Opravdu kompletni reseni
pro metabolomiku a integrovanou
biologii od Agilent Technologies

Metabolomika je jedna z ,,omik“ (podobné
jako proteomika nebo genomika) vénujici
se identifikaci a kvantifikaci vS§ech malych
molekul (metabolitl) pritomnych v burikach
nebo tkanich Zivych organizm(, tvoricich tzv.
metabolom. Zmény v metabolomu mohou ko-
relovat napfiklad se studovanou nemoci a
rozdilové metabolity potom predstavuji tzv.
biomarkery, které Ize pouzit pro diagnosti-
ku nemoci nebo pro vyvoj novych farmak k
efektivni [éCbé téchto onemocnéni. Kromé
klinického vyzkumu nachéazi metabolomika
uplatnéni i v mnoha dalSich oblastech jako je
farmaceuticky pramysl, zemédélstvi, potravi-
narstvi, zkoumani vlivu zivotniho prostredi na
organismy (tzv. environmental metabolomics)
nebo v toxikologii.

Metabolity jsou extrémné rliznoroda skupina
latek od polarnich aminokyselin, organickych
kyselin, sacharid nebo alkohol(i aZ po velmi
nepolarni latky, jako jsou nékteré pigmenty,
steroidni hormony, nebo lipidy. Neexistuje zad-
na technika, ktera umoznuje stanovit vSechny
metabolity najednou, takZze v metabolomice
nachazi uplatnéni cela fada separacnich tech-
nik ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Zde
na trhu, od spojeni hmotnostni spektrometrie
s kapilarni elektroforézou (CE/MS, viz &lanek
ChromAtoMol 3, str. 23), pres kapalinovou
chromatografii (HPLC), aZ po superkritickou
fluidni chromatografii (SFC) a samoziejmé
plynovou chromatografii (GC).

Kromé separace a detekce polarnich i li-

pofilnich metabolitd hraje v metabolomice
duleZitou roli softwarové zpracovani dat a
zasazeni vysledku do biologického kontextu,
tj. identifikace metabolickych cest, které byly
néjakym zpusobem ovlivnéné. V metabolomice
existuji dva hlavni pfistupy, které se mohou
vzajemné dopliiovat: necilend metabolomika
a cilena metabolomika.

Necilena metabolomika (discovery
metabolomics)

Necilend metabolomika se vyuziva pro hle-
dani novych metabolitl/biomarkera, které
jsou u sledovaného organismu ovlivnény ne-
moci, novym lé¢ivem apod. Z toho dlvodu
se zji§tuji rozdily v profilu vSech metabolitl
mezi testovanymi a kontrolnimi vzorky. Cely
postup od akvizice dat aZ po ziskani vysledku
je znazornén na Obrazku 1. Vzhledem k tomu,
Ze neni dopredu znamo, jaké analyty jsou pro
nas dllezité, je nutno vyuzZivat instrumentaci
vhodnou pro necilenou analyzu. Zde se uplat-
Auji hmotnostni spektrometry s vysokym roz-
liSenim a uréenim presné hmoty (TOF, QTOF),
které umoznuji necilené hledani slou¢enin ve
vzorku a jejich kvalitni identifikaci.

necilové metabolomice predstavuje extrakce
chemickych signalll - latek (tzv. peak picking
nebo feature finding, o kterém jsme psali v
minulém ¢isle Chromatomol u necilené analyzy
(viz ¢lanek ChromAtoMol 3, str. 29).

s

za danych podminek.

+ Metabolom: souhrn v§ech metabolitu, které jsou v Zivém organismu pfitomny

+ Rekurzni extrakce: Pri necilené extrakci piku/latek z MS dat je vZdy potieba
nastavit nejniZsi signal, ktery nas zajiméa (threshold). Casto vsak dojde k tomu,
Ze z nékterych vzorkl nelze signal molekuly ziskat, protoZe je slaby a je pod na-
stavenou Urovni. Chybéjici signaly pak zplsobuji problémy v nasledné statistické
analyze. Rekurzni extrakce spociva v tom, Ze ze vSech latek nalezenych napfic
vSemi vzorky se vytvori seznam, ktery je cilené prohledavan, ale v tomto pripadé
uz s nulovym thresholdem. Timto zplsobem se eliminuji faleSné negativni nalezy a
také je dosazZeno lepsiho statistického vyhodnoceni diky absenci nulovych signald.

+ Metlin PCDL pro metabolomiku: Offline verze internetové metabolomické
knihovny, kterou jako jedina firma nabizi Agilent Technologies. Obé verze, webova i
offline obsahuji produktova spektra 9400 metabolitl ziskana za standardizovanych
podminek na LC/QTOF MS Agilent Technologies.
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Obrazek 1

Postup pro necilenou metabo-
lomiku pomoci nastroju Agilent
Technologies: Po akvizici dat (LC/
MS nebo GC/MS) nésleduje ne-
cilova extrakce signalli v software
MassHunter ProFinder, statisticka
analyza, identifikace metabolitd
pomoci knihoven a interpretace dat
v biologickych procesech. LC/MS a
GC/MS data mohou byt analyzova-
na dohromady ve stejném software
a stejném projektu.

Obrazek 2

Ukazka obrazovky sotware Mass
Profiler Professional, ktery je
zaméren na statistickou analyzu
hmotnostné-spektrometrickych
dat.

MassHunter
ProFinder —
B
— Rekurzni extrakce, Normalizace dat, Metlin PCDL, NIST, Pathway
A " —_— kontrola integrace, ANOVA, PCA, Fiehn GC/MS Architect
— ‘5 . manualni korelacni analyza, metabolomics RTL
L integrace. validace library

V tomto kroku je nezbytné ziskat z namé-
fenych dat co nejvice redlnych metabolitl
a naopak minimalizovat extrakci ndhodného
Sumu. ProtoZe metabolomické studie obvykle
pracuji se spoustou vzorku z nékolika skupin,
aby bylo mozné pokryt biologickou variabilitu
(Casto studie zahrnuji stovky vzorku), vyvinul
Agilent Technologies pro extrakci chemickych
signalu specializovany program Mass Hunter
ProFinder, ktery umoZnuje zpracovani LC
(CE, SFC)/MS i GC/MS dat, v€etné rekurzni
extrakce, manualni kontroly/Upravy integrace
pikd a zarovnani dat podle m/z a reten¢niho
Casu. Diky tomu je dosaZzeno maximalni kvality
vstupnich dat pro statistickou analyzu.

DalSim krokem je samotnd statisticka analy-

za, jejimz cilem je vybér signalu/latek, které
jsou mezi sledovanymi skupinami vyznamné
odlisné. | kdyz statisticka analyza spousty
analytickych chemikl upfimné dési, zaklad-
ni diferenéni analyza je pomérné jednodu-
cha a software Mass Profiler Professional
(MPP), obsahuje i privodce, ktery novacky
celym postupem provede krok za krokem.
MPP je primarné uréeny pro chemiky, ktefi
ke své praci potrebuji statistickou analyzu
hmotnostné-spektrometrickych dat, nabizi
ale i fadu pokrocilych testld z multivariacni
analyzy, vizualizace dat, tvorby a validace
statistickych modell. Obrazek 2 znazornuje
uzivatelské rozhrani software Mass Profiler
Professional (MPP).
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Védeéli jste, ze?
+  Knihovna Metlin pro metabolomiku je

LC/MS QTOF

kopie bez nutnosti vyhledavani na webu
+  Obsahuje produktova spektra pro 9400 latek
+  Produktova spektra v internetové knihovné Metlin jsou naméfena na Agilent

v systémech Agilent dostupna jako mistni




Ziskané rozdilové metabolity je potom ne-
zbytné identifikovat, aby mohly byt namapo-
vany na biologické drahy. MPP umozZzniuje pro
vSechny metabolity, nebo pro ty vybrané na
zakladé statistické analyzy, vypocitat sumarni
vzorec a také vyuziva k identifikaci vSechny
knihovny spekter, dostupné pro hmotnostni
spektrometry Agilent. Pro a€ely metabolomiky
je to predevsim LC/MS knihovna Metlin',
NIST a GC/MS metabolomicka knihovna vy-
vinuta Oliverem Fiehnem. VSe je velmi jedno-
duché, protoze cely proces probiha v jednom
software, data se nemusi nikam presouvat a
je mozZné cely postup automatizovat.

Poslednim krokem je zasazeni vysledkd do
biologického kontextu, tedy zjiSténi, které
metabolické drahy jsou ve sledovaném or-
ganismu ovlivnény. Pro tento ucel obsahu-
je MPP modul oznaCovany jako Pathway
Architect, ktery komunikuje s databazemi
metabolickych drah (napf. WikiPathway,
BioCyc nebo KEGG).

Cely princip spociva v tom, Ze jsou identifi-
kovany metabolické drahy, ve kterych se vy-
skytuji zjiSténé regulované metabolity. | kdyz
se proces mapovani metabolit(l na biologické
drahy muaze zdat jako pomérné jednoduchy,

ve skutec€nosti je pro funkéni feSeni nutné

prekonat jeden necekany problém: riizné da-
tabaze - at uZ biologickych drah nebo spek-
tralni knihovny — mohou oznacovat stejnou
chemickou latku rliznymi jmény, pripadné
obsahuji nékolik riznych zaznamu, které se
tykaji stejného metabolitu. Napfiklad Human
Metabolite Database (HMDB) obsahuje 23
rtznych oznaéeni pro D-glukézu. Resenim
tohoto problému je ,,prekladac”, ktery umi
propojit zaznamy tykajicici se stejné latky mezi
jednotlivymi databazemi. Tento prekladac se
jmenuje Agilent-BridgeDB a i kdyZ pracuje
na pozadi Pathway Architect a neni vidét,
je srdcem celého systému.

Cilena metabolomika

Cilend metabolomika, jak uz vyplyva z na-
zvu, se zaméruje na sledovani vybranych me-
tabolickych drah. Cilem je obvykle pfesna
kvantifikace prekurzord a produkt(, takZe se
vedle hmotnostnich spektrometrd typu QTOF
vyuZivaji i trojité kvadrupdly (QQQ). Cilena
metabolomika se Casto pouziva pro validaci
vysledkl ziskanych necilenou metabolomi-
kou, tedy k potvrzeni relevance nalezenych
biomarkerd na vétsSim poctu vzork.

r

Multi-omicka analyza - integrovana biologie

Omics pristupy vyuZivaji data z analyzy malych molekul (metabolomika), protein
(proteomika) a genomu (genominka, transkriptomika) pro studium Zivych systému.
Vysledky téchto dil€ich studii se Casto realizuji samostatné a postradaji celkovy pohled
na biologicky proces, ktery zdaleka neni pfimy od DNA, pfes RNA k proteinu, pfipadné
metabolitu (Obrazek 3).

Kombinaci dvou, nebo i vice typl omickych pfistupl Ize dosahnout lepsiho oddéleni
skutecné biologicky relevantnich markerud — signal(i — od téch, které sice maji dostacujici
statistickou vyznamnost (li§i se mezi skupinami vzork(), ale ve skute¢nosti nesouvisi
se sledovanym déjem. Napfiklad analyza kompletniho genomu €asto vede k detekci
miliénl ,,single-nukleotide variant® (SNV), a zjistit, kterd zména je kli€ova pro rozvoj
onemocnéni, je nesmirné obtiZné. V pripadé, Ze se na stejnych vzorcich provedou také
proteomické nebo metabolomické experimenty, Ize ziskana data navazat na metabolické
drahy a zjistit ,,prinik“ vSech téchto experimentu. Tim Ize do zna¢né miry odfiltrovat
nahodné vlivy v kazdém experimentu a potazmo tak zvysit odstup signalu (relevantni
informace) od Sumu (ndhodné signaly) pro omické experimenty?.

Agilent Technologies ma unikatni pozici v tom, Ze ve svém portfoliu zahrnuje nastroje
pro genomiku, transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku. Nabizi zaroven FeSeni,
jak jejich vystupy kombinovat a interpretovat v kontextu biologickych systému. Timto
FeSenim je propojeni software GeneSpring (transkriptomika) a Mass Profiler Profe-
ssional pomoci modulu Pathway Architect. Ten umozniuje, podobné jako v pripadé
metabolomiky, mapovat na biologické drahy i proteiny, které danou drahu katalyzuiji,
pripadné geny, které nesou informaci o daném enzymu. GeneSpring a Mass Profiler
Professional ve spojeni s Pathway Architect tedy predstavuji platformu, kde se potkavaiji
molekularni biologové s (bio)chemiky.

Multi-omicka analyza s vyuzitim bioinformatického software Agilent Technologies byla
vyuZita v fadé studii. Pfikladem mUzZe byt studium vlivu radioaktivniho zareni na semena
ryZze ve Fukushimské prefekture?, vyzkum retinoblastomu (zhoubny nador oka)* nebo
glioblastomu (GBM), nejcasté&jsiho primarniho nadoru mozkus.
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Obrazek 3

Znéazornéni principu ,,omics” studii

vs. biologickych procesu
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V tomto pripadé je dlleZitd mozZnost importo-
vat nové zmérena data do drive vytvoreného
statistického modelu a vyuZit je pro potvrzeni
biomarkeru. Do MPP Ize importovat nejen
kvalitativni data z pristroji QTOF, ale i kvan-
titativni data ziskana at jiz na QTOF nebo na
QQQ systémech. Pro cilenou metabolomiku
vSak existuje i softwarovy nastroj Pathway-
-to-PCDL, ktery pro vybrané metabolické
cesty (napfiklad navrZzené pfi experimentu
necilené metabolomiky), sestavi databazi
vSech latek, které se v téchto drahach vy-
skytuji. Takova databaze je potom vyuZitelna
pro cilenou, a tedy mnohem citlivéjsi extrakci
pikG téchto latek, které by jinak necilenym
pristupem nebyly detekovany.

Zaver

Metabolomika je popularni a rychle se roz-
vijejici disciplina, kterd méa potencial pfinést
unikatni objevy v biologii, klinickém vyzkumu,
vyvoiji léCiv apod. Principy, postupy a softwa-
rové nastroje vyuzivané pro metabolomické
studie jsou navic pouzitelné i ve spousté dal-
Sich obor( jako je analyza potravin, analyza
Zivotniho prostfedi a zemédélstvi. Klic¢em

k Uspéchu necilené metabolomiky je ziskani

maximalniho mnoZstvi kvalitnich informaci ze
vzorku. Vzhledem k Sirokému spektru pola-
rity metabolitl je nezbytné pouzit paralelné
nékolik separacnich technik, ¢imz se v8ak

vzorek frakcionuje a ztracime komplexni

pohled. Metabolomické FeSeni firmy Agilent
zaloZené na platformé Mass Profiler Profe-
ssional je unikatni tim, Ze umoziuje v rdmci
jedné studie integrovat data z riznych se-

paracnich technik (LC, CE, GC) ve spojeni

s rGznymi typy hmotnostnich analyzator(
(QQAQ, TOF, QTOF), ale i data ziskana z dal-
Sich pfistupl (genomika, proteomika). Lze
tak ziskat kompletni obrazek o celém vzorku,
nikoli o pouhé frakci metabolitl, které dana
technika umoziiuje separovat a detekovat.
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