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1. Uvod

V dnesni dob¢ je pouzivani laboratorniho informacni-
ho systému (LIMS) v podstaté nutnost pro kazdou labora-
tof zpracovavajici vétsi mnozstvi chemickych latek. Pro
samotnou spravu chemickych latek existuje mnoho volné
¢ komeréng dostupnych —softwarovych fedeni'. Vybér
softwarovych systémi pro spravu testovani s vysokou
propustnosti (HTS) je vSak jiz podstatn¢ omezené&;jsi. Exis-
tujici volné pouzitelna feSeni bud’ nejsou aktivné vyvijena,
nebo jsou dokonce zcela nedostupna™. Z tohoto diivodu
vytvatime, v ramci ¢eské Narodni infrastruktury chemické
biologie, syst¢ém ChemGenDB, ktery primarné odrazi ak-
tualni potfeby nasi laboratofe, ale je zaroven vyvijen tak,
aby mohl byt pouzit i vjinych laboratofich s podobnym
zamé&fenim.

2. Testovani s vysokou propustnosti

Jako testovani s vysokou propustnosti neboli HTS
(High Throughput Screening), nazyvdme metodu védec-
kych experimentd, kdy je velké mnozstvi chemickych
latek (obvykle faddové tisice aZ miliony) testovano na bio-
logickou aktivitu pro zvoleny biologicky cil. Prub¢h expe-
rimentu je do velké miry automatizovdn pomoci soustavy
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piistroji a robotického ramene, které tyto pristroje obslu-
huje. Chemikalie i biologicky material jsou béhem testova-
ni uchovavany a pienaseny v plastovych destickach
(mikrotitracni desticky). Tyto desticky (obr. 1) obsahuji
vicero jamek (nejcastéji 96, 384 nebo 1536), které dokazi
pojmout kapalinu o objemu od desitek nanolitrd az po
nékolik mililitri. Biologickou slozkou experimentti muze
byt napt. bunka, enzym nebo nukleova kyselina, chemic-
kou sloZkou je pak nejcastéji chemicka sloucenina rozpus-
téna vétsinou v dimethylsulfoxidu (DMSO). Cilem HTS
experimentii mize byt napf. hledani potencidlnich kandi-
datt pro vyvoj novych 1é¢iv nebo pochopeni ¢i validace
nékterych biologickych procesu.

HTS experiment obvykle probiha v nasledujicich
krocich:
1. pftiprava biologického materialu a jeho prenos na des-

ticky,
2. prenos testovanych chemickych latek,
3. inkubace,

Obr. 1. PFiklad typu desti¢ek pouZivanych pii HTS. Nahoie
stojanek na 96 uzaviratelnych zkumavek opatifenych 2D ¢aro-
vym kédem na spodni strané, schopnych pojmout az 1,4 ml
kapaliny. Pouziva se pro uchovavani vzorki. Uprostfed a dole
jsou desticky pro testovani ve formatu 384 a 1536
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4. méfeni,
5. analyza.

HTS experimenty mizeme rozdélit na dvé velké sku-
piny: 1) primarni testovani, kdy se zpravidla testuje velké
mnozstvi latek, kazda se v experimentu vyskytuje pouze
jednou a v jediné koncentraci a 2) sekundarni testovani —
do sekundédrniho (téz tzv. validacniho) experimentu jsou
vybrany latky, které prokazaly aktivitu v primarnim expe-
rimentu a jejichz aktivitu je potfeba lépe charakterizovat,
a proto jsou testovany v multiplikatech a ve vice koncen-
tracich.

Mefteni vysledkd pokusu mize mit mnoho podob
v zavislosti na konkrétnim experimentu. Napftiklad je moz-
no detegovat fluorescenci, luminiscenci nebo pocitacem
zpracovavat pofizené mikroskopické zébéry. Pro kazdou
jamku kazdé desticky tedy ziskdme jednu nebo vice Cisel-
nych hodnot. K samotnym naméfenym hodnotdm je Casto
tieba jest¢ dodat kontext pomoci kontrol, coz miize byt
chemicka latka, u které zndme mechanismus plisobeni
v daném experimentu, nebo naopak jamka bez ptidané
chemické latky®. Jako pozitivni kontrolu pouzivame che-
mickou latku, u které v daném experimentu ocekavame
biologickou aktivitu. U negativni kontroly naopak oceka-
vame, Ze biologickou aktivitu vykazovat nebude. Tyto dvé
zakladni kontroly nam ur¢i ocekavané aktivitni minimum
a maximum, ve kterém by se mély pohybovat ostatni latky.

HTS experiment je nejen ¢asové, ale i financné naroc-
ny a je daleZité se ujistit, Ze podminky a postup experi-
mentu jsou spravné. Proto se Casto pied samotnym HTS
provadi pilotni experiment pouze s kontrolnimi latkami.
Z naméfenych hodnot pak lze spocitat statistickou miru
Z-faktor, ktera ndm urcuje vhodnost podminek experimen-
tu pro HTS na zakladé rozliSitelnosti biologické odezvy
pozitivnich a negativnich kontrol’.

3. PoZadavky na laboratorni informacni systém

Z velice zjednodusené nastinéné problematiky HTS je

vidét, Ze i v zékladni podobé se jednd o velmi komplexni
proces a jeho fizeni se neobejde bez specializovaného soft-
warového systému, tzv. LIMS (Laboratory Information
Management System). Ten by mél obsahovat nasledujici
Casti:
databaze chemickych struktur,
sprava vzorkd,
zadéani experimentd,
analyza experiment,
tvorba reportt.
Databaze chemickych struktur je zakladni vrstvou
LIMS pro HTS, ktera ptispiva k celkové piehlednosti celé-
ho systému a velmi vyznamnym zptsobem zjednodusSuje
a zptehlednuje analyzu vysledkd.

Existuje mnoho zplsobl pocitacové reprezentace
molekul®. Tim asi nejjednodusdim a nejrozifendjsim je
format SMILES’, ktery je pomérné dobie &itelny i pro
¢lovéka. Jeho kanonické verze teoreticky umoziuje i iden-
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tifikaci molekuly. V praxi se viak vyuziva format InChI®,
ktery dokaZe jednozna¢né identifikovat kaZzdou chemickou
strukturu. Jeho hasovana forma InChIKey ma podobu tex-
tového fetézce o konstantni délce 27 znaki. Ztraci infor-
maci o struktufe, avSak zachovava si schopnost jednoznac-
né identifikace, a proto je Casto vyuzivdna v databézich.
Tretim &asto pouzivanym formatem je Molfile’, ktery je
oproti dfive zminénym formatim mnohem vétsi a neni
linearni, ale jako jediny z této trojice si uchovava informa-
ci o soutadnicich jednotlivych atomi a je tedy nejvhodnéj-
$i k ulozeni grafické podoby molekuly a tvorbu obrazko-
vych vystupt (obr. 2).

Na chemické slouceniny tésné¢ navazuje databaze
chemickych vzorkii. Chemickou slouceninu chapeme jako
abstraktni entitu definovanou predevS§im svou strukturou,
chemicky vzorek je oproti tomu konkrétni fyzicky objekt
s definovanym dodavatelem, Sarzi, Cistotou a dal§imi para-
metry. Dale je v systému tieba zaznamenat veskeré instan-
ce daného vzorku, tzn. jeho umisténi, koncentrace, pouzité
rozpoustédlo aj. Konkrétni implementace se bude odvijet
od systému spravy (Compound Management, CM") vzork
daného pracovisté. V piipadé pouziti automatizovaného
CM systému je dobré ho s LIMS pfimo propojit.

V dalsim kroku je potieba ukladat informace o prove-
deni konkrétniho experimentu. K popisu experimentu lze
pristupovat mnoha zptisoby, od volného textu az po struk-
turovana data. Nejvhodnéjsi implementace se opét odviji
od potfeb daného pracovisté. Ke strukturovanému popisu

\ !
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A)  CN1C=NC2=C1C(=0)N(C(=0)N2C)C

B ) InChl=1S/C8H10N402/c1-10-4-9-6-5(10)7(13)12(3)8(14)11(6)2/h4H,1-3H3
C)  RYYVLZVUVIVGH-UHFFFAOYSA-N

D)

Obr. 2. Rizné pocitacové reprezentace struktury kofeinu. A)
SMILES, B) InChl, C) InChIKey D) Molfile
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Ize s vyhodou vyuzit BioAssay Ontology'’, coz je ontolo- na naméfena data pied analyzou standardizovat, normali-

gie vytvofena piimo pro testovani s vysokou propustnosti. zovat Ci aplikovat urcité korekce. Takto 1ze data piedzpra-

Hlavni ptfednost pouziti BioAssay Ontology a ontologii covat mnoha zpasoby, mezi Casto pouzivané algoritmy

obecné je spravna anotace dat v souhrnnych databazich, patfi naptiklad:

které pfejimaji data z mnoha riiznych zdroji. Z hlediska —  Z-skére — transformace jednorozmérnych dat na za-

systému je nejdilezitéjsi spravné piitazeni vzorkl v destic- klad¢ jejich smérodatné odchylky,

kéach a nisledné nahréni naméfenych dat'". — median polish — transformace dvourozmérnych dat,
Po provedeni experimentu jsou naméfena data uloZe- pocita zvlast mediany sloupcti a fadki a snazi se od-

na do databaze a experiment lze analyzovat. HTS experi- strafiovat sloupcové a Fadkové efekty,

menty jsou obecné velice nachylné k systematickym chy- —  B-score'” — normalizace vyvinutd pfimo pro HTS

bam, které mohou byt zplisobeny napf. problémem pii z metody median polish.

pipetovani, postupnou hydrataci rozpoustédla, nerovno- Pro porovnavani dat zriznych experimentd neni

mérnou expozici vici vn€jsim vlivim atp. Znamé jsou mozné pouzit surova naméfena data, nebot’ citlivost HTS

také okrajové efekty, ke kterym dochazi proto, Ze jamky vede typicky k posunu hodnot aktivit v rliznych experi-

na krajich a pfedevsim v rozich destiek nemaji stejné mentech stejného typu. Z tohoto diivodu je nejprve tieba

podminky jako zbytek desticky — nejsou ze vSech stran data normalizovat na hodnoty relativni viéi kontrolnim

obklopeny dal$imi jamkami. Proto je ¢asto zddouci samot- latkam.

RE R 2 : >

| ot o

] 50 100 150 200 2% 300 3%
Well number

CHP028B

I High
“imLow
I Sample: CHP028B

Obr. 3. Ukazka typi vizualizaci dat v systému ChemGenDB. Odshora: naméfena data z primarniho experimentu, normalizovana meto-
dou B-score vynesena v bodovém diagramu. Pod nim jsou stejna data vynesena v histogramu. Nasleduji data ze sekundarniho experimen-
tu zobrazena ve formé desti¢ek, kde teplotni mapa znazorfiuje zméfenou aktivitu vzorki. Vespod jsou data koncentraéni fady jednoho
vzorku v multiplikatech prolozena logistickou ktivkou véetné kontrol

768



Chem. Listy 171, 766771 (2017)

P1i analyze primarniho experimentu si zvolime hrani-
ci aktivity, od které povazujeme latku v tomto experimentu
za aktivni. Predpokladame, Ze prevdznd vétSina testova-
nych vzorkl nebude vykazovat biologickou aktivitu a pou-
ze malé procento latek se bude svou namétenou aktivitou
vyrazné liSit. S témito latkami pak mizeme postoupit do
dalgich fazi testovani'.

Sekundarni testovani ma mnohem vice podob, napfi-
klad potvrzeni aktivity, kdy provedeme cely test znovu za
stejnych podminek pouze s vybranymi latkami, abychom
ovéfili reprodukovatelnost piedchozich vysledki. Castym
cilem sekundarniho testovani je téz prométeni zavislosti
biologické aktivity na koncentraci, kde se snazime charak-
terizovat biologickou odpovéd prolozenim namétenych
bodi logistickou kiivkou'.

V posledni fazi by mél systém byt schopen vytvofit
report s kompletnimi vysledky experimentu.

Z vyctu vyse uvedenych pozadavku vyplyva, Ze
LIMS pro HTS by mél byt dostatecné flexibilni, mél by
byt schopen ukladat riznorodé mnozstvi typt vysledkl
a soucasné by mél nabizet zakladni vizualizacni a analytic-
ké nastroje (obr. 3).

4. Implementace laboratorniho informacniho
systému

V Nérodni infrastruktufe chemické biologie jsme
z diivodu vétsi flexibility pristoupili k implementaci vlast-
niho LIMS systému ChemGenDB. ChemGenDB je pii-
stupny jako webova aplikace a nikoliv jako samostatny
klient. Toto feSeni skytd mnoho vyhod, mezi které patii
napf. velky vybér existujicich nastroji a knihoven, simul-
tanni prace vice uzivatell nebo skutecnost, ze jediny po-
ttebny software, ktery je tfeba instalovat na klientské zafi-
zeni, je webovy prohlize¢. Samoziejmé 1ze najit i negativa
tohoto pfistupu, jako jsou vykonnostni ¢i pamétové limity
klientského zafizeni nebo samotného prohlizece pii praci
s vétsim mnozstvim dat, rozdilné interpretace webovych
stranek a skriptd na strané klienta v zavislosti na pouzitém
prohlizeci nebo nutnost oddéleni casové narocnéjsich vy-
poti od serverovych odpovédi'’.

Veskeré pouzité nastroje pro ChemGenDB byly vybi-
rany z mnoziny volné dostupného neplaceného softwaru.
Tento vybér je pomémée velky, a proto neni nutné sahat po
komer¢nich feSenich. Také neni problém vysledny softwa-
re dale §ifit. Pro serverovou ¢ast aplikace byl zvolen pro-
gramovaci jazyk Python, ktery predstavuje dobry kompro-
mis mezi vykonem a jednoduchosti. Zaroven pro néj exis-
tuje skuteén& velkd paleta uZiteGnych knihoven'®. Jednou
z t&chto knihoven, kterou jsme pouzili, je i Django'’, ktera
poskytuje mnoho nastroji pro vyvoj webovych aplikaci
a velmi tak usnadnuje jejich vyvoj. Data jsou uchovavéana
pomoci relaéniho databazového systému PostgreSQL,
ktery byl vybran pro svou robustnost a velmi dobry vy-
kon'®"?. Pro manipulaci s chemickymi daty byla zvolena
knihovna RDKit***!, ktera je zaroven schopna rozsifit
funkcionalitu PostgreSQL (RDKit database cartridge) inte-
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graci funkci pro préci s chemickymi strukturami na tGrrovni
databaze (napf. hledani dle podobnosti nebo podstruktury),
které jsou tak fadové rychlejsi.

né za pomoci ukolové fronty Celery”>. Naptiklad pouhé
zisk&ni a zpracovani dat pro analyzu vétSiho experimentu
(statisice ¢i miliony latek) nebo nahrani takového poctu
naméfenych dat mize trvat fadové i desitky vtefin, coz uz
je pro webovou aplikaci nevhodné. Stejné tak by mohlo
dojit k zahlceni aplikace soucasnym odeslanim nékolika
takto naro¢énych tuloh najednou. Ukolova fronta Celery
funguje nezavisle na zbytku aplikace a lze snadno omezit
pocet tloh, které se zpracovavaji najednou. Ostatni tlohy
se fadi do fronty a spusti se az ve chvili, kdy na n¢ dojde
fada.

Systém je feSen moduldrn€, protoze v mnoha pfipa-
dech nelze z divodu velké komplexity fesit dané situace
dostatecné obecné a zaroven uzivatelsky pfivétive. Proto je
mozné pro nékteré Casti systému naprogramovat zasuvny
modul, ktery fesi konkrétni problém. Toho se da vyuzit
zejména pii integraci LIMS s laboratornimi pfistroji, aby
bylo mozné napf. nahravat data pfimo z pfistrojli méticich
aktivitu testovanych latek nebo vytvaret instrukce pro au-
tomatizovany CM a minimalizovat tak vznik chyb pfi
spravé vzorku.

5. Pracovni postup

Prvni krok prace v systému ChemGenDB je vytvofeni
obsahu databaze chemickych vzorkid. Toho lze dosdhnout
jednoduse  pomoci  nahrani  textového  souboru
s informacemi o chemickych vzorcich, jejich strukturach
a umisténi na destic¢kach. Samoziejmosti je i ruéni zadava-
ni vzorkl a desticek vcetné kresleni novych chemickych
struktur. Pfi nahrani nové struktury jsou automaticky spo-
¢itany dostupné fyzikalné-chemické parametry a systém se
pokusi propojit danou strukturu s vefejné dostupnymi che-
mickymi databazemi, jako jsou napi. PubChem, Chem-
Spider, ChEMBL nebo ZINC (obr. 4). Z téchto databazi
jsou téz ziskany trivialni a systematické nazvy odpovidaji-
ci dané struktufe. Déle je mozno pracovat s celymi destic-
kami, reformatovat je a pfipravovat tak pro experiment.
Propojeni mezi systémem a fyzickymi vzorky je realizova-
no pies ¢arové kody, které systém umoziuje pridélovat,
tisknout a spravovat.

Experiment se v systému vytvaii pomoci formulafe,
kam je moZné zadat jeho atributy, pfedev§im pocet a typ
meéfeni a mnozinu desticek, které do experimentu vstupuji.
Nameéfend data jsou po provedeni experimentu automatic-
ky nahrana do systému. Nésledné lze experiment analyzo-
vat. JeSté pfed samotnou analyzou je mozné data normali-
zovat spousténim jedné nebo vice pfednastavenych norma-
lizaénich metod, pfipadné je mozné zadat i vlastni vzorec
normalizace. Samotna analyza poskytuje rizné pohledy na
namétend data pomoci n€kolika vizualizaci. Teplotni mapa
(heatmap) vytvaii pohled na desticky postupné tak, jak
byly méfené, barevna $kéala znazorfiuje zméfenou aktivitu
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Obr. 5. Rozhrani analyzy sekundarniho experimentu. V prostfednim sloupci je nastroj na vypocet kiivky zavislosti aktivity na koncen-
traci. Odshora — vstupni parametry vypoc¢tu, moznosti strankovani a filtrovani kiivek, volby zobrazeni, ulozeni kfivek a export, samotné
zobrazeni kiivek a naméfenych dat. Vespod je ¢ast teplotnich map desticek
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kvality vysledné kfivky. Parametry téchto kiivek pak po-
slouzi jako indikator aktivity (obr.5). Systém obsahuje
také nastroje pro porovnavani vysledki z vice experimen-
td, souhrnné zobrazeni dat, nastroje pro shlukovou analyzu
a analyzu vztahu struktury a aktivity.

6. Zavér

V soucasné dobé probihd vyvoj systému ChemGenDB
pro potieby infrastruktury CZ-OPENSCREEN na Ustavu
molekularni genetiky Akademie véd CR. Design systému
se primarné odviji od aktualnich potieb a postupt labora-
tofe, ale zaroven je kladen dliraz na moznost SirSiho pouZi-
ti a nasazeni. Nyni systém pokryva potieby pro kompletni
spravu chemickych vzorkl, flexibilni design experimentu
anékolik nastroji analyzy vysledkd. Pro komplexnéjsi
analyzy nad rdmec systému je mozné provést export ves-
kerych relevantnich dat.

V blizké budoucnosti se pocita s vyvojem podsystému
pro spravu inventafe, rozvojem analytickych nastroji
a pfedevs$im s rozSifovanim moznosti navrhovani slozité;j-
Sich experimenti.

Tento clanek vznikl za podpory MSMT v ramci Na-
rodniho programu udrzitelnosti 1 projekt LOI1220 (CZ-
OPENSCREEN).
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Biology, Institute of Molecular Genetics of the Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Laboratory
Information Systems to High-Throughput Screening

High-throughput screening is a very complex process
of large-scale testing of thousands, potentially millions of
chemical compounds for their biological activity in a sin-
gle experiment. Because of its large scale nature there is a
great need for some LIMS (Laboratory Information Man-
agement System), that would keep track of your chemical
samples and screening results. The cornerstone of the
whole system should be a database of chemical structures,
potentially enriched by their physical and chemical proper-
ties linked with actual chemical samples under study and
their physical location in a storage system. Having this
information, one should be able to create a screening ex-
periment and assign measured values to one’s samples in
specified concentrations. With all these data combined,
one can process, visualize and analyze the results and ei-
ther to confirm that no mistakes have been made or to
backtrack the error if some problems have arisen.
ChemGenDB is such a LIMS. It is being developed at
Institute of Molecular Genetics and it should cover all
demands mentioned above and much more.



