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1. Uvod

Vsechny bunky ziskavaji energii, stavebni i zasobni
latky vzdjemnou pfeménou chemickych sloucenin. Té&chto
pro bunku nepostradatelnych reakci, které jsou organizo-
vané do sérii pfemen a nazyvaji se metabolické drahy, se
mohou ucastnit rozdilné pocty sloucenin. Souhrn téchto
reakci je oznacovan jako metabolismus a slouceniny do
metabolismu zafazené se nazyvaji metabolity, jejichz kom-
plexni sada je pak oznaCovana jako metabolom. Ten lze
jesté presnéji definovat jako soubor vSech intra- i extra-
celularnich  nizkomolekularnich  latek (MW < 1000)
v Zivém systému', které se Gdastni metabolickych reakci,
a které jsou nezbytné pro riist a normalni funkci buiky?.
Podobné jako u transkriptomu nebo proteomu, i metabo-
lom mtize byt definovan na vSech hladinach biologického
systému — na urovni organismu, tkané i jediné buiky’.
Velikost metabolomu se pfitom méni v zavislosti na studo-
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vaném organismu. U mikroorganismi v§eobecné plati, ze
obsahuji mén& metaboliti neZ gend®, napf. bakterie
Escherichia coli K12 obsahuje 4392 gent, ale produkuje
pouze 794 metabolickych slou¢enin®. Oproti tomu, rostlin-
na fise je schopna produkovat mnohem vice metaboliti
nez genii*, aviak velkou &ast z nich tvofi sekundarni meta-
bolity, které jsou specificky pfitomny v relativn¢ mélo
rostlinnych druzich.

méfovaly pouze v limitovaném rozsahu, neexistoval tedy
koncept stanoveni vsech intra- nebo extra-celularnich me-
tabolitt sou¢asn&’. Teprve v roce 1998 se poprvé o analy-
ze metabolomu v kontextu s genomikou zminil Oliver
a spol.', v tomtéZ roce Tweeddale a spol. diskutoval o tom-
to terminu v souvislosti se studiem fenotypu bakterie
E. coli®. Jako prvni pak detailngji definoval metabolomiku
a jeji dil¢i oblasti® vroce 2002 Fiehn. Ve srovnani
s genomikou, transkriptomikou ¢i proteomikou je tedy
metabolomika pomérné ,,mlady* obor.

Metabolomika, t.j. komplexni analyza metabolomu za
konkrétniho fyziologického nebo vyvojového stadia orga-
nismu, tkané ¢i bunky, je dilezita zejména z divodu poro-
zuméni bunéénych funkcei, jelikoz na rozdil od jinych tzv.
»omik® vice odrazi aktudlni stav builky, ktery je vysoce
dynamicky’. Hladina metaboliti, &ili metabolicky ,,pool*,
pfitom neni odpovéd’ pouze genové exprese, ale i environ-
mentalniho a vyvojového stimulu nebo disledek genetické
mutace. Metabolity a jejich koncentrace tedy musi byt
monitorovany jak prostorove, tak i casové. Nelze porozu-
mét dynamickému chovani metabolismu bez znalosti typt
a mnozstvi jednotlivych sloucenin, které se vyskytuji
v zijicich organismech ¢i buiikich za riiznych podminek”.
Protoze jednotlivé ,,omiky* nepostacuji na pochopeni bu-
nécné fyziologie a regulacnich mechanismil, stale castéji
se vyuziva jejich kombinovana analyza, ktera je podstatou
velmi rychle se rozvijejici védni discipliny — systémové
biologie.

2. Strategie metabolomického vyzkumu

Zatimco pfi analyze genomu, transkriptomu i proteo-
mu je studium orientovano na chemicky vysoce podobné
slouceniny, biopolymery slozené ze 4 riznych nukleotidi
v ptipad€ genomu a transkriptomu, nebo z 21 kédovanych
aminokyselin v piipadé proteomu®, pokud se samoziejmé
pominou jejich posttranslacni modifikace, u metabolomu
lith 1ze ocekavat extrémni variabilitu chemickych struktur
a tim i fyzikalné-chemickych vlastnosti. Nékteré¢ metaboli-
ty jsou zapojeny do velkého poctu metabolickych drah,
zatimco jiné pouze do né€kolika malo. Nékteré mohou
v zavislosti na zméné Zivotniho prostiedi kolisat ve velmi
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nizkych koncentracnich rozmezich, zatimco u jinych se
tyto hladiny méni vyrazn€. Nékteré metabolity jsou
v buiice zastoupeny v relativné velkém mnozstvi a jiné
pouze ve stopovém. Napf. glukosa je ve vétsiné bunck
pfitomna v milimolarnich koncentracich, zatimco nékteré
signalni molekuly jsou v jedné buiice zastoupeny pouze
v desitkach molekul’. Dal3i vyznamnou charakteristikou
metabolitll je, Ze maji omezeny polocas zivota, z cehoz
vyplyva, Ze musi byt buiikou nepfetrzité pfijimany, premé-
novany, degradovany a vylucovany. Tato komplexnost
samoziejmé znemozhuje analyzu celého metabolomu sou-
Casng, proto byly pro analyzu a interpretaci hladin metabo-
lith v biologickych vzorcich vyvinuty rizné strategické
pristupy (obr. 1). Jsou to:

»Metabolic fingerprinting* a ,,metabolic footprinting®
je rychla a kompletni analyza vzorku bez nutné identifika-
ce a kvantifikace jednotlivych metabolitd. V piipadé
»fingerprintingu® — otisku prstu je vysledkem analyzy
informace o intracelularnich metabolitech — endometabo-
lomu, a v pfipadé ,,footprintingu® — otisku nohy informace
o extracelularnich metabolitech — exometabolomu. Analy-
za metabolitll v ristovém médiu mize mit oproti analyze
intracelularnich metabolitti nékteré vyhody, odpada napt.
pozadavek na zhaseni metabolismu a uvolnéni metabolitl
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niho procesu.

,Metabolite profiling” — profilovani metaboliti oproti
tomu zahrnuje identifikaci a ¢aste¢nou kvantifikaci vybra-
ného poctu metabolitd nalezicich do tfidy chemicky po-
dobnych sloucenin (napf. polarni lipidy, isoprenoidy nebo
sacharidy) nebo spole¢né zapojenych do specifické meta-
bolické drahy®7'*!!,

»Metabolite target analysis“ — cilena analyza metabo-
lith je kvalitativni i kvantitativni analyza vzorku jeste vice
zaméfena na né€kolik malo konkrétnich metaboliti. Velka
¢ast dalSich metabolickych informaci je tudiz obvykle
ignorovana. Ptiprava vzorku je z uvedenych pfistupt nej-
od ostatnich'?.

»Metabonomics® — metabonomika je zpiisobem ana-
lyzy vzorku velmi podobna ,.fingerprintingu® metabolitt,
avSak hlavnim cilem analyz je sledovani metabolické od-
povédi na podavani 1é¢iv nebo pFitomnosti toxickych latek
ve tkanich a télnich tekutinach (napf. studie v oblasti toxi-
kologie ¢i farmakologie).
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Obr. 1. Piehled metabolomickych piistupi
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3. Priprava vzorku

I kdyz v souCasné dob¢ existuji velmi pfesné a spo-
lehlivé analytické metody, kritickym bodem pfi analyze
metabolomu Casto zustava piiprava vzorku, jenz je vse-
obecné€ povaZzovana za limitujici krok komplexnosti stano-
veni a za zdroj nespravnych vysledkd. Cely postup pfipra-
vy vzorku je ¢asto velmi slozity, obecné ho lze rozdélit do
ti zdkladnich krokd’:

Zhéaseni metabolismu bun€k — inaktivace veskerych
biochemickych procest. Tento krok musi byt dostatecné
rychly, aby nedochazelo k ovlivnéni hladin metaboliti
zpusobené zménou okolniho prostiedi, idealné se uvadi
asové rozmezi jedné sekundy’. Analogicky Ize tento pro-
ces prirovnat k potizovani fotografie, kde ziskanou mo-
mentkou je in vivo metabolomicky stav organismu nebo
bunky ve specifickém vyvojovém stadiu a zivotnim pro-
stiedi. Rychlost procesu je skute¢né rozhodujici, jelikoz
i velmi malé zmény hladin metaboliti mohou poukazovat
na vyznamné zmény v metabolismu’.

Rychlé inaktivace metabolismu lze obvykle doséah-
nout nahlymi zménami teplot (< —40 °C, >80 °C) nebo pH
(v rozmezi 0-2, nebo 10—12). Avsak plati, ze rizné biolo-
gické vzorky vyzaduji odli$né techniky k dosazeni uplného
zhéaseni metabolismu. U mikrobialnich a tkanovych kultur
se napf. nejcastéji pouzivaji vodné roztoky organickych
rozpoustédel, obvykle methanol, ethanol a acetonitril, vel-
mi nizké nebo vysoké teploty, anebo kyselé roztoky, typic-
ky HCIO,. U rostlinnych a zivo€isnych tkani se metabolis-
mus bunék nejcastéji inaktivuje rychlym zamrazenim
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vzorku kapalnym dusikem, roztoky HCIO,, nebo vychla-
zenym methanolem’. Vét§ina tdchto postupli soucasné
narusuje bunécnou sténu, a proto je tento krok casto vni-
man jiz jako soucast nasledujiciho kroku — extrakce meta-
bolitd.

Extrakce metaboliti — zpfistupnéni intraceluldrnich
metabolitl analytickym metodam za ucelem jejich stano-
veni. Cilem extrakénich procedur je narusit struktury bui-
ky tak, aby doslo k uvolnéni vSech, nebo maximalniho
mnozstvi metabolitli v nezménéném stavu. Vybér extrakc-
niho postupu je volen podle typu bunécnych struktur
a podle typu extrahovanych metaboliti. Snahou je dosah-
nout minimalnich ztrat bez chemické degradace nebo bio-
chemické konverze’.

Intracelularni metabolity 1ze ziskat dvéma rdznymi
pristupy (obr. 2). Mechanicky pfistup vyuziva metod jako
je ultrasonikace, anebo prostého naruseni integrity bunck
ruénim rozemletim, kulickovymi mlynky, automatickymi
homogenizatory nebo pomoci tzv. French (X) Pressu’, kdy
je zmrazena bunécna suspenze protlacovana malym otvo-
rem. Nejcastéji pouzivané techniky extrakce vsak zahrnuji
nemechanicky pfistup, ktery lze podle pouzitého postupu
rozdélit na chemickou, fyzikalni a enzymovou lyzi buiky.
Enzymova a fyzikidlni lyze se bEZné samostatné
v metabolomické analyze nepouZzivaji, ale ¢asto jsou kom-
binovany s chemickou lyzi za ucelem zvyseni extrakcni
ucinnosti vybraného postupu. Pii enzymové lyzi bun€k se
vyuzivaji lytické enzymy, které k degradaci struktur bu-
nécné stény Casto vyzaduji uziti vodného média a mirnych
teplotnich a pH podminek, coz je predpokladem nizké

Uvolnéni intracelularnich metabolita

Mechanicky ptistup

« Ultrasonikace
* Kulickové mlynky
* Automatické
homogenizatory
* French (X) Press

Nemechanicky pfistup
Enzymaticka Chemicka Fyzikalni
lyze bunky lyze bunky lyze bunky
* Lysozym (bakterie) « Organicka * Osmoticky Sok
* Peptidasy, rozpoustédla (MetOH, » Zamrazeni
glykosidasy, EtOH, ACN); * Zahiivani
acetylmuramoyl-L- * Metanol-chloroform-
alanin amidasy voda;
(bakterie) « Vatici EtOH
* 3(1,3)-glukanasy,  Chlazeny MetOH
B(1,6)-glukanasy, * Kysela extrakce
mannanasy, (HCIO,, HCl,
chitinasy C,HCL,0,)
(houby, kvasinky) » Bazicka extrakce
(KOH, NaOH)
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Obr. 2. MozZnosti zpFistupnéni intracelulirnich metaboliti analytickym technologiim
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degradace ziskanych metaboliti. U fyzikalniho postupu se
pouziva osmotického nebo teplotniho Soku. Mnohem cas-
t&ji se vSak vyuziva chemického postupu, pti kterém do-
chazi k lyzi buiiky a extrakci metaboliti uzitim chemic-
kych Cinidel. Velmi casto jsou k extrakci intraceluldrnich
metabolith vyuzivana bud’ samotna, nebo vodou fedéna
organicka rozpoustédla, jako napf. methanol, ethanol
a acetonitril pro extrakci polarnich metaboliti a chloro-
form, ethylacetat nebo hexan pro extrakci lipofilnich slou-
¢enin. Extrakce organickymi rozpoustédly jsou velmi jed-
noduché, zejména z diivodu snadného odpateni rozpouste-
dla ze vzorku. Zahiivani ethanolu zvySuje jeho extrak¢ni
ucinnost a protein-denaturaéni silu, av§ak snizuje stabilitu
ziskanych metabolitli. Naopak chlazeny methanol a nizké
teplotni podminky béhem celé extrakce (—20 °C) zabranuji
dal$im biochemickym reakcim a degradacim termolabil-
nich sloucenin. Kombinace rozpoustédel methanol-
chloroform-voda ma vyhodu extrakce dvou velkych sku-
pin metabolitli soucasné (nepolarni i polarni) a navic se-
lektivné do dvou fazi (chloroform a methanol/voda) za
velmi mirnych podminek. Vyuziva se zejména pro extrak-
ci amino- a neaminokarboxylovych kyselin, fosfore¢nych
esterd sacharidd, cukernych alkoholii a také nukleotidi, ale
s niz&i extrakéni uéinnosti’. Velmi $etrnou extrakéni meto-
dou je pak superkriticka fluidni extrakce (SFE). Dalsi
moznosti chemické lyze je kysela extrakce, ktera se nej-
Castéji provadi pomoci HClO,, trichloroctové kyseliny,
nebo HCI, a bazicka extrakce pak pomoci KOH nebo NaOH.
Zbytky bunék musi byt nasledn€ z média odstranény a pH
neutralizovano. Tento typ extrakce patfi mezi nejrychle;jsi
nemechanické metody, ale diky extrémnimu pH neni
k ziskanym metabolitim pfilis Setrny.

Zakoncentrovani metabolitl obohaceni vzorku
o vybrané metabolity. VétSina extrakénich procedur zpiso-
buje fedéni metabolitl, ¢imz se tak jejich koncentrace
mohou dostavat pod meze stanovitelnosti. Odpateni roz-
poustédla se provadi nejcastéji za sniZené teploty, aby
nedochazelo k termalni degradaci metaboliti, napf. pomo-
ci lyofilizace. Oblibenym feSenim tohoto problému je také
zakoncentrovani extraktu na pevné fazi — solid-phase ex-
trakce (SPE), kterd vyuzivd pevnou a kapalnou fazi
k izolaci jednoho nebo jediného typu analytu, at’ uz s cilem
tento analyt stanovit, nebo ho ze vzorku odstranit. SPE
pfitom vyuziva obdobnych stacionarnich fazi, jako se pou-
ziva u kapalinové chromatografie.

Vysledné extrakty mohou obsahovat soli, proteiny,
lipidy, nebo dokonce né&které metabolity zastoupené
v prili§ vysoké koncentraci. Tyto slozky ve vzorku Casto
zhorSuji kvantifikaci pozadovanych metabolitti.

4. Analytické metody pouZivané pro studium
metabolomu

Metabolity jsou chemické entity, které mohou byt
analyzovany standardnimi néstroji chemické analyzy’.
Soucasnym trendem pfitom je v jediné analyze stanovit co
nejvice metabolith za uziti vysoce standardizovanych
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a efektivnich metod, prechod z kvalitativniho ke kvantita-
tivnimu stanoveni, organizace naméfenych dat do kniho-
ven a databazi, vyuziti bioinformatickych postupti pro
analyzu téchto dat, a nakonec integrace dat s vysledky
ziskanymi pomoci jinych ,,omickych® disciplin.

Jak jiz bylo zminé&no, problémem pii kvantifikaci
velkého poctu metabolitd je jejich fyzikalné-chemicka
variabilita a Siroké koncentracni rozmezi, pfitomnost dal-
Sich sloucenin v bunce jako jsou DNA, mRNA a proteiny,
a fyzické bariéry uvnitf buiiky. Pro ziskéni relevantnich
dat je pro metabolomickou analyzu dulezitd zejména re-
produkovatelnost jak pouzité analytické metody, tak i pfi-
pravy vzorku. Velké naroky jsou kladeny i na vysokou
citlivost, jelikoz hladiny zejména intracelularnich metabo-
lith jsou v relativné nizkych koncentracnich rozmezich.

Obecné plati, ze vybér metody pro analyzu metabolo-
mu zavisi na charakteru analyzovaného vzorku a komplex-
nosti analyzovanych metabolitli. Pokud je cilem analyzo-
vat co nejvice metabolith bez nutnosti identifikace
a kvantifikace vSech detegovanych metabolitd tj. strategie
fingerprintingu® ¢i ,,footprintingu®, je nezbytné uzit me-
tody, které maji SirSi pokryti, pokud jde o typ a koncen-
traéni rozsah metabolitd’. Studie provadéné v poslednich
letech ukazuji, Ze vedouci roli v této oblasti ma nuklearni
magnetickd rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie
(MS) s ptimou infuzi vzorku do iontového zdroje. Dale se
pak vyuziva metod jako infracervend spektrometrie s Fou-
rierovou transformaci (FTIR) nebo Ramanova spektrome-
trie. I pfes zna¢ny vyznam analyz tohoto typu, disledna
identifikace a kvantifikace metaboliti ve vzorku nepo-
chybn¢ vede k lepsi charakterizaci metabolomu a tim roz-
Sifuje znalosti o daném biologickém systému. Analytické
metody pro takové piistupy studia metabolomu mnohem
1épe monitoruji specifické metabolity pomoci selektivnich
analyz’. Toho lze doséhnout pouzitim béznych separaénich
metod, jako je plynova chromatografie (GC), vysokotcin-
né kapalinovéa chromatografie (HPLC) a kapilarni elektro-
foréza (CE), kombinovanych s vhodnym detek¢nim systé-
mem predev§im s MS. Kombinace téchto metod s MS
navic rozsifuje schopnosti chemické analyzy vysoce kom-
plexnich biologickych vzorki, nebot’ MS zde vlastn¢ pted-
stavuje dal$i separacni metodu. V tabulce I jsou srovnany
vyhody a nevyhody bézné pouzivanych analytickych me-
tod pfi analyze metabolomu.

4.1. Nuklearni magneticka rezonance

NMR je spektroskopicka metoda vyznacujici se pod-
statnymi vyhodami oproti jinym v metabolomickych studi-
ich hojné vyuzivanym metodam, jako jsou GC/MS nebo
LC/MS. Je uzitecna zejména pro charakterizaci struktur
nezndmych sloucenin typicky pfimo z télnich tekutin, ane-
bo hrubych bunéénych a tkanovych extraktl, s minimalni
nebo téméf Zadnou piedupravou vzorku. Navic je nede-
struktivni, snadno schopna kvantifikace a nevyzaduje che-
mickou derivatizaci. Zna¢nou nevyhodou NMR je vSak
jeji relativné nizka citlivost. Z tohoto diivodu jsou tyto
studie velmi ¢asto doplnény piistupy s metodami na zakla-
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Tabulka I
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Srovnani analytickych technik vyuzivanych pii studiu metabolomu®

Technika Vyhody Nevyhody
NMR » nedestruktivni technika * nizka citlivost
* minimdlni pfiprava vzorku pfed analyzou * vy$si pozadavky na objem vzorku
» snadna identifikace neznamych sloucenin
* moznost méteni in vivo
MS * rychly ,,screening” metaboliti * identifikace metabolitt vS§eobecné
* vysoka citlivost vyzaduje MS-MS
* minimdlni pfiprava vzorku pro profilovani « efekty spojené s matrici
metabolitl » nekompatibilni s vysokou iontovou silou,
* doporuceno pro identifikaci nezndmych (napt. pfi n€kterych extrakci metabolitit)
slou¢enin (MS-MYS)
GC-MS * vysoka separa¢ni G¢innost * neschopnost analyzovat termolabilni

* ideélni pro analyzu slozitych smési

* umozinuje soub&éznou analyzu riznych
tfid metabolitl

* snadné rozhrani mezi GC a MS

» reprodukovatelnost

LC-MS * vysoka citlivost
* umoziuje analyzu termolabilnich
metabolitl

« prumeérné chromatografické rozliSeni

CE-MS * minimalni spotfeba vzorku i zakladniho
elektrolytu
* vysoké rozliSeni

* uzite¢na pro analyzu slozitych smési

metabolity

» vyzaduje derivatizaci netékavych
metabolit

+ nesnadnd identifikace neznamych

sloucenin po derivatizaci

» efekty spojené s matrici vzorku
» pripadné odsolovani
» omezené informace o struktuie

* obtizné rozhrani CE s MS,
nekompatibilita zdkladnich elektrolytl

» slozita metodologie a kvantifikace

* nizka citlivost

d& MS (cit."?).

Nejcastéjsi metabolomické vyuziti NMR je pfi
,fingerprintingu“ metabolitd'* s vyznamnym cilem detek-
ce biomarkert. VétSina studii v téchto pripadech pak uziva
"H NMR jako sice nejméné selektivni metodu, aviak po-
skytujici nejvyssi moznou citlivost'.

4.2. Hmotnostni spektrometrie

MS je vysoce citliva a efektivni metoda schopna po-
tvrdit identitu sloucenin v komplexnich biologickych smé-
sich a ve vétsin€ pripadi i identifikovat slouceniny nezna-
mé a neodekavané®. Z tohoto diivodu je jeji asté uziti pii
detekci a identifikaci potenciondlnich biomarkerd. MS
muize slouzit bud’ jako samostatny analyticky nastroj, nebo
také jako univerzalni detektor pro chromatografii ¢i kapi-
larni elektroforézu. Toto spojeni miize navic fesit nevyho-

du samotné MS, tj. neschopnost pfimo rozlisit enantiome-
ry. Velkou budoucnost na poli metabolomiky ma iontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-
ICR-MYS), coz je ultracitlivd hmotnostné spektrometricka
metoda poskytujici spektra s nejvyssim rozliSenim a pres-
nosti'®. Dovoluje tak identifikaci tisicovek metabolitii bez
chromatografické ¢&i elektroforetické separace’.

4.3. Plynova chromatografie a jeji kombinace
s hmotnostni spektrometrii

GC/MS je v soucasnosti béznou analytickou metodou,
ktera kombinuje vysokou separacni u¢innost kapilarni GC
s vysoce citlivou detekci. V pocatcich vyvoje metabolo-
miky patfila GC/MS mezi zékladni metabolomické me-
tody'®, pro analyzu t&kavych, termostabilnich a nizkomole-
kuldrnich sloucenin si zachovava primdrni postaveni
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inadale. Avsak velké mnozstvi metabolitl téchto vlastnos-
ti nedosahuje, a proto je nutné je chemicky modifikovat —
derivatizovat. Casové naro¢na derivatizace vzorku a dlou-
hé chromatografické ¢asy analyz jsou pak pfi¢inou omeze-
ného poctu analyz béhem dne. Standardem pro reproduko-
vatelnou identifikaci metabolitii je kombinace GC kolony,
nebo jesté 1épe dvou kolon liSicich se stacionarni fazi,
a MS nejcastéji s ionizaci ndrazem elektrontt (EI) nebo
chemickou ionizaci (CI) a kvadrupolovym analyzatorem
nebo analyzatorem doby letu (TOF)"®. GC/MS ma vy-
znamné postaveni i u kvantifikanich studii a to zejména
z diivodu jeji selektivity a dostatecného linearniho rozsahu
pro Siroké dynamické koncentraéni rozmezi metabolitt.
Pfedstavuje optimalni metodu pro provedeni metabolické-
ho profilovani u rostlin, mikroorganismd, ale i u savci
véetné Cloveéka, napf. se vyuziva ke ,,screeningu® organic-
kych kyselin v mo&i pro diagnézu organické acidurie™'®"’.
Nedévné inovace GC-TOF a GC x GC/MS slibuji dalsi
zvySeni vykonu této metody. GC/MS tedy je a zlstane pro
dohlednou budoucnost klicovou metodou pro metabolické
profilovani®.

4.4. Kapalinova chromatografie a jeji kombinace
s hmotnostni spektrometrii

Nedostatky LC byly v pocatcich dany zejména velmi
nizkym rozliSenim, a proto analyza komplexnich smési
byla ve srovnani s GC nebo CE velice problematicka. Spo-
jeni LC s MS a neustdlé vylepSovani stacionarnich fazi
rozsitilo jeji analytické moznosti, zejména pak v profilova-
ni metabolitd. LC/MS nejprve separuje metabolity pomo-
ci LC, nasledné jsou metabolity ionizovany elektrosprejem
(ESI), nebo napt. chemickou ionizaci za atmosferického
tlaku (APCI)'’, a nakonec analyzovany iontovou pasti
(IT), kvadrupdlovym a ptedevS§im TOF typem analyzéitoru
hmotnostniho spektrometru. Od GC/MS se 1isi vyraznym
zpusobem. LC/MS nevyZaduje tékavost analytil, a proto
1ze uzit nizsich teplot béhem analyz. To je hlavni divod,
pro¢ muze byt LC/MS vyuzita na Sirokou fadu molekul
vcetné sekundarnich metabolit. Derivatizace vzorku tedy
neni vSeobecné nutnd, ackoliv mlze byt prospésna pro
zlepSeni chromatografického rozliseni a predev§im pak
citlivosti, anebo muize usnadnit ionizaci nekterych funkc-
nich skupin metabolitt, které by byly jinak pomoci ESI-
MS nedetegovatelné. LC/MS je navic vysoce vykonna,
s rozumnym dynamickym rozsahem, neni specificka ke
konkrétnim tfidam sloucenin a mize byt extrémné citliva.
Soucasny vyzkum je zejména zamé&fen na aplikaci kapilar-
nich kolon, ty slibuji lepsi rozliSeni, citlivost a moZnost
plné kvantifikace, pfinasi vSak vys$i naroky na Cas analyz
a instrumentaci'’.

Vyuziti LC/MS v metabolomice je zaméfeno zejména
na diagnostiku v oblasti mediciny, idealni je pro metabo-
lické profilovani n&kterych télnich tekutin®' s dobrym
potencidlem identifikovat biomarkery'®. Ve farmaceutic-
kém primyslu je LC/MS hojné vyuZzivanid pro analyzu
rostlinnych extraktt?®', velky vyznam mé i v metabolickém
profilovani mikroorganismi’™*
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4.5. Kapilarni elektroforéza a jeji kombinace
s hmotnostni spektrometrii

Kapilarni elektroforéza (CE) se vyznacuje vysokou
ucinnosti, krat§imi Casy analyz a nizs$i provozni cenou
spojenou s velmi malou spotfebou vzorku a zakladnich
elektrolytd. Nabizi rozmanité aplikacni moznosti a tim
umoznuje analyzu Sirokého spektra nabitych i nenabitych
metabolitt. Hlavnim nedostatkem CE s UV detekci je vSak
horsi koncentracni citlivost zpisobena davkovanim velmi
malych objemt vzorku do kapilary a kratkou absorpéni
drédhou detekéniho paprsku, ktery je roven vnitinimu pri-
méru kapilary. Pro feSeni tohoto problému Ize vyuzit bub-
linkové nebo Z-kapilary, které jsou v misté detekce rozsi-
feny, anebo citlivéjsi detektory jako fluorescencni a elek-
trochemickeé, které je v§ak mozné aplikovat na méné typl
analytd a to i po jejich modifikaci pomoci chemické deri-
vatizace. Ekonomicky vyhodnou a technicky nendro¢nou
cestou ke zvySeni detekéni citlivosti CE analyz s UV de-
tekei pfinasi on-line prekoncentra¢ni techniky. CE/MS pak
navic pfinasi vysokou citlivost a selektivitu. Nejvetsi vy-
hodou CE vkombinaci s MS oproti jinym separa¢nim
metoddm je extrémné vysoké rozliSeni a moZnost nadav-
kovat témet kazdou nederivatizovanou nabitou slouceninu
z CE do MS®. Spojeni viak vyzaduje specifické rozhran,
které obvykle zahrnuje ,,obalovou kapalinu“ (sheath
liquid), coz pfinasi zfedéni analytll. Nejcastéji pouzivanou
ioniza¢ni technikou pak byva ESI, ptfi¢emz jsou vyzivany
témef vSechny hmotnostni analyzatory — kvadrupol, IT ¢i
TOF. Zakladni elektrolyt pro CE analyzu a slozeni
,»obalové kapaliny* v§ak musi byt zvoleny tak, aby byly
kompatibilni s MS®.

Je ziejmé, ze CE/MS méa velky potencial
v metabolomickych studiich, zejména pak v profilovani
biologickych systémi. Tyto studie jsou pak zaméfeny
zejména na analyzu organickych kyselin, aminokyselin,
sacharidi a jejich derivatd, a nukleotidt®*. V oblasti farma-
kologie se pak CE/MS vyuziva pro analyzu rostlinnych
sekundarnich metabolitd®, velké mnozstvi aplikaci je
v soucasnosti zaméfeno i na bakterialni metabolomiku.

5. Praktické aplikace metabolomiky

V oblasti mediciny se metabolomika vyuziva zejména
ke stanoveni metabolickych biomarkerti jako indikatortu
ruznych chorob ¢i odpovédi zprostfedkované 1éCivem, dale
pfi ohodnoceni lidského zdravi pomoci srovnani metabo-
lickych profil jednotlivych pacientli s profily pacienti
s riznymi nemocemi ulozenymi v databazi. Tento postup
srovnani pak umoziuje identifikovat pacientovu nemoc’.
Nezastupitelny vyznam mé metabolomika i ve farmakolo-
gii pti vyvoji novych 1éciv.

Metabolomickd informace je uzite€né také v Sirokém
spektru biotechnologickych aplikaci napt. k charakterizaci
bakterii, zlepSeni procest fermentace a tim i zvySeni vyno-
su cilen¢ Slechténych mikroorganismi, stanoveni efekti
biochemickych nebo environmentélnich vlivli na rostliny
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nebo mikroorganismy, ohodnoceni bezpecnosti piijimané
potravy atd.'"".

6. Role metabolomiky v systémové biologii

Metabolomika ma rovnéz spolu s ostatnimi
omickymi disciplinami nezastupitelné misto v systémo-
vé biologii. Systémova biologie, jak jiz bylo zminéno, je
novou disciplinou, jejiz vznik je datovdan na zaCatek
21. stoleti. Snazi se pochopit vztah mezi genotypem a fe-
notypem na celobunécéné tirovni a kombinaci matematické-
ho modelovani a experimentalni biologie predpovédeét
bunécné chovani, které neni ziejmé ze sledovani samot-
nych komponent'®. Vyuziti metabolomiky v systémové
biologii je zejména orientovano na kvantifikaci metaboliti
v Case, na tzv. metabolickou dynamiku, pficemz je na bun-
ku nahliZeno jako na komplexni sit’ interakci a vzajemnych
pfemén jejich molekularnich Gcastniki — DNA, mRNA,

proteinti a metabolitti v daném Zivotnim prostredi'”'®.

7. Zavér

V souCasné dob€ lze sledovat neustile nariistajici
zajem o metabolomické analyzy napti¢ mnoha jinymi dis-
ciplinami, vcetn€ systémové biologie, funkéni genomiky
nebo napt. farmakogenomiky. Hlavni vyznam metabolo-
miky tkvi ve skutecnosti, Ze sleduje produkty funkce bun-
ky a tim objasiiuje déje na subcelularni trovni. Ke kom-
pletnimu popsani metabolomu vsak stale vede dlouhd ces-
ta, jelikoz kazda analyticka metoda, at’ uz pouzita samo-
statn¢, nebo v kombinaci s jinou, ma své vyhody i limita-
ce.

Prdce vznikla za financéni podpory grantu GA CR
P206/11/0009, vyzkumného zaméru ¢ MSM0021622413
a Vyzkumného centra LC0602 oboji MSMT.
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J. Musilova and Z. Glatz (Department of Biochemis-
try, Faculty of Science and Central European Technology
Institute, Masaryk University, Brno): Metabolomics —
Basic Concepts, Strategies and Methodologies

This review defines metabolomics and clarifies its
history and significance. Various strategies of metabolo-
mics research are described together with their main appli-
cation fields. The review focuses on the methods of sam-
ple preparation and on the analytical methodologies that
are most frequently used in metabolomic studies — NMR,
MS, GC/MS, HPLC/MS and CE/MS. Practical importance
of metabolomics and its role in system biology are men-
tioned as well.



