підхід, який складається з методів розділення й виявлення
метаболітів і поділяється на такі етапи: 1) відбирання проб; 2) екст-
рагування; 3) концентрування та стабілізація карбонільних залишків;
4) дериватизація (отримання похідних); 5) аналіз та обробка отриманих
результатів за допомогою газової хромато-мас-спектрометрії (ГХ-МС-
аналіз) [28].

Основна ідея використання метаболоміки у фізіології рослин поля-
гає у виявленні метаболічних змін після впливу різних чинників, які мо-
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жуть бути пов’язані з відомою або гіпотетичною первинною (фермента-
тивною) зміною. Цей підхід дає змогу здобути найповнішу інформацію
про обмін речовин у тканині, обраній за об’єкт дослідження й отриманій
у контрольних або експериментальних умовах у певний момент часу [12,
13, 26, 28]. Розвиток сучасних досліджень систем живлення рослин тісно
пов’язаний із вивченням механізмів дії різних стресових чинників на
рослини. Метаболічні профілі часто використовують для виявлення ре-
акції рослин на будь-які зміни, в тому числі й навколишнього середови-
ща. В останні роки цей напрям інтенсивно розвивається, набуває нових
обрисів у численних працях передусім Шулаєва та співавт. [33], Упхирч
[38], Сенаратна [32], Крамера [10], Хернандеза [18] та ін. Визначення
різних сполук, таких як побічні продукти метаболізму при стресі, моле-
кули передачі стресового сигналу або молекули, залучені в реакції рос-
лин при аклімації — важливі для вивчення біології стресу й адаптації
рослин до умов навколишнього середовища. Наприклад, досліджено
зміни рівня амінокислот у листках під час добових ритмів та у відповідь
на зміни інтенсивності фотосинтезу й фотодихання. Це дало змогу дове-
сти, що рослини використовують складні механізми підтримання віднос-
но сталого рівня головних метаболітів, а також продемонструвати разю-
чу подібність співвідношення окремих амінокислот за одночасних
радикальних змін їх загального рівня [24, 25, 31].

Iз погляду метаболоміки для процесів адаптації важливі три різні ти-
пи сполук: 1) речовини, що беруть участь у процесі аклімації, такі як ан-
тиоксиданти, осмопротектори; 2) побічні продукти стресу, які з’явля-
ються у клітинах через порушення нормального гомеостазу внаслідок
зміни умов зростання; 3) сигнальні молекули, що безпосередньо вклю-
чаються у відповідь на аклімацію рослин. Відомі деякі рослинні мета-
боліти, які є частиною відповіді на біотичний/абіотичний стрес. Це
поліоли (маніт, сорбіт), сполуки диметилсульфату (диметилсульфо-
пропіонат), бетаїнгліцину (триметилгліцин); цукри (сахароза, фруктоза),
амінокислоти (пролін, аланін, що виконують роль осмопротекторів для
захисту рослин за сольового стресу, посухи, зневоднення). Саліцилова і
жасмонова кислоти, інші молекули, які утворюються в результаті стресу,
можуть слугувати сигнальними молекулами активації системного захис-
ту та відповіді у процесі аклімації рослин [29, 33].

Детальним аналізом метаболічного профілю рослин за стресу мож-
на виявити безліч згаданих вище сполук, а також тих, яких ще не знахо-
дили за нормальних умов. Це може слугувати важливим інструментом
виявлення таких метаболітів для ідентифікації біологічних молекул, які
з’являються на пізніших етапах за умов стресу [33, 37].

Більшість відомих робіт щодо визначення складу метаболітів вико-
нано на арабідопсисі (Arabidopsis thaliana). Лізек та співавт. [22] розроби-
ли метод отримання метаболітів, що уможливив виділення цільових груп
таких сполук із цієї тестової модельної рослини. Останнім часом одним
із головних об’єктів метаболомних досліджень стали бобові. Дані, отри-
мані під час метаболічного профілювання, в поєднанні з геномікою
можна використовувати для спостереження змін метаболомного складу
бобових рослин за дії різноманітних стресових чинників на різних ета-
пах росту і розвитку рослин, у тому числі при формуванні симбіотичних
взаємовідносин. Відомо, що біологічна фіксація азоту — складний про-
цес, в якому беруть участь ферменти, які відновлюють азот, регуляторні
білки, величезна кількість інтермедіатів. Засвоєння азоту є фізіологічним
процесом, що забезпечує синтез пластичних речовин і, як результат,
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сприяє накопиченню біомаси рослин. Метаболічна регуляція
азотфіксації досліджена недостатньо, тому детальне вивчення процесів
формування і функціонування симбіотичних азотфіксувальних систем є
актуальним [1, 2].

Перші дослідження з виділення метаболітів бобових рослин вико-
нані наприкінці 1980-х років за допомогою звичайної (іонообмінної)
рідинної хроматографії з наступним вивченням зразків на аналізаторі.
Так, у 1987 р. Стрітер та співавт. [36] виділяли метаболіти з бактероїдів
і цитозолю бульбочок, але через складність виконання, довготривалість,
низьку вірогідність їх дослідження не отримали широкого визнання. Ли-
ше активний розвиток хромато-мас-спектрометрії спростив подальші
дослідження метаболомного складу бобових рослин. Так, Десброссес та
співавт. [11] ГХ-МС-аналізом виявили близько 40 основних метаболітів
бульбочок лядвенцю (Lotus japonicus), більшість яких становили: октоде-
канова кислота, аспарагін, глутамат, гомосерин, цистеїн, путресцин,
маніт, треонат, глюконова кислота. Сучасними методами метаболічного
профілювання досліджено зміни метаболізму в бульбочках лядвенцю,
виявлено кілька спільних метаболічних шляхів, у тому числі в гліколізі,
фіксації СО2, біосинтезі амінокислот, органічних кислот, пуринів, гему,
в окисно-відновному метаболізмі [9].

Броеклінг та співавт. [8] на моделі люцерни (Medicago truncatula) ґрун-
товно дослідили й продемонстрували істотні зміни у відносно великій
кількості метаболітів, що були виявлені в результаті перепрограмування
основного обміну речовин у відповідь на стрес. Особливо цікавими є зни-
ження рівня сахарози, збільшення кількості амінокислот із розгалуженим
ланцюгом, аланіну. Такі зміни наводять на думку про перерозподіл вугле-
цю зі сполук основного обміну речовин, зокрема сахарози, до компо-
нентів вторинного метаболізму, таких як тритерпенові сапоніни, ізофла-
воноїди. Припускають, що підвищення вмісту розгалужених амінокислот,
путресцину, -аміномасляної кислоти, -аланіну в сукупності є зміненим
біосинтезом КоА. Крім того, ці дані підтвердили наявність треонінальдо-
лази, яку до цього у рослинах не виявляли.

Актуальним є вивчення мікробно-рослинних систем. При застосу-
ванні метаболомного профілювання Брехенмахер та співавт. [7] виявили
й ідентифікували 166 малих молекул, що утворюються в коренях і коре-
невих волосках під час їх інфікування ризобіями. У результаті виконано-
го ними аналізу кореневих волосків рослин сої, інокульованої бактеріями
Bradyrhizobium japonicum, виявлено речовини, що беруть участь у взаємодії
рослини й мікроорганізму. Зроблено припущення, що кореневі волоски
у відповідь на інокуляцію вищезгаданими бактеріями синтезують флаво-
ноїди, амінокислоти, жирні кислоти, карбонові кислоти, різноманітні
вуглеводи, серед яких високим вмістом вирізнялась трегалоза. За іноку-
ляції рослин сої мутантами В. japonicum, дефектними за генами трегало-
зосинтази, трегалозо-6-фосфатсинтази, мальтоолігозилтрегалозосинтази,
доведено, що трегалоза, яку виявляли у кореневих волосках інокульова-
ної сої, була саме бактеріального походження [7]. Трегалоза відома як
осмопротектор, тому отримані дані свідчать на користь того, що цей цу-
кор є одним із чинників, який сприяє зменшенню осмотичного наван-
таження під час інфікування бактеріями чи утворення інфекційної нит-
ки. Визначено також низку сполук, більшість яких і раніше була відома
як компоненти різних рослино-мікробних взаємодій. Наприклад, -аміно-
масляна кислота, гексагідрогексаоксибензол-О-метил, глутамін, лаури-
нова кислота допомагають бактеріям В. japonicum подолати захист рос-
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лини під час інфікування. Ці ізофлавоноїди і жирні кислоти у вільному
стані з’являються головним чином у зв’язку з їх сигнальною роллю у
симбіозі за потреби посилення клітинного біосинтезу для створення
структурних компонентів (наприклад, інфекційної нитки), необхідних
для підтримання розвитку симбіозу.

В Iнституті фізіології рослин і генетики НАН України досліджено ме-
таболічний склад коренів рослин сої, інокульованої штамами В. japonicum
різної ефективності за оптимального (60 % ПВ) і недостатнього (40 % ПВ)
водозабезпечення [3]. В неінокульованих рослинах за умов посухи та в усіх
варіантах інокуляції за обох рівнів водозабезпечення спостерігалось знач-
не збільшення вмісту малонової та бурштинової кислот, а також низки
цукрів і багатоатомних спиртів, що, як відомо з літературних джерел,
відіграють важливу роль у захисних реакціях рослин [33]. Зразки коренів
рослин сої як інокульованих, так і не інокульованих, за обох рівнів водо-
забезпечення були подібними за вмістом насичених і ненасичених жирних
кислот. Серед них переважали стеаринова і пальмітинова, вміст яких мак-
симально зростав під час інтенсивного формування бульбочок. Утворення
вільних жирних кислот очевидно є наслідком посилення клітинного
біосинтезу мембранних ліпідів, адже відомо, що рівень насичення мемб-
ран жирними кислотами може істотно змінити толерантність рослин до
посухи. У рослин, вирощених за умов недостатнього водозабезпечення,
значно підвищувався вміст проліну, який відомий своєю осмопротектор-
ною функцією, діє як осморегулятор, сприяє утриманню води, запобігає
дегідратації білків, збільщує обводнення мембран, стабілізує їх структуру
[7]. В усіх досліджених зразках за 40 % ПВ збільшувалась кількість
проліну, який був майже відсутній у коренях неінокульованих рослин за
оптимального водозабезпечення [3].

Отже, результати дослідження метаболітів розширили уявлення про
фізіологічні механізми симбіотичних відносин рослин із мікросимбіон-
тами, сприяли пошуку шляхів підвищення продуктивності бобових рос-
лин, їх резистентності до впливу несприятливих чинників, що забезпе-
чуватиме високий рівень урожаїв за різних умов вирощування рослин,
незважаючи на вплив як біотичних, так і абіотичних чинників.

Глибоке дослідження метаболому рослин дає змогу отримати деталь-
не уявлення про фізіологічні процеси, які відбуваються у рослинах, що
уможливить коректне прогнозування функцій біологічної системи від
змін на генетичному рівні й до метаболізму, а також у процесі росту та
розвитку рослини. Все це робить метаболоміку принципово важливим
додатковим елементом геноміки і протеоміки, оскільки забезпечує одно-
часний аналіз у біологічному зразку надзвичайно широкого набору ме-
таболітів. У зв’язку з важливою роллю метаболітів у біологічних систе-
мах метаболоміка посіла гідне місце в сучасній фізіології рослин як у
фундаментальному, так і в прикладному аспектах.
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МЕТАБОЛОМИКА РАСТЕНИЙ: ЕЕ ОСНОВЫ И РОЛЬ В
ИЗУЧЕНИИ РАСТИТЕЛЬНО-МИКРОБНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ

А.С. Левишко, П.Н. Маменко, С.Я. Коць

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев

Рассмотрено новое направление развития молекулярных исследований биологических
объектов — метаболомику, которая сегодня интенсивно развивается и делает возможным
комплексный анализ метаболитов. Приведены методы изучения растительных метаболи-
тов, освещены некоторые достижения и перспективы использования метаболомных техно-
логий в физиологии растений.

PLANT METABOLOMICS: FUNDAMENTALS AND ROLE IN THE STUDY OF
PLANT-MICROBE INTERACTIONS

A.S. Levishko, P.M. Mamenko, S.Ya. Kots

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

Metabolomics as a new trend of molecular researches of biological objects which intensivety devel-
ops currently and makes it possible to implement a comprehensive analysis of metabolites is
observed. The methods of researches of plant metabolites and some achievements and prospects
of metabolomics technologies in plant physiology are analyzed.
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26

А.С. ЛЕВИШКО, П.Н. МАМЕНКО, С.Я. КОЦЬ

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2014. Т. 46. № 1


