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UXOMICS

Fluxomics er en dynamisk tilgang fil at undersgge biokemiske
reaktioner inden for en organisme eller et biologisk system.

Af Johnny Ostman,
Sveriges Landbrugsuniversitet
og Hanne Christine Bertram

Metabolomics, der beror pa at méle et
sa stort antal metabolitter som muligt i
et biologisk system, er blevet et udbredt
redskab inden for mange omrader af
biovidenskab. Der er siledes et hav af
anvendelser af metabolomics, der ofte
bruges til at forsta, hvordan ydre pa-
virkninger pavirker et biologisk system.
Som fé eksempler bruges metabolomics
blandt andet til at undersgge, hvordan
planter reagerer pa det omgivende
klima og miljg [1]; hvordan kosten
pavirker vores krop [2]; hvordan virus,
infektioner og sygdom satter ind [3,4],
men ogsd hvordan fermenteringsproces-
ser forlgber [5] og hvordan bakterier
udgver symbiotiske interaktioner [6].
For alle eksempler glder det dog, at
metabolomics har den begrensning, at
teknikken kun giver information om et
gjebliksbillede.

Statisk versus dynamisk

Maling af koncentrationer er grundla-
get for mange analysemetoder, og kan
ogsa betragtes som det basale formal i
metabolomics. Mengden af en metabolit
i et biologisk system forteller dog ikke
ngdvendigvis hele historien. I biologiske
systemer er der mange metabolitter, som
er under homeostatisk kontrol og deres
koncentration varierer séledes kun inden
for et begrenset interval. Man kan fore-
stille sig et biologisk system, hvor der er
et kontinuerligt forbrug af en metabolit
under homeostatisk kontrol. I dette
biologiske system vil en produktion af
metabolitten eller en optagelse af meta-
bolitten vaere ngdvendig for at opretholde
en homeostatisk tilstand. Hvis forbruget
stiger eller falder, sa vil en samtidig
stigning eller fald i produktionen eller
optagelsen vare afggrende.

I nogle af i disse tilfelde vil koncen-
trationen af den pagzldende metabolit
forblive den samme, og @ndringen
kan ikke detekteres ved traditionelle
koncentrationsmalinger, skgnt der kan
vere klare biologiske forskelle. Sidanne
@ndringer i produktionen eller forbrug
kaldes metaboliske flux@ndringer, og
analysen af saidanne @ndringer gar
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Flux-konceptet kan sammenlignes med en

frafiksituation: Et gjebliksbillede af tilstedevoe-

rende biler fortceller os ikke n@dvendigvis, hvor mange biler der reelt passerer igennem
systemet over en periode, der raekker ud over det ncervoerende gjeblik.

under begrebet flux-analyse. Begrebet
metabolisk flux er presenteret i figur 1.
Situationen med, at et statisk gjebliks-
billede ikke siger noget om fluxen, er
ogsa velkendt for bilister i trafikken; en
stor mangde biler pa vejen siger ikke
ngdvendigvis noget om fluxen.

Fluxcendringer

pé& matematisk form

Den metaboliske flux af en enkelt
reaktion kan udtrykkes som i ligning
1, side 29, der betragter en @ndring i

koncentration over tid, hvor © beteg-
ner flux, n angiver mangden af stof, V
betegner volumenet af metabolitpoolen
og At angiver tidsintervallet. Fluxen
kan vere enten positiv eller negativ, og
i en homeostatisk situation vil den vare
nul. Dette betyder for eksempel, at et
gget forbrug kan kompenseres med en
stigning 1 import, produktion eller en
kombination af begge, uden at der sker
en koncentrationsendring. Fluxanalyse
kan ogsa udvides til at inkludere mange
reaktioner og deres reaktionshastighe-
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Figur 1. lllustration af, hvordan metabolit-koncentrationen kan veere identisk under lav og

haj flux.
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der i et system samtidigt. Denne tilgang kaldes ofte fluxomics,
analogt med andre systembiologiske tilgange som genomics,
transcriptomics, proteomics og metabolomics.

An metabolit
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Der findes primert to overordnede mader at lave fluxomics-
analyser pa: Fluxomics baseret pa stabile isotoper og flux
balanceanalyse. Isotopfluxomics til blive diskuteret detaljeret
nedenfor.

Isotoper og deres opdagelse

Isotoper er varianter af samme grundstof, der kun adskiller sig
ved antallet af neutroner i deres kerner. Isotoper kan veare enten
stabile eller ustabile, dvs. radioaktive isotoper. Historien om,
hvordan isotoper blev opdaget, fandt sted i den fgrste del af det
20. arhundrede. To foreslaede elementer med tydelige forskelle
i radioaktiv opfarsel, viste sig at vere fuldstendig uadskil-
lelige af kemikalier og beviste dermed indirekte eksistensen
af radioaktive isotoper i 1907 [7]. Hypotesen om, at kemiske
grundstoffer bestar af blandinger af enheder med forskellige
atomvagte, kom nogle ar senere og er ofte krediteret Frederick
Soddy [8], selvom den svenske nobelpristager Theodor Sved-
berg havde fremfgrt hypotesen forinden [9].

Det fgrste eksperimentelle bevis for eksistensen af stabile iso-
toper blev gjort af Joseph John Thomson i 1912 med et apparat,
han kaldte et spektrograf [10], og i 1913 rapporterede han, at
prgver af neon altid indeholder molekyler med atomvagte pa
bade 20 og 22 [11]. Der blev saet tvivl om arten af Thomsons
ukendte gas med atomvagt 22 i nogen tid. Det ultimative bevis
for eksistensen af stabile isotoper blev leveret af Francis Wil-
liam Aston efter studier af neon med et forbedret spektrograf,
hvor han ogsé opdagede den tredje stabile isotop af neon, dvs.
2INe [12]. Efter opdagelsen af neutronen [13], blev isotopernes
natur fuldt ud forstéet.

Sporing med isotoper

Forskellige isotoper af et grundstof deler kemiske egenskaber.
Den vigtigste undtagelse er en forskel i kinetik, da isotoper
med hgjere masse reagerer langsommere end lettere isotoper
[14]. Jo hgjere atomnummeret er for et grundstof, des mindre
pavirkning har massen af en yderligere neutron pa kinetikken,
da indvirkningen pa den samlede masse af atomet er relativt
mindre. Pa grund af deres identiske egenskaber, er isotoper
velegnede til at fglge kemiske reaktioner ved at spore mer-
kede atomer.

Bade stabile og ustabile (radioaktive) isotoper kan bruges til
sporing af en kemisk forbindelse. Et epokeggrende eksperiment
med isotoper blev udfgrt ved markning med radioaktivt bly
[15,16]. Og brugen af blandt andet *H og *C har spillet stor
betydning i forhold til at kortleegge biokemiske reaktioner og
reaktionsmekanismer [17]. Brugen af stabile isotoper kom dog
pé banen allerede i 1930’erne, og studier med brug af 2H, *C og
15N blev rapporteret [18-20]. I dag er brugen af stabile isotoper
i metaboliske sporingseksperimenter langt mere almindelig end
radioaktive isotoper, hvilket blandt andet heenger sammen med
et gnske om at begrense forskernes udszattelse for radioaktivi-
tet og bedre malingsteknikker til stabile isotoper.

Flux-malinger
Man skelner mellem to typer af flux-malinger: steady-state og
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ikke-steady-state teknikker. For steady-state-teknikken fun-
gerer en stabil isotop som et sporstof, der leveres kontinuerligt
med en given hastighed, for eksempel ved infusion. Forholdet
mellem det stabile isotop-sporstof og den endogene metabolit,
der er af interesse (dvs. som beriges med isotop-sporstoffet),

vil nd en stabil tilstand efter nogen tid, nar forbrug og produk-
tion har opnaet ligevaegt. Fluxen kan derefter beregnes ud fra
infusionshastigheden og den berigelse, der males i en prgve, der
er taget under steady state [21].

Beregning af kinetik under ikke-steady-state forhold er mere
kravende. Men det er en vigtig teknik for at fa viden om de
mekanismer, der er involveret, nar et biologisk system pavir-
kes/stimuleres, for eksempel under fysisk aktivitet eller under
indtagelse af mad. Prgverne tages til forskellige tidspunkter fgr
og efter pavirkningen/stimuleringen, og kinetiske parametre
kan beregnes ud fra forskelle i koncentration og berigelse pa de
forskellige tidspunkter ved hjelp af de sakaldte Steele-ligninger
[22].

Nar de isotop-berigede prgver er blevet samlet, analyseres
disse typisk ved hjelp af analytiske teknikker baseret pa mas-
sespektrometri (MS) eller kernemagnetisk resonans (NMR),
der kan male berigelsen. Ved at méle omfang og arten af inkor-
poreringen af den stabile isotop, er det bade muligt at beregne
fluxen; at kortleegge metaboliske reaktioner, og at estimere de
relative bidrag af specifikke reaktioner til dannelsen af meta-
bolitter [23]. Forskelle i flux kan ogsd males indirekte ved at
sammenligne berigelsesgraderne efter forskellige behandlinger
[24]. Antallet af atomer i et molekyle, der er market med isoto-
pen, kan variere fra ingen til alle atomer. Disse varianter kaldes
isotopologer og betegnes almindeligvis med M + X, hvor X er
antallet af merkede atomer. Molekyler med det samme antal
inkorporerede merkede atomer kan have de merkede atomer
i forskellige positionerne. Disse varianter af isotopmarkede
molekyler kaldes isotopomerer og kan identificeres ved NMR
og ved at studere MS fragmenter. Isotopologer analyseres
almindeligvis ved MS, da de kan skelnes selv med MS-udstyr
med lav oplgsning.

Eksempel p& anvendelse

i ernceringsforskningen

Vi gennemfgrte et studie, hvor forsggspersoner fik infuseret
?H-meerket glukose ([6,6-°H,]glukose) under indtagelse af to
forskellige maltider: hvidt, raffineret hvedemelsbrgd eller fuld-
kornsrugbrgd [25]. Efter maltiderne var indtaget, blev der 1g-
bende taget blodprgver ud, hvor isotop-berigelsen blev malt ved
MS, hvilket gav mulighed for at méle optagelsen af glukose fra
blodbanen og ind i cellerne (“clearance”). Ved hjlp af denne
flux-analyse viste studiet, at optagelsen af glukose skete lang-
sommere efter indtag af fuldkornsrugbrgd sammenlignet med
efter indtag af hvidt hvedebrgd. Nar man pa samme forsggs-
personer mélte glukose i blodet pa traditionel vis, kunne man
ikke detektere nogen forskelle mellem de to typer af brgd, som
formentlig skyldes en homeostatisk kontrol af blodets glukose-
koncentration. Dermed demonstrerer studiet, at flux-malinger
giver os et indblik i, hvor hurtigt og hvor meget glukose, der
optages af cellerne, som vi ikke kan fa ved statiske” malinger
af blodets glukose-indhold.

Epilog

Veasentlige dele af artiklen er modificeret fra ph.d.-afhandlin-
gen "Metabolomics and flux analysis by mass spectrometry” af
Johnny Ostman fra Sveriges Landbrugsuniversitet i Uppsala.
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