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1. Bevezetés
1.1. Metabonomika

A metabonomika a rendszerbioldgia vagy mas néven “omika” kutatasi teriiletek
csaladjanak azon tagja, mely a szervezet kompartmentjeiben és exkrétumaiban
megtalalhato, jellemz6en kis molekulasalyt anyagcsere intermedierek €s
termékek — az angolszasz terminoldgidban “metabolitok” — rendszerszemléleti
vizsgalatat célozza. A metabonomika a biolégiai folyadékok és szOvetek
kismolekula-6sszetételében - a kiilonbozé fizioldgias és patologias hatasokra -
beallé kvantitativ és kvalitativ valtozasok osszetett mintazatat elemzi, majd
ezen keresztll jellemzi a héattérben parhuzamosan zajlé biokémiai és élettani
folyamatokat.

A metabonomikai adatok gyiijtéséhez alkalmazott analitikai technikdk kozul az
NMR  spektroszkopia és a kromatografias elvélasztadssal — kapcsolt
tdmegspektrometria terjedt el a legszélesebb korben, a mérések sordn kapott
kiterjedt adattablak elemzése pedig jellemzéen tobbvaltozos (“mintafelismerd™)
statisztikai mddszereket igenyel. A metabonomika az elmult harminc évben
sikeres kutatdsi stratégianak bizonyult egyebek mellett gydgyszergyari
toxikologiai  vizsgalatokban, diagnosztikaban, funkcionalis genomikai
kisérletekben, taplalkozastudomanyban, epidemioldgiai vizsgalatokban, stb.,
am alkalmazasa az orvostudomanyoktél tavolabbi teriileteken is (pl. ndvénytan,
kornyezetvédelem) legalabb ennyire szerteagazo.

1.2. COMET Kkisérletsorozat

A COMET (Consortium for Metabonomic Toxicology) volt els6 olyan nagyobb
1élegzetli kisérletsorozat, ahol a metabonomikdban rejlé lehetdségeket
részleteiben vizsgaltdk. A konzorciumot az Imperial College és hat
gyogyszergyar hivta életre 1999-ben azzal a céllal, hogy a gyogyszergyari pre-
klinikai kisérletek hagyomanyos méréseit metabonomikai vizsgalatokkal
kiegészitve noveljék az allatkisérletek josloképességét, els6sorban a
gyogyszerjeldlt molekulak varhaté mellékhatés-profiljara vonatkozéan.

A prediktiv rendszer létrehozdsahoz referenciapontként elészor 147 ismert,
vagy ismertnek Vvélt toxicitdsi modellvegyiilettel végezték el a szigorGan
standardizalt méréseket. A legtobb modellanyag maj- és vesekarosité hatasu
volt, mivel a gyogyszereknél ez a leggyakrabban jelentkezé mellékhatas, de
hasnyalmirigyre, hagyhdlyagra, ivarszervekre stb. hatdé anyagok és &ltalanos
fizioldgias stresszorok is megtalalhatdk a listan.



2. Célkitiizések

2.1. A COMET Kkisérletsorozat exokrin pancreatitist eldidézé
modellanyagainak vizsgalata

L-arginin és 1-ciano-2-hidroxi-3-butén (CHB, krambén) modelltoxinokkal
el6idézett kisérletes exokrin  hasnyalmirigy-gyulladds metabonomikai
vizsgélatat végeztem Sprague-Dawley patkanyokon, az allatok mintainak
kismolekula—6sszetétel valtozasat 7 napon keresztiil kévetve.

A kisérletek iddtartama alatt folyamatosan gyijtott vizeletmintdk ¢és
szérummintdk 'H NMR spektrumainak elemzését klinikai kémiai és
hisztologiai vizsgalatokbdl szarmazé adatok elemzésével egészitettem Kki.
Munkam soran kilonds figyelmet forditottam az aldbbi feladatokra és
kérdéskorokre:
- A modellanyagok specifikus és altalanos hatdsainak részletes
metabonomikai leirasa.
- A metabonomikai, sz6vettani, klinikai kémiai eredmények egységes
biologiai értelmezése.
- Hatasmechanizmushoz kothetd informaciok és biomarkerek keresése.
- Az anyavegyiilet fobb metabolikus utvonalainak feltérképezése, a
metabolikus termékek szerepének vizsgalata a toxicitasban.
- A Kkisérleti allatok csoportjaiban a valaszadas diverzitasanak
vizsgalata.
- Az allatkisérletes modell eldnyeinek/hatranyainak feltérképezése, az
extrapoldlhatdsag korlatainak vizsgalata.

2.2. Klaszteranalizisen alapulé Statisztikai Spektroszkopia (CLASSY)
fejlesztése és validalasa

Célunk egy olyan felhasznalobarat adatelemz6 rendszer 1étrehozasa volt, mely
megndveli az NMR spektrumokon alapulé metabonomikai vizsgélatoknal a
statisztikai elemzés ateresztOképességét, és a széles korben elterjedt projekcios
mddszerekkel szemben nagyobb lehetéséget ad a metabolit koncentraciok
idébeli valtozasainak szemléltetésére, igy segitve az eredmények bioldgiai
értelmezését.



3. Médszerek
3.1. Kisérlettervezés

Mintagyiijtés. A kisérleteket végzd gydgyszergyarakban him Sprague-
Dawley patkanyokat soroltak random modon kontroll (C), kis dézissal kezelt
(LD) és nagy dozissal kezelt (HD) csoportokba. Az allatok egyszeri 10 ml/kg
térfogatuy injekciot kaptak az 1. tblazatban leirtak szerint.

Modellanyag L-arginin CHB (krambén)
Adagolas Intraperitonealis szubkutan
Déziscsoport HD LD C HD LD C
Allatok szama 20 10 10 10 10 10
Dézis (mg/kg) | 4000 | 1000 | Vehic. 150 15 Vehic.

Minden doéziscsoportban az allatok egyik felét a beadast kovetd 48. oraban, a
masik felét a 168. draban elaltattak. A vizeletmintakat frakcionként gytjtotték a
toxin beadasa el6tt 16 oraval, majd azt kovetden az alabbi idépontokban: 0, 8,
24, 48, 72, 96, 120, 144, és 168 h. A szérummintdkat az elaltataskor gyiijtott
vérbol izolaltak, ekkor mérték a testsulyt valamint a vizsgalt szervek salyat, és
ekkor vettek mintakat a maj, a vese és a hasnyalmirigy szdvettani elemzéséhez
IS.

Klinikai kémiai és szdvettani elemzés. A vizeletmintaknal mérték a minta
térfogatat, ozmolalitasat, pH-jat, fehérje és glik6z koncentraciojat. A
szérummintdknal meghataroztdk a kreatinin, urea nitrogén (BUN), alanin-
aminotranszferaz (ALT), aszpartat-aminotranszferaz (AST), alkalikus foszfataz
(ALP), glukéz, natrium, kalium, kalcium, foszfor, albumin, teljes fehérje és
teljes bilirubin szintet. A szdvetmintakat 10% formalinnal torténé fixalas utan
paraffinba dgyaztak, a metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festették.

1D NMR spektroszképia. Az Imperial Collage technikusai 400 pl
vizeletmintahoz 200 pl (TSP-t és nehézvizet is tartalmazd) natrium-foszfat
puffert adtak. Az 'H NMR spektrumokat 600 MHz-es késziiléken vették fel az
aldbbi pulzusszekvenciaval: rd - 90°- 3 us- 90° -100 ms - 90° - acq. A
szérummintaknal felolvasztas, keverés és 10 perc allas utan a fellilisz6bol 200
pl-t 400 pl 20% D,O-t tartalmazd fiziolégias sooldathoz adtak, majd
centrifugalas utan 500 pl feliiluszot kiilonitettek el a méréshez. Az 'H NMR
spektrumokat szintén 600 MHz-es készilléken a Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) spin-echo pulzusszekvencia felhasznalasaval vették fel: rd - 90° - (t -
180° - t), - acq, ahol n=80 és t=400 ps.



3.2. NMR spektrumok statisztikai elemzése

Az 'H NMR spektrumokat MATLAB (R2006b és R2008a verzi6) szoftverbe
importaltam, és a viz (8=4,7-4,9 ppm), a TSP (6=-0,2-0,2 ppm), valamint a
karbamid (8=5,6-6,0 ppm) jeléhez tartoz6 régiokat kivagtam. Tobbféle
normalizalast hasznaltam. A PQN normalizaldsndl az anyavegyilet és
metabolitjainak jeleit nem vagtam ki, és a kémiai eltolodast jellemz6en RSPA
szoftverrel igazitottam. A masik adatkészleten kivagtam a modellanyag és
metabolitjainak jeleit és a spektrumokat teljes teriiletre normalizaltam.
Eredményeimet mindkét adatkészleten ellendriztem.

Ortogondlis PLS diszkriminancia analizis (O-PLS-DA). Az O-PLS-DA
egy projekcion alapulé diszkriminancia analizis, melynél a csoportokhoz vald
tartozastol fluggetlen szisztematikus véltozasok el6zetes sziirésével a modell
josloképessége és f6leg értelmezhetésége nagyban javul. Az altalam hasznalt,
NMR spektrumok analiziséhez tovabbfejlesztett valtozat az elemz6 munkajat a
PLS-egyiitthatok specidlis grafikus megjelenitésével is segiti. A modellek
tuligazitottsdganak elkeriiléséhez hétszegmensti keresztvalidalast alkalmaztam.

Statisztikai Total Korrelaciés Spektroszkopia (STOCSY). A mddszer a
kisérlet soran gytjtott spektrumok jeleinek korrelaltsagat vizsgalja, és sziiri a
mintarél mintara konzisztensen egyiitt, egy iranyba és azonos mértékben
valtozd jeleket. A STOCSY egydimenzids valtozatanal az elemzdnek ki kell
valasztania azt a csucsot, amelynek a tobbi jelhez fiz6d6 kapcsolata érdekli 6t.
Mivel a jelek koz6tti korrelacié akkor a legerésebb, ha azok egy és ugyanazon
kismolekulahoz tartoznak, az eredményként kapott abran - mely szerkezetét
tekintve a vizsgélt biol6giai minta spektruma - a piros szin arnyalataiban
kirajzolédik annak a kismolekulanak az 'H-NMR spektruma, amelyhez a
valasztott csucs tartozik s igy konnyli annak asszignalasa. A STOCSY elemzést
O-PLS modszerrel kombinalva a jelekhez tartozé kismolekuldk biokémiai
kapcsolatai is vizsgalhatok.

Fékomponens-analizis (PCA). A PCA egy nem-feligyelt (nem-iranyitott)
mintafelismerd adatelemzé modszer, mely az eredeti valtozok linedris
kombinacidjaként kaphaté ortogondlis latens valtozok keresésén alapul. A
fékomponens abra két vagy harom dimenzi6ban mutatja a mintak csoportokba
rendez6dését, a vele atfedésbe hozhaté fékomponens-egyitthatd abra pedig a
mintdk elkiiloniiléséért/hasonlosagaért felelds spektralis informaciot jeleniti
meg. A modszer hasznalatdhoz célszeri az NMR spektrumokat 0,04 ppm széles
szegmensekre bontani, és a viz, a TSP, valamint a karbamid jeleit eltavolitani.
Roppélyaelemzésnél a  kilonbozé  doziscsoportokhoz és  kiilonb6zo
id6épontokhoz tartozd mintak atlagértékét dbrazoljuk.



3.3. Klaszteranalizisen alapul6 Statisztikai Spektroszkopia (CLASSY)

A CLASSY Kétféle csoportelemzé  algoritmus (DemixC és HCA)
kombinalasaval egyrészt azonositja a szerkezeti okokbdl korrelalt spektralis
cstcsok csoportjait, masrészt klaszterezi azokat a kismolekulakat, melyek
koncentraciovaltozasanak id6beli lefolydsa hasonlosdgot mutat, és ezért
vélhetéen azonos biokémiai/élettani folyamatokhoz kétheté a mennyiségi
valtozasuk a mintakban. A klaszterezett korrelaciok abrajanak diagonalisaban
1év6 blokkok egy-egy adott kismolekula NMR cslcsai, igy a blokkokhoz
tartoz6 kémiai eltolddas értékek megkonnyitik a cslcsok asszignaciojat. A
csoportba rendez6dés kovetkezd szintje a biokémiai/élettani kapcsolatokat
mutatja. A ddziscsoportok “heat map” é&brdinak vizszintes sorai az allatok
mintainak NMR spektrumai idépontok szerinti bontdsban, a fliggbleges
oszlopok azonban megfelelnek a klaszterezett korrelaciok abra oszlopainak,
tehat a kismolekuldk jelei nem a kémiai eltolodas skalan 1évé pozicidjukban,
hanem a csoportelemzésnek megfelelé helylikon jelennek meg. Az &brékon
logaritmikus 1éptéka szinskala jeloli, hogy a kontrollhoz képest a jelintenzités
az adott spektrumban nétt, vagy csokkent.

4. Eredmények, kovetkeztetések
4.1. L-argininnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kis dozissal kezelt allatok csoportja a valaszadas eréssége szempontjabol
egységesnek mutatkozott mind a szdvettani és klinikai kémiai, mind a
metabonomikai vizsgalatok alapjan. A nagy dozissal kezelt allatok koziil kettd
24 o6raval az injekcid beadasa utan elpusztult (6ket erds vdlaszadoknak
tekintettem), mig harom kisérleti allat meglepd rezisztenciat mutatott az
arginin-toxicitassal szemben (gyenge valaszadok csoportja). A fenti csoportok
klinikai kémiai adatait és szérum valamint vizelet spektrumait a statisztikai
elemzéskor kildn vizsgdltam a normal valaszadok (n=15) csoportjatdl. Az
eredmeények ismertetésénél a tovabbiakban a nagy dozissal kezelt HD csoport
alatt csak a normal valaszadokat értem.

Szdvettan. A kis dozissal kezelt allatok maj-, vese- és hasnyalmirigy-
szoveteinek sejtes szerkezete minden vizsgalt idopontban normalis volt. A nagy
dozissal kezelt allatok hasnyalmirigy szOveteiben a 48. drdban a zimogén
granulumok szdmanak jelentds/sulyos csokkenését és kdzepes/jelentdés mértékii
acinaris atrofiat, intersticidlis 6démat, és gyulladast lehetett megfigyelni. 168
6raval az injekcid beadasa utdn a zimogén granulumok majdnem teljes hidnya
és sulyos atrofia volt jellemzé a szovetekre, ugyanakkor regeneralodasra utald
morfologiai jegyeket is lehetett latni.



Klinikai kémiai mérések és stlyadatok. A nagy doézissal kezelt csoportban
a szoveti 6démanak koszonhetéen a 48 oOra utdn elaltatott allatokban a
pankreasz és az agy sulyanak aranya a kontrollhoz képest magas volt, mig a
168 dra utan elaltatott allatoknal 61%-0s cstkkenést lehetett megfigyelni, mely
a jelentds szoveti atrofia kovetkezménye. Az arginin-hidroklorid s6 beadasa
dozisfiiggé metabolikus acidézis kialakuldsahoz vezetett, a vizelet pH-ja
legalacsonyabb értékét (pH=5.5-6.0) a HD csoport 24-48 h mintaiban érte el. A
HD csoport tovabbi jellemzdi koziil a legfontosabbak: a) fokozott fehérje Urités
a vizeletbe 24 ¢és 48 oranal, ami a kontroll szint ala csokkent a késoi
idépontokban. b) emelkedett gliikoz koncentracié a vizeletben a 8-72 h
mintakban. c) emelkedett szérum amildz szint 24 6ranal, mely a 48. 6rara
regeneralddott. d) emelkedett szérum urea nitrogén (BUN) szint 24 6réaval az
injekcid beadasa utan, mely jol mutatja a nagy mennyiségi arginin kozvetlen
hatdsat az urea-ciklusra. A BUN a 48. 6rds szérummintikban visszatért a
normalis szintre, majd a 168. 6ras mintdkban a kontrollhoz képest csokkenést
mutatott. Ez ut6bbi a 168. dranal mért alacsony szérum fehérje tartalommal
egyltt az exokrin hasnyalmirigy csokkent mitk6déséb6l adodé elégtelen
fehérje-emésztés kovetkezménye lehet.

Metabonomikai elemzés. A vizeletmintdk kismolekula-0sszetételének
valtozasaban megfigyelhetd id6beli és korrelacios mintazat alapjan a patoldgias
folyamatot 6t f6 eseményre tudtam bontani (1. és 3. dbra). a) A keringésbe jut6
nagy mennyiségll argininre adott kdzvetlen valasz, melyet az urea-ciklus és a
transzaminalasi folyamatok gyorsuldsa jellemzett (pl. emelkedett arginin,
ornitin, citrullin , glutaminsav és glutamin szint). b) Az aminosav-lebontas
zavara, mely egyes aminosavak (pl. valin, leucin, izoleucin, alanin) vizeletbe
torténd kozvetlen iiritését eredményezte. ¢) Enyhe atmeneti endokrin toxicitas
(emelkedett glikoz és tejsav szint). d) Metabolikus aciddzis kialakuldsa
(jelentds csokkenés pl. citratkor-intermedierek esetében). e) A bélfléra
Osszetételének és miikodésének atmeneti valtozasa 24-72 h kozott (fenil-acetil-
glicin mennyiségének emelkedése, krezol-metabolitok megjelenése). Az
arginin vizelet-dsszetételt befolydsolé hatasa dozisfliggd volt, az LD csoportban
csak az a) és d) folyamatokhoz kothetd jegyeket lehetett latni, és az allatok a
24. oOréra regeneralddtak (1. abra). A gyenge valaszadok arginin tiritése id6ben
elhGzddott és a vizelet ornitin tartalma is ardnyaiban alacsonyabb volt, igy az
arginin toxicitassal szembeni rezisztenciajuk legvaldsziniibb oka az arginaz
enzim alacsony aktivitasa.

Az L-arginin ip. injekci6jan alapulé hasnyalmirigy-gyulladds modell
metabonomikai vizsgalata ravilagitott a médszer néhany nem, vagy kevéssé
ismert eldnyére €s hianyossagara. A COMET kisérlet alapjan az alkalmazott
dozishan az arginin-toxicitas valéban nem érint a hasnyalmirigyen kivil egyéb
szervet, ugyanakkor, mivel a modellanyag kdzponti szerepet jatszik szamos
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biokémiai folyamatban, korai hatasként szamolni kell azzal, hogy Kkiterjedt
zavar all elé alapvetd anyagcsere-Utvonalakon is. A kisérleti allatok relative
magas halalozasi aranyanak feltételezésiink szerint a kialakulé metabolikus
aciddzis az oka. A felsorolt hatrdnyok mellett potencialis elénye lehet az
arginin-modell alkalmazasanak, hogy a hatas kiterjed a bélflora miikodésére is,
igy annak megvaltozdsa, majd regeneralodasa az Allatkisérletben jol
vizsgalhato, és esetleg kdvetkeztetéseket enged levonni human esetekre.

14 12 -10 8 - -4 2 168 4 6
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1. dbra. Roppélyaelemzés abra az L-argininnel végzett kisérletben gyijtott
vizeletmintak spektrumai alapjan. A piros a kontroll, a zéld a kis dézissal kezelt
(LD), a kék a nagy dézissal kezelt (HD), normal valaszadé allatok atlagértékeit
és Utvonalat jeldli. A szamok a modellvegyiilet beadasahoz képest eltelt 6rakat
mutatjadk. A 8 h mintdk a HD és az LD csoportban ugyanabba az iranyba
mozdultak el, de az elmozdulds mértéke dozisfiiggd volt. Az LD mintak 24 éra
utan visszatértek a kiindulasi terlletre, tehat az allatok regeneralddtak. A HD
allatok mintai az alapvetd biokémiai funkcidkban, bélflora miikodésben, és
hasnyalmirigy funkcioban beall6 zavar kdvetkeztében Gjabb régidkat foglaltak
el a virtualis metabolikus térben. Roppalyajuk nyitott maradt, jelezve, hogy a
szervezetiik a kisérlet idétartama alatt nem nyerte vissza kiindulasi egyensulyat,
béar allapotuk stabilizalodott.



4.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-
gyulladas

Szdvettan. A nagy ddzissal kezelt allatok csoportjanal a hasnyalmirigy
szoveteken megfigyelheté elvaltozasok Osszhangban alltak az irodalomban
megtalalhat6 korabbi kisérletek eredményeivel. A 48 ¢randl elaltatott allatoknal
az acindris sejtek enyhe/kézepes mértékii difftiz atrofiajat és apoptdzisra utalé
jeleket lehetett latni. Emellett a zimogén granulumok szamanak
kdzepes/jelentés mértékit csokkenése, intersticialis 6déma, és enyhe szdveti
gyulladas volt jellemz6. Hasnyalmirigy enzimek felszabadulasa kovetkeztében
kialakuld szdveti nekrézist, 6nemésztést csak egyetlen allat mintaja mutatott, és
beadasa utan elaltatott patkdnyok mintéiban az acinaris sejtek sulyos difflz
atrofiajat, jelent6s mértékii/sulyos zimogén szemcse szam csokkenést és enyhe
fibrozist lehetett megfigyelni.

Klinikai kémiai mérések és sulyadatok. A HD csoport &llatainak atlagos
teststlya a kontroll &llatokéhoz képest 17%-kal maradt el a 48. 6raban, és 18%-
kal a 168. 6rdban. A pankreasz és az agy sulyanak aranya 81%-kal emelkedett
48 ora utén (intersticialis 6déma), és 63%-kal csokkent a 168. draban elaltatott
allatokban (atrofia). Megjegyzendd, hogy az utobbi csoport allatainak belei
kivétel nélkil puffadtak voltak és emeésztetlen taplalékot tartalmaztak. A HD
csoport tovabbi jellemz6i koziil a legfontosabbak: Enyhén savas vizelet az elsé
24 Gréban; emelkedett gliikdztartalom 8 6ranal, mely nagy egyéni szérast
mutatott és a 48. Orara regeneralddott (endokrin funkcidé atmeneti zavara);
kontrollnal magasabb szérum amilaz szint 24. 6ranal, mely azonban
statisztikailag nem szignifikans és bioldgiailag sem értelmezhetd.

Metabonomikai elemzés. A vizelet NMR spektrumainak STOCSY elemzése
alapjan a CHB, valamint egy 6 és két minor metabolitjdnak a jeleit tudtam
azonositani a mintakban. A kémiai eltol6das és a csatolasi mintazat alapjan a f6
metabolit egy N-acetil-ciszteinnel konjugalt telitett szarmazék (2. abra).

A nagy dozissal kezelt allatok jelentds mértékii sulyvesztése miatt ebben a
kisérletben szdmolni kellett azzal, hogy a kismolekula-0sszetétel véltozasa
részben az injekcidt kovetd kezdeti étvagytalansag, majd az elégtelen emésztés
kévetkezménye lehet. A citratkdr-intermedierek, a transz-akonitsav és az N-
metil-nikotinsav szintjében megfigyelhetd csokkenés ezért nem tekinthet6k
specifikus markereknek. A hatdsmechanizmus megértése szempontjabol
ugyanakkor jelentésége lehet a 2’-dezoxicitidin korai idépontokban (8 h és 24
h) mindkét déziscsoportban lathatd konzisztens emelkedésének.
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2. 4bra. A nagy dozissal kezelt &llatok (n=10) 8. oraban gyljtott
vizeletmintainak '"H NMR spektrumai alapjan készilt 1D STOCSY abrék.
Modelltoxin: CHB. A) Kiindul&si csics az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén (CHB)
jele 6=5,32 (*) B) Kiindulési csucs a telitett CHB szarmazék N-acetil-cisztein
konjugatuménak jele 6=2,07 (*)



4.3. Klaszteranalizisen alapulé Statisztikai Spektroszkopia (CLASSY)
fejlesztése és validalasa

A CLASSY-mbdszer az eredmények megbizhatésaganak megtartasa mellett
noveli a spektrlis adatok statisztikai elemzésének ateresztéképességét és
csokkenti az interpretalasara forditandé id6t és energiat. A validalas soran
megbizonyosodtunk arrdl, hogy mas modszereknél gyorsabban teszi lehetévé a
kisérlet szempontjab6l fontos, valtozasokat mutatd kismolekulak korének
kémiai szerkezetek megallapitasdhoz is. A kiilonboz6 szinteken korrelalt jelek
csoportositasa Gtjan kdnnyebbé valik a kismolekuldk bonyolult biokémiai,
élettani  kapcsolatainak felderitése. A kvantitativ spektralis informécio
megjelenitésével gyorsan, atfogd képet lehet formalni a kisérletrdl:
ellen6rizhetd a kontroll csoport megbizhatdsaga, a folyamatok doézisfliiggése, a
kismolekuldk mintabeli szintjének idébeli valtozasai pedig jol kdvethetd
formaban, szemléletesen tarulnak az elemz0 szeme elé. A grafikus megjelenités
segiti az egyedi valaszadok azonositasat és azoknak az alcsoportoknak az
elkiilonitését, ahol a valaszadas mértékében vagy id6beli lefolydsaban vannak
eltérések.

A jelek azonositasa utdn a CLASSY abrak értelmezése nem igényel jartassagot
sem az NMR spektroszkopia, sem a tobbvaltozds adatelemzés teriletén, igy az
eredményeknek ez a megjelenitési formaja alkalmas arra, hogy segitségével a
kutatok mind szélesebb korét vonjuk be metabonomikai vizsgalatokba, és azt is
lehet6vé teszi, hogy a kiilonbdzd teriiletek szakértdi minden elézetes képzés
nélkiill kozvetleniil, rutinszeriien hasznaljanak fel metabonomikai mérésekbdl
szarmaz6 informaciot a mindennapi munkajukban.
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3. 4bra. CLASSY a&brak az argininnel végzett kisérlet vizeletmintainak 'H
NMR spektrumai alapjan. A fels6 a HD csoport “heat map” abraja, mely a
mintdk metabolitkoncentracid-valtozasainak id6beliségét mutatja a kontrollhoz
képest. Az alsé a klaszterezett korrel&cidk &braja, ahol a szerkezetileg korrelalt
jelek csoportjai és a biokémiai/élettani okokbol korreldlt kismolekulak
klaszterei jelennek meg. Jelmagyarazat: Arg, arginin; Orn, ornitin; Lys, lizin;
Lakt., tejsav; Val, valin; Leu; leucin; lle, izoleucin; Ala, alanin; Gln, glutamin;
Hippur., hippursav; Citr., citromsav; NMNA, N-metil-nikotinsav; tAc, transz-
akonitsav; OG, 2-oxoglutarsav, Fum., fumarsav; Szukc., borostyankésav; 2AA,
2-amino-adipinsav; 4CG, 4-krezol-glikuronid; 4CS, 4-krezol-szulfat; PAG,
fenil-acetil-glicin.
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