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1. Uvod

Metabolomika je termin pouzivany pro analyzu vel-
kého souboru nizkomolekularnich latek, které se v daném
Case za daného stavu nachazeji v biologickém vzorku
(burika, tkan, organismus), tzv. metabolomu. Toto odvétvi
je analogii dalsich ,,omik*“ — genomiky, transkriptomiky
a proteomiky, ovSem od predeslych se v mnoha ohledech
lisi. V pripadé ¢loveka zahrnuje metabolom mnohem men-
$i pocet jednotlivych chemickych individui (cca 2500 me-
tabolitt vs. cca 32 000 genil vs. cca 1 000 000 proteind'),
které vSak patfi do velkého poctu chemickych tfid, pro
jejich analyzu je tedy nutno pouzit vice rtiznych technik.
Ackoliv metabolom zavisi na genotypu, je velice vyznam-
né ovlivnén aktudlnim stavem systému a je dynamicky.
Informace, které poskytuje, jsou k ostatnim ,,omikam®
komplementarni. Napiiklad aktualni metabolicky stav
¢lovéka je ovlivnén celou fadou vnitinich (genotyp, vek,
zdravotni stav, denni cyklus apod.) i vnéjSich (fyzicka
aktivita, vyziva, 1éky, mikrobiom aj.) faktort, které vsak

maji na jeho genovou expresi maly vliv'. Jinymi slovy lze
s jistou nadsazkou fici, ze genom ftika, co by se
v organismu mohlo stat a metabolom co se pravé déje.

Metabolomika jako smér védeckého badani zahrnuje
pomérn¢ Sirokou oblast ke zkoumani, vyplyvajici
z biologické rozmanitosti nasi planety — od experimentl
mikrobiologickych ptes rostlinné a zivocisné az po analy-
zy lidskych metabolitii. Z hlediska pracovniho postupu pak
zahrnuje ndvrh experimentu, odbér a pfipravu vzorku,
analytickou ¢ast, zpracovani dat a jejich interpretaci, po-
piipad€ archivaci a revizi.

Existuje nékolik pfistupti ke zkoumani metabolomu
atyto varianty maji kazdd svou vlastni metodiku préce.
Jejich ptehled je uveden v tab. 1.

V soucasnosti je metabolomika velmi dynamicky se
rozvijejici odvétvi s Sirokym uplatnénim v mnoha chemic-
kych, biologickych a Iékaiskych odvétvich. Rostouci vy-
znam metabolomiky v systému piirodnich véd podnitilo
vydavani odborného casopisu Metabolomics (Springer
Science+Business Media, Inc.). Prvni ¢islo vyslo v lednu
roku 2005 (IFy;0= 3,608). V tomtéZ roce byla ustanovena
Iniciativa MSI (Metabolomics Standards Initiative), ktera
v ramci péti pracovnich skupin sdruzuje osobnosti aktivni
v pfislugné oblasti*: 1. Biologicky kontext metadat
(nezbytné informace, kterymi je nutno opatfit biologicky
vzorek), II. Chemicka anal}'/za4, I1I. Procesovéani dat’,
1v. Ontologie6, V. Vyména dat’ (transfer, sdileni, archiva-
ce). Jejim hlavnim tkolem je standardizovat pravidla pro
provedeni metabolomického experimentu s cilem umoznit
presné zopakovani prace a kompatibilitu vysledkit mezi
jednotlivymi pracovisti. Také pouzivana terminologie stale
jesté neni ustalena a pro zavedené anglické terminy navic
mnohdy neexistuje ekvivalentni cesky pieklad, autofi
v tomto ptipad¢ voli ptivodni anglické terminy.

V tomto referatu jsou diskutovany jednotlivé casti
metabolomického experimentu s diirazem na biomedicinc-
ké aplikace a v analytické Casti je popsano spojeni separac-
nich technik s hmotnostni spektrometrii.

2. Priprava vzorku pro metabolomickou analyzu

Vyznamnym faktorem tspéchu kazdého analytického
procesu je kvalita pfipravy vzorku, ktera by méla byt co
nejvice jednoducha a univerzalni, ale predev§im minimal-
né destruktivni k analytim®. Zkoumané analyty se extrahu-
ji z nejrizngjSich komplexnich biologickych matric, jako
je napf. sérum, plazma, plna krev, mozkomis$ni mok, moc,
sliny, tkanové homogenaty, bunécéné pelety ¢i bunécna
média. Pfi extrakci je nutno prevést biologicky material na
formu, kterd bude kompatibilni s analytickou technikou
a zarovenl dojde k odstranéni matri¢nich slozek, které by
v analyze interferovaly (soli, peptidy ¢i proteiny).
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Tabulka I

Referat

Definice strategii pouzivanych v metabolomickych experimentech®

Pojem Vysvétleni

Metabolomika Identifikace a kvantifikace vSech metabolitd v biologickém systému (metabolomu).
V praxi je tento cil v soucasnosti nedosazitelny, nebot’ neexistuje analyticka technika, kte-
ra by dokazala tento kol splnit. Nutnosti je uziti vhodné kombinace vysoce selektivnich
a senzitivnich analytickych technik.

Metabonomika Kvantitativni meéfeni dynamické metabolické reakce Zzivého organismu na podnét

Targetovana (cilend)
metabolomika
Metabolické profilovani

Metabolicky fingerprinting

Metabolicky footprinting

(fyziologicka stimulace, geneticka modifikace).

Stanoveni jednoho ¢i vice konkrétnich metaboliti souvisejicich se specifickou metabolic-
kou drahou. Soucasti byva mnohdy slozita priprava vzorku z biologické matrice a uziti
separacni techniky s citlivou detekei.

Identifikace a kvantifikace metaboliti majicich podobnou chemickou strukturu
(aminokyseliny) nebo patficich k metabolické draze (citratovy cyklus). Obvykle zahrnuje
vysoceucinnou separacni techniku.

Komplexni analyza vzorku nebo extraktu bez identifikace a kvantifikace jednotlivych me-
tabolitl. Minimalni pfiprava vzorku. Muze slouzit napiiklad ke klasifikaci vzorki nebo ke
screeningovym uceltim.

Komplexni analyza extracelularnich metaboliti (vylu¢ovanych do riistového média). Sou-

Casti je biotransformace komponent média.

* Modifikovéno z cit.?

Dulezitym biologickym materidlem pro vyzkum
a diagnostiku jsou kultivované bunky. Metabolom bioteku-
tin (krev, moc€) je ovliviiovan mnoha faktory, jako jsou
vek, nemoc, strava aj., tento vliv je minimalizovan na bun-
ky v kultute, které jsou péstovany v kontrolovaném a pies-
né definovaném prostfedi. Metabolity jsou obecné labilni,
chemicky velmi rtiznorodé latky, které se navic vyskytuji
ve velkém rozsahu koncentraci. Dal$im tskalim je fakt, ze
metabolické reakce probihaji v fadu sekund, tedy mnohem
rychleji, nez je doba syntézy ¢i degradace velkych mole-
kul. Velmi dulezitou soucasti analyzy bunééného materialu
je tedy velmi rychlé zastaveni metabolismu — tzv. metabo-
lické zhaSeni (quenching). Je nezadouci, aby buika na
podnét vedouci k zastaveni metabolismu zareagovala zmé-
nou koncentrace metaboliti nebo je ztracela naruSenim
bunééné stény (metabolite leakage). Pro rtizné typy vzorkl
byly vyvinuty riizné metody metabolického zhaseni® .

Po metabolickém zhaSeni nasleduje extrakce metabo-
lith z biologického materidlu. Vybér extrakéniho ¢inidla je
zavisly na chemické povaze metaboliti. Postup, jak zcela
extrahovat vSechny typy latek v jednom extrakénim kroku
je, zduvodu jiz zmifované rozmanitosti, v souc¢asnosti
neznadmy. AvSak existuji mnohd kompromisni feSeni. Pro
analyzu intracelularniho obsahu je nutno nejprve narusit
bunécné stény, ¢ehoz lze dosdhnout chemicky nebo fyzi-
kaln¢ (tepelné, mechanicky). Vzorky jsou extrahovany
organickymi rozpoustédly a jejich smésmi (napf. methanol
nebo chloroform). Srovnani extrakénich procedur uvadi
Detmer a spol.'? nebo Sellick a spol."*. Viechny tyto po-
stupy, piestoze funkéni a validované pro riizné typy bungk,

jsou vzdy limitovany tim, Ze popisuji metabolismus bunky
jako celku a neberou v potaz subcelularni kompartmentiza-
ci metabolickych procesd, tj. jejich lokalizaci v bunécnych
organelach.

3. Metody metabolomické analyzy

Biologické vzorky obecné maji velmi komplexni cha-
rakter — obsazené latky patii k mnoha chemickym typim
a maji n¢kolikatadovy koncentra¢ni rozsah — napf. v lidské
krvi je mozno nalézt stopové koncentrace nékterych hor-
moni vedle fadové milimolarni hladiny glukosy. Dal§im
charakteristickym znakem (vyznamnym zejména pro lid-
skou metabolomiku) je omezené mnozstvi a dostupnost
vzorkl, zejména pro analyzy bun€k v kulturach. Tyto sku-
teCnosti délaji z metabolomiky jako analyzy vSech nizko-
molekularnich latek znacné obtiznou disciplinu.

Znacna ¢ast metabolomickych experimentd se neobe-
jde bez ucinné separacni ¢asti — uziti chromatografickych
a elektroforetickych metod. Nejcastéji pouzivanym detek-
torem je v tomto piipadé hmotnostni spektrometr®', jehoz
vyhodou je zejména moznost soucasné identifikace i citli-
vé kvantifikace metabolitli. OdliSnou platformu komplex-
niho méfeni pak zastupuji techniky nuklearni magnetické
rezonance. Srovnani téchto technik z hlediska vhodnosti
pro metabolomickou analyzu uvadi napt. Musilova
a Glatz"’. Mezi méné& pouzivané platformy pak patii napf.
metody pfimého néstfiku do hmotnostniho spektrometru
nebo infracervena a Ramanova spektrometrie.
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3.1. Plynové chromatografie

Plynovd chromatografie je metoda instrumentalni
chemické analyzy pro separaci a stanoveni predev§im
plynnych a te€kavych kapalnych latek. Princip metody
a obecné aplikace byly popsany v mnoha monografiich'®™".
A¢ jsou metody GC pouZivany jiz pies 40 let,
v soucasnosti podléhaji vyvojovym trendim. Pouziti MS
jako detektoru pro GC se stalo dnes jiz rutinnim. Svou
renesanci dnes zaziva, diky rychlosti sbéru dat a pulznimu
davkovani iontll, které nezkresluje MS spektra, time-of-
flight analyzator. V posledni dobé bylo toto usporadani
pouzito mimo jiné pro profilovani latek v jatrech pro cha-
rakterizaci hyperlipidemii'’. Jinou uZivanou kombinaci je
pak tandemova MS pouzivanad pro kvantifikaci s velmi
nizkym limitem detekce. Kvitvang a spol.®® vyvinuli vyso-
ce senzitivni a ¢asové nendrocnou metodu pro kvantifikaci
67 metaboliti v moci a séru derivatizovanych deuterova-
nym methyl-chlorformidtem. Déle je moZno uvést napt.
metodu stanoveni ethanolamid dlouhych mastnych kyse-
lin vplazm&', acetaminofenu®, steroidnich hormont™
nebo kanabinoida®*,

Vzhledem ke komplexnosti vzorku se do poptedi
dostava kompletni dvojrozmérnad plynové chromatografie
(comprehensive two-dimensional gas chromatography,
GCxGC), technika vyuzivajici dve kolony o rizné selekti-
vité zapojené v sérii pomoci tzv. modulatoru. Modulator
(nejcastéji na zékladé kombinace studenych a horkych
pulzii plynu) shromazd'uje eluent z prvni kolony, ktery
reinjekuje na druhou kolonu. Diky rozdilim v polarité
kolon jsou analyty podrobeny dvéma rozdilnym separac-
nim mechanismiim. V porovnani s jednorozmérnou GC
prinasi tato technika zvySeni separacni ucinnosti, diky
kryofokusaci zlepseni chromatografického rozliseni a sni-
zeni limitu detekce. Technické aspekty GCxGC byly
popsany v nékolika piehlednych ¢&lancich™ >, GCxGC
nasla od svého uvedeni vroce 1991 uplatnéni v mnoha
rozdilnych oblastech, zejména v petrochemii, environmen-
talni analyze, analyze potravin, ale také pfi metabolomic-
kém studiu biologickych vzorki®. Mitrevski a spol.* stu-
dovali moznosti analyzy 27 latek steroidni povahy v moci.
Popséany jsou extrakéni a derivatizacni i€innosti a moznos-
ti identifikace. Li a spol.’' popisuji uplatnéni GCxGC pro
hledani biomarkert diabetu. Plazma diabetickych pacientli
byla deproteinovana methanolem. Extrakt byl lyofilizovan
a silylovan. Statistické analyze bylo podrobeno
692 metabolit. Jako diferencujici mezi  pacienty
s diabetem a kontrolami byly kromé glukosy oznaceny
napf. 2-hydroxyisobutyrat, fosfat, kyselina linoleova nebo
palmitova. V praci Pasikantiho a spol.*? je predstaven me-
tabolicky obtisk (footprinting) potencialné rakovinnych
bunek. Odebrané kultivaéni médium bylo deproteinovano
methanolem a toluenem a nasledné byl extrakt odpafeny
v proudu dusiku silylovan. Celkem 268 metabolitii bylo
statisticky zpracovano a bylo objeveno 20 markerfi, mezi
nimi napf. aminocyklopropankarboxylova kyselina, benzy-
lalkohol nebo glukuronat. Oresi¢ a spol.*’ se pokusili na
vzorcich silylovaného séra definovat “metabolom® schi-
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zofrenie. Pii vyhodnocovani 201 identifikovanych metabo-
lith byly vtomto pfipadé zaznamenany zvysSené hladiny
aminokyselin — isoleucinu, fenylalaninu, prolinu a kyseli-
ny glutamové. Technika byla pouZita také pro diagnostiku
metabolickych poruch z mo&i***°.

3.2. Kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna  kapalinova  chromatografie  je
v souCasnosti nejvice pouzivanou separacni technikou.
Spojenim s hmotnostni spektrometrii se pak stava u¢innym
nastrojem, ktery dovoluje separaci a charakterizaci mnoha
metabolitl. HPLC mize byt pouzita k separaci Siroké ska-
ly sloucenin, a to latek jak hydrofilni, tak i hydrofobni
povahy, soli, kyselin, bazi apod., neni totiz limitovana
pouze jednim mechanismem separace. HPLC muze byt
zaméfena na separaci specifické tfidy sloucenin, pfi¢emz
se k tomu vyuzivaji rizné systémy napf. na reverzni fazi
(RP), normalni fazi (NP) ¢i hydrofilni interakéni chro-
matografie (HILIC), nebo se vyuziva jejich kombinace.
Lehmann a spol.*® vyuzili separaci na RP pro zji§téni me-
tabolitl, které se iCastni procesu adaptace organismu po
jeho zatizeni. Bylo zjiSténo zvySeni hladin stfedné dlou-
hych acylovanych karnitind v plazm&. Cubbon a spol.”’
uplatnili HILIC separaci v analyze moci. Vysledky byly
statisticky porovnany s vysledky RP separace. Bylo zjiste-
no, Ze oba systémy maji pro metabolomiku srovnatelné
analytické parametry, z divodu umoznéni separace i velmi
polarnich latek je pak HILIC vhodnou metodou pro zvyse-
ni pokryti metabolomu. Lewis a spol.*® pouzili, s cilem
rozliSeni vétSiho poctu analytli, soubéZzn¢ systém tii kolon
s ortogonalnimi separacnimi charakteristikami a to pro me-
tabolické profilovani krve pacienti s infarktem myokardu.

Nevyhodou konvenéni HPLC je relativné nizka ucin-
nost, z toho diivodu byla vyvijena ultrati€¢innd kapalinova
chromatografie (UHPLC), ktera umoznuje separaci latek
pii vysokych tlacich na koloné obsahujici ¢astice mensi
nez 2 um. Dosud bylo publikovano nékolik klinickych
studii, v nichz byla UHPLC uplatnéna. Piikladem mutize
byt Ma a spol.”®, kteti ji vyuzili k metabolomické analy-
ze moci k porovnani pacientt s rakovinou tlustého stfeva.

Vyuziti LC-MS v metabolomice jiz bylo nékolikrat
prehledng shrnuto®®™*. Nejvice je vyuZivana ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférické-
ho tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférické¢ho tlaku
(APPI). V disledku rozliénych chemickych vlastnosti me-
tabolitl se Casto vyzaduje analyzovat biologicky vzorek
v pozitivnich i negativnich moédech k docileni pokryti celé-
ho metabolomu.

Ionizace elektrosprejem je nejvice vhodna pro semi-
polarni a polarni latky, tato ionizace se tedy uziva ve vétsi-
n¢ metabolomickych studii. APCI a APPI se pouzivaji
predevsim pro latky nepolarni, jako jsou lipidy. Ceglarek
aspol.* vyuzili APCI ionizaci pfi analyze steroidnich
hormontl v séru za Uc¢elem diagnostiky a monitorovani
endokrinnich onemocnéni. V dnesni dob¢ se stava trendem
kombinace dvou ionizacnich technik, predevsim se jedna
o kombinace ESI a APCI nebo ESI a APPI, coz mé opét za
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nasledek zvySeni pokryti metabolomu.

Hmotnostni analyzatory mohou byt rozd€leny do
nékolika typd, mezi néz patii kvadrupdl (Q), iontova past
(IT), priletovy analyzator (TOF), orbitrap a iontova cyk-
lotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).
Hybridni ¢i tandemové hmotnostni spektrometry jsou pak
kombinaci dvou nebo vice analyzatord.

LC-MS umoziuje cilenou i necilenou analyzu meta-
bolomu. Pfi cilené analyze se vyuzivaji hlavné IT a trojité
kvadrupély (QqQ), kde druhy kvadrupdl slouzi jako koliz-
ni cela. Tento syst¢ém je zde uplatiovan hlavné diky
svym moznostem kvantifikace, nejvice se vyuziva analyz
v tzv. MRM (multiple reaction monitoring) moédu. Prikla-
dem mize byt price Wanga a spol.”, ktefi se zaméfili
na hodnoceni methylace argininu a kardiovaskularnich
rizik.

Necileny pfistup lze provadét predevsim pomoci tech-
nik TOF, orbitrap a FT-ICR. VSechny tyto techniky cha-
rakterizuje vysoka rozliSovaci schopnost a také vysoka
presnost ur¢eni hmoty (v soucasnosti i nizsi nez 3 ppm).
Tento pfistup ndm umoziuje identifikovat markery one-
mocnéni, napf. riznych typ rakoviny®®, diabetu?’, ¢&i is-
chemickych chorob srde¢nich®®. Dalsim prikladem muze
byt i vyuziti v diagnostice d&€diénych metabolickych po-
ruch. Wikoff a spol.*’ ukazali uZite¢nost necilené metabo-
lomiky pro rozliSeni pacientii s methylmalonovou a propi-
onovou acidemii. Touto studii potvrdili, Ze spolecnym
markerem téchto onemocnéni je propionylkarnitin.

Ritchie a spol.>® uplatnili oba zmifiované piistupy za
ucelem identifikace sérovych biomarkerd rakoviny tlusté-
ho stfeva, necilenou analyzu prostfednictvim FT-ICR
a cilenou pomoci Q-TOF a QqQ. Zjistili, Ze novymi speci-
fickymi markery tohoto onemocnéni mohou byt snizené
hladiny hydroxylovanych mastnych kyselin s velmi dlou-
hym fetézcem.

I kdyZ se ve vétSin¢ metabolomickych analyz vyuziva
pfed hmotnostni detekci chromatograficka separace, byly
téz publikovany studie, kdy byla hmotnostni spektrometrie
pouzita samostatné. Pfikladem mohou byt studie zabyvaji-
ci se dédiénymi metabolickymi poruchami’'** & kardi-
ovaskularnimi chorobami™.

3.3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je analyticka metoda pouziva-
na pro analyzu latek nesoucich naboj. Ma tedy velky po-
tencial pro analyzu velké ¢asti metabolomu, vétSimu rozsi-
feni metody vSak brani zejména problémy se spojenim
s MS detekci. Ta je zadouci zejména z divodu detekce
latek, které neabsorbuji v UV/VIS oblasti, nebo identifika-
ce neznamych analytii. Nejvice komplikaci pisobi on-line
zapojeni kapilary do iontového zdroje (vzajemné ovliviio-
vani napéti CE a iontového zdroje), jiny problém je zptiso-
ben kompatibilitou pufrt pouzivanych v CE. Tyto nedo-
statky maji za nasledek pokles robustnosti analyz>*. Nejpo-
uzivangj$im iontovym zdrojem ve spojeni s CE je ESI a to
s pouzitim pomocné kapaliny (sheath liquid), ktera kromé
vodivého spojeni vytvari dostatecny pritok pro vytvoreni
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spreje. Z nastinénych divodi byla CE dosud pouzita pou-
ze v n&kolika ptipadech, napf. Ramautar a spol.”> popisuji
profilovou analyzu az 600 kationtd a aniontd v krysi moci
s CE kapilarou pokrytou vrstvami polybren/dextransulfat/
polybren a TOF MS detekci. Posledni vyvoje CE-MS
v metabolomické analyze pfehledné zpracovali Ramatour
a spol. .

4. Analyza metabolomickych dat

Metabolomické experimenty generuji velké mnozstvi
dat’” ™, které je nutno efektivné zpracovat, interpretovat,
prezentovat a archivovat. Tato ¢ast je obvykle casove vel-
mi naro¢na a vyzaduje specializované postupy vyplyvajici
z charakteru ziskanych dat. Pro vyvozeni spravnych zavé-
ra je vSak klicova a je nutno ji v€novat stejnou pozornost
jako planovani experimentu. Pro vétsi ¢i mensi ¢asti proce-
su analyzy jsou dostupné mnohé softwary jak volné pii-
stupné (napt. R, XCMS, MZmine), tak placené komercni
baliky (napt. Statistica, SIMCA-P, Minitab). Nckteré
uvodni ¢asti procesu pak mohou byt soucasti samotného
ovladaciho softwaru pifistroje. V metabolomice jsou Casto
sbirana data majici dynamicky (Casové zavisly) charakter
(napf. popis u¢inki 1éku na metabolickou drahu v pribéhu

&asu), k Eemuz je nutno také pii vyhodnoceni prihlizet™.

4.1. Pfedtprava dat

Surova data metabolomického experimentu maji nej-
Castéji strukturu chromatografického (elektroforetického)
zaznamu, v némzZ se jako dalsi dimenze vyskytuji ptislusna
hmotnostni nebo NMR spektra. To vSe je znasobeno pfi-
slusnym poctem provedenych méteni. Pro dalsi analyzu je
nejprve nutno data vhodné upravit, coz zahrnuje nékolik
nize popsanych kroki, jejichz cilem je redukovat systema-
ticky a ndhodny analyticky Sum. Konecnym vysledkem
pro nasledovné statistické zpracovani je pak matice s ob-
vyklym tvarem: X(m x n), ktera ma m radkd (vzorky) a n
sloupcti (plochy nebo koncentrace jednotlivych metaboli-
tl). V dal§im textu je minéna matice s touto strukturou.

Nejprve byva provedena korekce podle zakladni linie
(baseline correction). Prakticky to znamena jeji identifika-
ci (napf. metodou Savitzky-Golay nebo Wavelet Trans-
form) a odecteni od dat. Poté je nutno vyhledat casti za-
znamu, ve kterych se nachédzi piky (peak-picking, peak-
finding, peak detection). Lze pouzit nékolik strategii pro
rozliSeni signalu od Sumu, nejjednoduseji pouze na zékla-
dé prahového limitu poméru signal/Sum.

Protoze separace komplexniho vzorku nebyvéa doko-
nald (existuje moznost, ze detegovany pik obsahuje vice
analytl) nasleduje dekonvoluce signalu tj. matematické
rozliSeni prekryvajicich se signald, napt. GC chromatogra-
mi. Tento proces s vyuzitim druhé dimenze dat (obvykle
MS) rozlisi a seskupi ionty pfislusné jednotlivym latkam
a provadi se porovnavanim ¢asového pribéhu jednotlivych
extrahovanych zaznamu.

Do této doby jsou jednotlivé zdznamy hodnoceny
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samostatné, pro jejich vz4jemné porovndni je nutno zajistit
synchronizaci retencnich ¢ast i m/z (alignment). V pripadé
m/z dimenze je feSeni jednoduché — spravnad hmotova ka-
librace, zmény v retenci jsou vSak problematictéjsi. Meto-
dy vyvinuté pro popsany proces zahrnuji napt. korekce na
zakladé spektralni podobnosti ve zvoleném ¢asovém inter-
valu nebo tzv. wraping metody zaloZené na protahovéani
a zkracovani jednotlivych chromatografickych segmenti®'.

Dalsim krokem piedipravy dat mize byt jejich nor-
malizace, tedy korekce tadkovych profila tak, aby byly
kvantitativné porovnatelné. Pfikladem miZe byt normali-
zace analyzy moce na jeji zfedéni podle hladiny kreatininu
nebo podle pfidavku vhodného interniho standardu, dale je
tieba zahrnout také extrakéni nebo ionizaéni ti¢innosti.

Pro vétsinu statistickych piistupt je zddouci, aby data
pochézela z normalniho rozdéleni, proto jsou v tomto pii-
pad€ na misté transformace — logaritmick4, mocninnd, Box-
Coxova aj. Mezi dale zminéné bézné Upravy zajist'ujici
objektivnéjsi porovnatelnost patfi centrovani (tj. odecteni
pfislusného priméru eventualné medianu, obvykle sloup-
cové) a Skalovani tj. vydéleni piislusSnou smérodatnou
odchylkou (unit-variacne scaling), rozptylem (Paretovo
Skalovani) nebo rozsahem. Nutno si také uvédomit, ze
zminéné operace nejsou asociativni a zaleZi, v jakém porta-
di jsou provedeny.

Nezanedbatelnou soucasti pfedupravy by mélo byt
také zhodnoceni chybé&jicich hodnot. Tzv. ,,nuly* jsou pro
statistiku problémem vedoucim k deformované struktufe
dat — je nutno identifikovat pfi¢inu vzniku téchto nul
a odstranit je napf. nahrazenim minimélni hodnotou (Sum).
Podobny problém mohou zputsobit také odlehlé body —
mélo by byt zhodnoceno, zdali je jejich vyskyt zplisoben
biologickou variabilitou nebo né&jakou hrubou chybou
(napt. pfi ptipraveé vzorku).

Referat

4.2. Statisticka analyza

Metabolomicky experiment v zasad¢ generuje multi-
dimenziondlni data, pouZziti jednorozmérné statistiky je
tedy omezeno. Lze ji pouzit napf. pro testovani hypotéz
o vyznamnosti jednotlivych metabolitli mezi dvéma skupina-
mi vzorkil.. Jedna se zejména o parametrické testy — #-test,
ANOVA (analyza rozptylu), nebo neparametrické testy
pro data, ktera nepochazeji znormalniho rozdéleni
(Kruskal-Wallis).

Dominantni pro metabolomiku jsou ovSem multidi-
menzionalni statistické postupy. Jejich hlavnimi ukoly jsou
systematizace dat, nalezeni vyssich struktur, trendii a sou-
vislosti. Pouzivané postupy lze rozdélit na dvé skupiny —
»unsupervised a ,,supervised”. Prvni skupina zahrnuje
zejména metody redukce dimenze dat a metody shlukova-
ci. Typickou metodou redukujici dimenzi dat je analyza
hlavnich komponent (Principal Component Analysis,
PCA). V tomto piipadé se jedna o transformaci ptivodnich
dat do nové soustavy malého poctu proménnych (hlavni
komponenty, principal components, PC), které vSak vysti-
huji velké mnozZstvi plivodni variability a navzdjem neko-
reluji, a tudiZ poskytuji nezévislé informace o systému.
Grafickymi vystupy pro diagnostiku PCA jsou rozptylovy
diagram komponentnich skore (score plot, zobrazuje pri-
mét objekti do roviny zvolenych PC, obr. 1A) a graf kom-
ponentnich zatézi (loadings plot, vyjadfuje vztah plivod-
nich proménnych k novym PC, obr. 1B). Jinou moZnosti je
tzv. biplot kombinujici oba pfedchozi. PCA je v mnoha
metabolomickych studiich pouzivana jako prvni prizkum-
ny krok pfed dalS$imi analyzami a také pro srozumitelné
zobrazeni multidimenzionalnich dat do roviny.

Shlukova analyza (Cluster Analysis, CA) je postup,
ktery vyhledava podobnosti mezi jednotlivymi objekty
nebo proménnymi na zaklad¢ jejich definované vzdalenos-
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Obr. 1. Analyza hlavnich komponent; (A) Projekce pfipadii do komponentni roviny pro porovnani 78 latek metabolomu fibroblastd,
oddéleny jsou kontroly od vzorkl s nespravnym postupem piipravy a od vzorku kultivovanych s 5-fluorouracilem; (B) ¢ast projekce
zatézi do komponentni roviny — ukazuje, které latky metabolomu fibroblastd jsou v pfitomnosti S-fluorouracilu nejvice ovlivnény; upra-

veno dle cit.”?



Chem. Listy 107, 3—-11 (2013)

Referat

I\T1
I
T3

6

T5 F————
T4 f—
at '
Q2

Qs
Q6

Q3
Q4

83
22
[GN7)
==

MSUD1
MSUD2
MSUD5
PKU1
PKUB
PKU2
PKU4
PKU3
PKUS
Tyr1
Tyr2

c4

c8

c6

c9

c2

cl

c3

c5

30 40 50 60 70 80 90
dpod/dmax x 100%

110

Obr. 2. Shlukova analyza; (A) dendrogram porovnavajici dva zpusoby sklizeni fibroblastii — trypsinizaci (T1-T6) a methanolicky quen-
ching (Q1-Q6); (B) ,.heat-map* zobrazujici metabolicky vzor vybranych dédi¢nych onemocnéni (MSUD — leucinoza, PKU — fenylketo-
nurie, Tyr — tyrosinemie, ¢ — kontroly), data jsou normalizovéna a podrobena log(2) transformaci; upraveno dle cit.”®

ti v multidimenziondlnim prostoru. Na vysledek shlukova-
ni maji zasadni vliv dva parametry — metrika vzdalenosti
(jak jsou shluky vlastné daleko — Eukleidovskd, Mahala-
nobisova, Manhattanovska vzdalenost, korelace) a metoda
shlukovani (které dva shluky lze povazovat za jeden —
centroidni, medidnova, Wardova, metoda nejblizs§iho sou-
seda a dalSi). Zobrazenim CA je tzv. dendrogram
(obr. 2A), vyvojovy strom zobrazujici prubéh shlukovani.
S CA uzce souvisi i tzv. teplotni mapa (heat-map,
obr. 2B). Jedna se o klastrovana data pro mnoho vzorki
(a)nebo analytd. Kvantitativni stranka datového souboru je
zde vyjadiena pomoci barevné Skaly, nejcastéji dvoubarev-
né, vyjadiujici zvySeni a snizeni. Toto usporadani umoznu-
je jednodusSe vizualizovat i rozsdhlé datové soubory.
Uplatiluje se naptiklad pro klinickd data k rozpoznavani
vzori (pattern recognition)®.

»Supervised postupy pracuji jak s X matici namére-
nych dat, tak s Y matici tzv. prediktori — tedy piedem
znamych informaci (pro lidskou metabolomiku se muze
jednat napf. o vek, krevni tlak, ale i o kategorické promén-
né — zdravy/nemocny). Ukol téchto metod zahrnuje zejmé-
na problém regrese (numericky vystup) a klasifikace
(identifikace tfid). Metody ¢aste¢nych nejmensich ¢tverci
(PLS, Partial Least Square) a jeji varianta ortogonalni-PLS
(OPLS) zahrnuji mnohonasobné linearné regresni postupy
zalozené na PCA, které kvantifikuji vztah mezi X a Y.
V pripadé klasifikace také existuji pfislusné metody diskri-
minacéni analyzy (DA, Discriminant Analysis) — PLS-DA,
OPLS-DA. Déle lze zminit napt. SVM (Support Vector
Machine), CVA (Canonical Variates Analysis), SIMCA
(Soft Independent Modeling of Class Analogy) nebo jednu
z variant neuronové sité tzv. Kohonenovy mapy (téz Self-
Organizing Maps, SOM). Jejich pouziti je vhodné
v ptipadech, kdy je nutné prohloubit rozdeleni jednotli-

vych skupin pozorovani na maximum.

Jina skupina ,,supervised postupt je, i kdyz se stej-
nymi cili, zalozena na ponékud odlisnych principech. Jsou
to napfiklad pro klasifikaci slouZzici rozhodovaci stromy
(Decision Trees) nebo mnozstvi umélych neuronovych siti
(Artificial Neural Networks, ANN), které mohou slouzit
jak pro klasifikaci, tak pro regresi nebo predikci ¢asovych
fad. Zékladem neuronovych siti je neuron, jednotka propo-
jend sostatnimi do hierarchické struktury podobn€ jako
v lidském mozku. Kazdy neuron mize mit mnoho vstup
s riznymi vahami, které vlastnim algoritmem vyhodnocuje
a predava jinému neuronu. Mezi vstupni (X) a vystupni
(Y) data je pak vlozeno nékolik vrstev neuronti. Neurono-
va sit’ je schopna se na modelovém setu dat ,,naucit™ fesit
dany problém a na tomto zdklad¢ pak feSit podobné. Je
tieba zdlraznit, ze vycet statistickych metod neni zdaleka
vycCerpavajici a pouziti dané metody pro urcitou aplikaci je
nutno peclive zvazit.

Potfeba integrace dat dava vzniknout databdzim,
z nichz tada je dostupna volné na internetu a jejichz pie-
hled je uveden v tab. II.

5. Zavér

Metabolomika je rychle se rozvijejici v€dou, ktera
spojuje biochemii a medicinu, pfi¢emz vyuziva pokrocilé
analytické techniky a sofistikované statistické metody
a stoji v centru zajmu systémové biologie. Hlavni sméry
jejiho soucasného vyvoje zahrnuji jak zlepSeni limitu de-
tekce pfistroju, tak rozsifeni univerzalnosti a komplexnosti
pouzivanych metod, coz vyzaduje nové pfistupy nejen
v instrumentaci, ale i v nasledném zpracovani namétenych
dat. Zavérem lze fici, Ze ac jsou metabolomické postupy
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Tabulka II
Prehled nékterych databazi s metabolomickou tematikou

Referat

Nazev Poznamky Odkaz
AraCyc* zaméfena se Arabidopsis thaliana http://www.arabidopsis.org/biocyc/index.jsp
EcoCyc *® zaméfena na Escherichia coli K-12 MG1655 http://ecocyc.org/
HumanCyc * encyklopedie lidskych genti a metabolismu http://humancyc.org/
MetaCyc *** metabolické drahy vice nez 2000 organismii http:/metacyc.org/index.shtml
YeastCyc * zaméfena na Saccharomyces cerevisiae http://biocyc.org/YEAST/organism-summary?
object=YEAST
KEGG® Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; kom-  http://www.genome.jp/kegg/ligand.html
plexni databaze obsahujici informace o mikrobial-
nim, rostlinném 1 ZivoCiSném metabolomu
(metabolické drahy, reakce, enzymy)
HMDB® Human Metabolome Database; databaze lidskych http://www.hmdb.ca/
metabolitli, obsahuje chemicka, klinicka a moleku-
larné biologicka data
Reactome®’ databaze primarné lidskych biochemickych drah http://www.reactome.org/
MeMo® metabolomické modelovani
PUMA2% vyvojova analyza metabolomu http://compbio.mcs.anl.gov/puma2
BRENDA” systém informaci o enzymech http://www.brenda-enzymes.org/

Sougast kolekce databazi BioCyc''

stale ve vyvoji, jsou jiz v mnoha ohledech dobte zavedené.
Mnozstvi dat, které 1ze takto generovat, analyzovat a pro-
meénit v biologicky relevantni znalosti, je obrovské a lze
predpokladat, ze bude dale nartstat.

Tato prdce vznikla za podpory Studentské grantové
soutéze Univerzity Palackého v Olomouci, ¢. projektu
LF 2012 016 a grantu IGA MZCR NT12218. Infrastruk-
turdlni ¢ast projektu (Ustav molekuldrni a translacni me-
diciny LF UP) je financovadna z projektit Operacniho pro-
gramu véda a vyzkum pro inovace (projekt BIOMEDREG,
CZ.1.05/2.1.00/01.0030).
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Global metabolite profiling, often called metabolo-
mics, is an expanding research field. Together with ge-
nomics, transcriptomics and proteomics, it provides addi-
tional information on specific changes occurring in biolog-
ical systems, allowing to better understand metabolic path-
ways and their pathologies. This review highlights the
current metabolomic challenges in biomedicinal research
using chromatographic and electrophoretic separation
techniques coupled mostly with mass spectrometry. The
most frequently used procedures for obtaining bioinfor-
mation data are introduced as well.



