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1. 5-Fluorouracil (5-FU)

5-FU je derivat pyrimidinu a je Fazen do indikacni skupiny cytostatik. Po
metabolické transformaci inhibuje syntézu DNA, protoZze blokuje methylaci kyseliny
deoxyuridilové na kyselinu thymidylovou. Inhibuje i syntézu RNA, protoZe zpusobuje
inkorporaci  5-fluoro-deoxyuridylmonofosfatu jako faleSného prekurzoru do RNA.
Pusobi specificky na bunéény cyklus v S-fazi. Maximalni uc¢innost je pozorovéana ve
tkanich s rychlou proliferaci (napf. kostni drer). Pouziva se pro lécbu raznych
karcinomu, napfiklad tlustého stfeva, kGize, hlavy a krku.

Na trhu je k dispozici pfes 40 let a byl vyvinut na zakladé pozorovani chovani
maligni a nemaligni tkané. Maligni tkdn zuZitkovava uracil a tudiZ i jeho derivaty ve
vétSi mife nez tkan nemaligni. Jako analog uracilu slouzi 5-FU jako substrat pro stejné
transportni procesy zahrnujici stejné enzymy metabolickych drah. K projeveni
cytotoxicity vyZzaduje, aby bufka, do niZz vstupuje predevsim usnadnénym
nukleosidovym transportnim systém, byla metabolicky aktivni.

5-FU je soucasti anabolickych i katabolickych procesu. Cytotoxicka aktivita
zalezi na anabolismu 5-FU do nukleotidu, kde inhibuje aktivitu thymidylat synthasy,
nebo se inkorporuje do RNA nebo DNA. Enzymem dihydropyrimidin dehydrogenasou
je inaktivovdn na dihydrofluorouracil. Degradace probiha pomoci katabolickych
procesu.

5-FU je reversibilné za katalyzy thymidylat fosforylasou pfeménén na 5-fluoro-
2 -deoxyuridin. Ten je poté fosforylovan na 5 uhliku deoxyribosového kruhu za vzniku
5-fluoro-2"-deoxyuridin-5-monofosfatu  (FAUMP), ktery inhibuje enzym thymidylat
synthasu (dulezita pfi DNA replikaci) a brani vzniku thymidinmonofosfatu. Mezi
enzymem thymidylat synthasou, FAUMP a redukovanym folatovym kofaktorem vznika
ternarni  komplex, ktery je reverzibilni. Stabilita tohoto komplexu je dana
vhitrobuné&nym obsahem 5,10-methylentetrahydrofolatu. Zlep3eni cytotoxicity 5-FU je
reprezentovano expanzi redukovaného folatu a 5-formyltetrahydrofolatu. Dlsledkem
inhibice thymidilat synhtasy je inhibice DNA syntézy jako nasledek vy€erpani thymidin-
5-monofosfatu a thymidin-5"-trifosfatu nebo po inkorporaci 2"-deoxyuridin-5"-trifosfatu
do vznikajici DNA. Genotoxicky stres, ktery je vyvolan inhibici thymidylat synthasy,
muze vyvolat programovanou bunéénou smrt.

5-FU je také inkorporovan jak do nuklearni RNA tak do cytoplasmatické.
Cytotoxicita je zavisla na rozsahu inkorporace 5-FU do RNA. Mlze dojit k inhibici
konverze vysokomolekuldrni jaderné RNA na nizkomolekularni mRNA, Kk inhibici

polyadenylace RNA se snizenou mRNA stabilitou a k zméné sekundéarni struktury
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RNA. Inhibice RNA syntézy nebo zména kvality RNA je zavisla na koncentraci 5-FU,
ale také na dobé expozice. Zména v RNA vede ke kvalitativnim i kvantitavnim zménam
v syntézach proteind. To opét miZze vést k apoptdze.

Pfispévek cytotoxického vlivu na RNA nebo na DNA je ovlivnén intracelularnim
metabolismem burky, ktery je jiny u naddorové bunky, nez u zdravé burnky. Nékteré
latky mohou ucinnost 5-FU ovliviovat. Jedna se napfiklad o methotrexat, cisplatinu
nebo radiacni zafeni, které cytotoxitu zvysuji (Grem, 2000).

Clearance je Fizena aktivitou cytosolového enzymu dihydropyrimidin
dehydrogenasy, ktery katalyzuje reakci pfemény 5-fluorouracilu a dihydrofluorouracil.
5-FU je latka, ktera je velmi rychle metabolicky eliminovana a v plazmé je nejvétsi
mnozZstvi detekovdno mezi 5-15 minutami. Poté koncentrace v plazmé klesa. Jde o
tzv. nelinearni eliminaéni kinetiku.

Toxicita 5-FU je detekovana v primarné rychle proliferujicich tkanich. VétSinou
se tyk& gastrointestinalniho traktu, kde jsou nezadouci UCinky popisovany zanéty
travici trubice doprovazené prujmy, zvracenim a nauzeou. V krevnim obraze se toxicita
projevuje granulocytopenii, trombocytopenii a megaloblastickou anémii. Dale se muze
jednat o nezadouci UCinky projevujici se na kazi (napf. vyradzka, fotosenzitivita), zanéty
spojivek, poruchami nervového systému, srdecnimi arytmiemi a bolestmi na hrudi.
NejvétSimi komplikacemi pfi |éCbé trpi Zeny a starSi osoby v dusledku jiné aktivity
enzymu dihydropyrimidin dehydrogenasy (Grem, 2000; Kun, 2001).
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2. Fibroblasty

Fibroblasty jsou z&akladni bunky vazivové tkan&, jsou primarné
nespecializované, odvozené od mezenchymu, syntetizuji mnoho latek (extracelularni
matrix, glykoproteidy, atd.), sekretuji cytokiny a organizuji molekuly fibréznich proteinG
— kolagenu a elastinu. Maji protahly, vietenovity az hvézdicovity tvar s ovalnym jadrem,
které obsahuje jedno az dvé jadérka.

Jejich vyznam spociva v procesech tkanové reparace. Jsou idealni pro
laboratorni Uc€ely, protoZze maji dobfe definovany metabolom, jsou jednoduché,
muzeme predpovidat jejich chovani, dobfe rostou a hlavné se jedna o lidsky model
(Pracharova, 2009).
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3. Metabolom, metabolomika

3.1. Uvod

Metabolomika se zabyva identifikaci a kvantifikaci vSech metabolitll v bufice za
danych podminek. Vroce 2002 formuloval Fiehn prvni definici, podle které je
metabolomika v3eobecnym a pfesnym védnim oborem, vyuzZivajicim analytické
nastroje ke studiu metabolitd urcitého biologického systému a statistické nastroje
k vyhodnoceni ziskanych vysledk.

Metabolom je definovdn jako kvalitativni a kvantitativni soubor vSech
metabolitd, které se nachazeji v burice a odrazi fyziologicky stav této buriky, protoZze se
Ucastni metabolickych reakci. Je nezbytny pro udrZovani aktivity, rast a normalni
fungovani buriky. Spolu s dalSimi védnimi disciplinami (genomika, transkriptomika a
proteomika) napomaha k porozuméni bunécné funkce. Metabolom hraje ddleZitou roli
pfi kontrole buné&nych funkci a pfi regulaci metabolismu. Je reprezentovan mnoha
skupinami latek, které se liSi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. RozliSujeme
endometabolom (Uplny soubor intracelularnich metabolitd) a exometabolom (soubor
metabolitd vyluCovanych do rdstového média nebo extracelularni tekutiny).
Charakteristika téchto dvou pojmu je dulezita, protoZze exometabolom ma ¢asto velmi
odliSnou fyziologickou ulohu nez endometabolom. Velikost metabolomu je u rdznych
biologickych systému velmi rozmanita a zavisi na konkrétnich vlastnostech organismu.

Metabolomicky vyzkum pouziva nékolik hlavnich pfistupl — pfimou analyzu,
metabolické profilovani, metabolicky fingerprinting a footprinting a metabonomiku.
Studiem pfimého vlivu hlavnich efektd na genetické zmény se zabyva pfima analyza
(Pracharova, 2009).

Pfima analyza studuje pfimy vliv hlavnich efektd na nékolik malo metabolitd,
které souviseji se specifickou metabolickou reakci.

Metabolické profilovani je zaméfeno na analyzu daného a predem
definovaného souboru metabolitl, napfiklad aminokyselin, nebo na cilenou specifikaci
vybranych latek napf. biomarkerd onemocnéni, toxickych agens nebo substratd a
produktd enzymovych reakci. Ve farmacii se pouZiva k pozorovani katabolismu 1€kl a
drog.

Metatabolicky fingerprinting srovnava vzory — ,fingerprinty” latek, které se méni
pfi vyskytu nemoci, ¢i jako odezva na expozici toxint nebo vlivem dalSich zmén.

Metabolicky footprinting se zabyva analyzou pouze extracelularnich metabolitt
prostfednictvim stanoveni urcitych metabolitdl nebo spekter, které neposkytuji informaci

o uréitém metabolitu.
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Metabonomika hodnoti zmény hladiny endogennich metabolitd analyzou tkani a
tekutin a uplatriuje se pfi studiu vlivu IéCiv na organismus.

Oproti jinym -omickym védam ma metabolomika mnoho vyhod. JelikoZ je pocet
metabolitd v burice mensi nez pocCet genlt (popf. proteind), je snazsi ziskat cely
metabolom v rozsahlych analyzach. Koncentrace metabolitd se muze ménit, i kdyz se
koncentrace enzymu a metabolicky tok v biochemickych reakcich neméni. Metabolom
je kone¢nym produktem genové exprese, ale zaroven odrazi i fenotyp. Je levnéjsi.

Metabolomické informace neslouZi jen pro hlub3i porozuméni metabolickym
draham a jejich odpovédi na zmény (napf. genetické), ale mimo jiné poskytuje nahled
na princip fenotypu v zavislosti na vyvoji, fyziologii, tkariové identité, atd. (Pilatov4,
2008; Wojtowicz, 2009).

3.2. Méreni metabolomickych dat

K vlastnimu méfeni metabolomu je pouZivana fada separac¢nich a detek&nich
technik, napfiklad plynova chromatografie (GC), kapalinova chromatografie (HPLC) a
kapilarni elektroforéza (CE), které se daji spojit s hmotnostni spektrometrickou detekci
(MS). Vzorky pro tuto bakalafskou praci byly méfeny metodou GC x GC-TOF MS
(dvojdimenzionalni plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrickou
detekci s praletovym analyzatorem).

Chromatografie je separa¢ni metoda, pfi niz se oddéluji slozky obsazené ve
vzorku, tzv. analyty. Vzorek je umistén na pocatek separacni kolony, nepohyblivé
stacionarni faze, a je unaSen mobilni fazi. RlGzné analyty jsou ke stacionarni fazi
poutany rlznymi silami. Slozky, které nejsou ke stacionarni fazi poutany viabec nebo
minimalnimi silami jsou mobilni fazi unaseny rychleji, eluuji se z kolony dfive a jsou
drive detekovany, maji kratSi retencni ¢as (€as mezi nastfikem vzorku na kolonu a jeji
detekci) (Klouda, 2003).

V pfipadé plynové chromatografie je vzorek zplynén v davkovacim prostoru
(inlet) a poté je davkovan do proudu nosného plynu. Jako nosné plyny se nejcastégji
pouzivaji argon, dusik, vodik nebo helium. Analyty se rozdéluji mezi stacionarni a
mobilni fazi na zakladé rozdill v t€kavosti a struktufe latek. Jako stacionarni faze se
pouZzivaji rizné alifatické uhlovodiky a polymery na bazi dimethylsiloxanu (nepolarni
stacionarni f4ze) nebo ethylenglykolu (polarni stacionarni faze). DalSi moZnosti jsou
smésné faze, které v3ak slouzi spiSe pro specialni ucely (Wojtowicz, 2009).

Plynovy chromatograf (viz obr. 1) se sklada ze zdroje nosného plynu,
davkovace vzorku, kolony a detektoru, na ktery navazuje vyhodnocovaci zafizeni.

Déavkovac vzorku, kolony a detektor jsou termostatovany.

-13-



zdroj nosného  davkovat vzorku vystup plynu do atmosféry
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\ N\
kolona detektor
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Obr. 1 Schéma plynového chromatografu, pfevzato a upraveno z (Klouda, 2003)

Jako zdroj nosného plynu slouzi tlakova lahev s nékterym z permanentnich
plynd. Na zdroj nosného plynu byva pfipojeno Cistici zafizeni, které zbavuje nosny plyn
vlhkosti a necistot. Nasleduje regulacni systém, ktery zajiStuje potfebny tlak nosného
plynu.

S pomoci davkovace je vzorek zavadén do proudu nosného plynu. Nastfik
vzorku se provadi mikrostfikackou nékolika metodami: nastfik na kolonu — on column
(objem vzorku je vrozmezi 1-10 ul), nastfik pomoci délice toku pro malé objemy
vzorku (split, pfiblizné 0,1-2 ul) a nastfik bez délie toku pro vétSi objemy vzorku
(splitless, pfiblizné 0,5-5 ul).

Kolony se pouZivaji dvojiho typu:

¢ Kolony naplhové jsou naplnéné adsorbenty (silikagel, grafitizovany uhlik, oxid
hlinity) nebo molekulovymi sity (hlinitokfemicitany). Nosi¢e (napf. oxid kfemicity)
jsou pokryty kapalnou fazi. Jsou to trubice vyrobené z oceli nebo skla o
priméru 2 az 3 mm a délce 1 az 3 metry.

* Kapilarni kolony jsou vyrabény z taveného kiemene a pokryty polyimidovou
vrstvou, kter& ma ochrannou funkci. Stacionarni faze je navazana pfimo na
vnitfni sténu kapilary, ktera ma pramér 0,1 az 0,6 mm a délku 15-60 m. Podle
uloZeni stacionarni faze rozliSujeme kolony WCOT (kapalna stacionarni faze
tvofi tenky film na vnitfni sténé kapilary), SCOT (na vnitini sténé kapilary je
vrstva nosi¢e s navazanou kapalnou fazi) a PLOT (na vnitini sténé kapilary se
nachazi jako adsorbenty pérovité materialy).

Plyn vychazejici z kolony je transportovdn k detektoru, kde jsou analyty
detekovany na zakladé vysilaného signalu v zavislosti na ¢ase. Detektory musi mit
dostate€nou citlivost a selektivitu pro stanovované analyty. Detektory délime na

univerzalni a selektivni. Mezi univerzalni patfi tepelné vodivostni detektor a plamenové
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ioniza¢ni detektor. Mezi selektivni patfi detektor elektronového zachytu (Klouda, 2003;
Opekar. et al., 2003; Wojtowicz, 2009).

Hmotnostni spektrometrie je zaloZena na principu ionizace a rozstépeni molekul
analyzovanych latek na soubor fragmentd, které se liSi pomérem hmotnost/naboj (m/z).
Pfi ionizaci latky XY (viz obr. 2) vznika molekulovy ion (XY®), ktery mtze dle mnoZstvi

dodané energie, dale fragmentovat (X*, Y*).

XY*+ 2e"

/

XY+e = > X'+ Y + 2e-

X + Y+ 2e-

Obr. 2 lonizace XY, pfevzato a upraveno z (Opekar. et al., 2003)

Hmotnostni spektrometr se sklddd =z iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru.

V pfipadé spojeni GC/MS (plynova chromatografie jako separa¢ni technika a
MS jako detektor) vzorek v podobé& par vstupuje do iontového zdroje, kde je
bombardovan elektrony. Soucasti iontového zdroje je i akcelera¢ni komora, kde jsou
vzniklé ionty urychlovany do analyzatoru. Jako hmotnostni analyzatory jsou pouzivany
kvadrupdlovy analyzator, kvadrupdlova iontova past, pruletovy analyzator. lontovy
zdroj i analyzator se nach&zi v evakuovaném prostoru, aby nedochézelo k nezadoucim
srdzkam iontd. Hmotnostni spektrum se zobrazuje jako zavislost relativniho zastoupeni
fragmentd na poméru m/z. V pfipadé tvrdych ionizacnich technik (je dodan nadbytek
energie) doch&zi k bohaté fragmentaci a vznikla MS spektra jsou pro danou latku
charakteristicka.

Spojenim GC a MS vznika velmi a¢inny pFistroj pro identifikaci i kvantitativni

stanoveni nejraznéjSich analytd (Wojtowicz, 2009).

3.3.  Zpracovani metabolomickych dat

Po sbéru dat nasleduje jejich Uprava, vyhodnoceni a interpretace. Celkovym
zpracovanim vysledkd se zabyva bioinformatika, kterd vyuziva rdznych softwarovych
programu, informacnich databazi a nejriznéjSich statistickych metod (Wojtowicz,
2009).

V prvni fazi, tzv. pre-processing, dochazi k dekonvoluci dat (rozdéleni
prekryvajicich se pikud), uréeni jednotlivych sloucenin vzorku (kvalitativni analyza) a
jejich relativniho zastoupeni (kvantitativni analyza). Cilem této faze je ziskat tabulku

dat n x p (n je pocet objektl = pocet vzork(, p je po¢et proménnych, napf. metabolitd).
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Vyhodnoceni vysledkd provadime pfedevsSim pomoci statistickych metod. Ty
jsou uréeny jak pro na analyzu jednorozmérnych dat, tak pro analyzu
mnohorozmérnych dat (Goodacre et al., 2007).

S analyzou jednorozmérnych dat se pfi vyhodnocovani a zpracovani
metabolomickych dat téméF nesetkdvame, protoZze metabolomické experimenty
poskytuji mnohorozmérna data. Ale i tak je mozZzné jednorozmérnou analyzu pouZit
k hodnoceni jednotlivych metabolitl, jejichz hodnoty se mezi rlznymi skupinami
vyznamné méni. K tomu se pouZivaji napfiklad testy shodnosti.

Jelikoz metabolomicka data jsou zpravidla mnohorozmérna, je k jejich
vyhodnoceni pouzivana mnohorozmérna analyza. Ta vychazi z tabulky dat n x p.
Z duvodu velkého mnoZzstvi vstupnich proménnych je nezbytné extrahovat zakladni
informaci v datech obsaZenou. Ke sniZzeni rozmérnosti dat slouzi napf. metoda
hlavnich komponent, shlukova analyza nebo korela¢ni analyza. V metabolomice se
navic setkdvame s problémem, kdy mnozstvi naméfenych proménnych je vétsi nez
pocet vliastnich méfeni, napfiklad z divodd nedostate€ného mnoZzstvi vzorku a hlavné

se vétSina metabolith v zavislosti na ¢ase pfeménuje (Johnson & Wichern, 2007).
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4. Pouzité statistické nastroje

4.3. Shlukovéa analyza

Shlukova analyza je metoda zabyvajici se podobnosti vicerozmérnych objekt,
které klasifikuje do shluku, pravé na zakladé jejich podobnosti. VyuZivame ji zejména
tam, kde se mnoZina objektl sama o sobé rozpada do tfid, tj. objekty se pfirozené
seskupuji do shlukd. Cilem je, aby si objekty uvnitf shluku byly co nejvice podobné a
objekty zraznych shluki co nejvice rozdilné. Shlukova analyza byla primarné
vytvofena a vyvinuta pro Ucely biologie k porovnavani rozdild mezi organismy a
posléze se jeji vyuziti rozSifilo i na chemii, molekularni biologii a biochemii.

Z&kladem je datova matice n x p (n je pocet objektd, p je poCet proménnych).
Pro hodnoceni vzdalenosti ¢i podobnosti objektd se pouziva vypocet pfislusSnych mér
pro vSechny pary objektd, kdy vznika symetrické ¢tvercova matice typu n x n. V matici
mér vzdalenosti jsou na diagonale nuly, v matici mér podobnosti jsou na diagonale
jednicky. K ur€eni vzdalenosti ¢i podobnosti objektl (proménnych) vyuzivame:

e Hemmingova vzdalenost (Manhattan, viz obr. 3) se pocitd jako soucet

absolutnich hodnot rozdild slozek vektord mezi i-tym a i'-tym objektem:

p
D, (X,%.) = Z‘x” - xi,j‘, Xi = (Xity «ves Xip)y X = (Xi1y ovvy Xip)-
j=1

Obr. 3 Hemmingova vzdalenost, pfevzato a upraveno z (Hebék et al., 2007)

* Euklidovska vzdalenost (viz obr. 4). Obdobné jako u Hemmingovy vzdalenosti i
zde plati, Ze ¢im menSsi je jeji hodnota, tim vice jsou si proménné (objekty)

podobné. Pocitd se jako druhad odmocnina ze souctu Ctvercu rozdild slozek

p
vektord mezi i-tym a i’-tym objektem: Dg (X ,X;) = Z(xij = X | )2 .
j=1
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Obr. 4 Euklidovska vzdalenost, pfevzato a upraveno z (Hebék et al., 2007)

* Mahalanobisova vzdalenost je podobnd euklidovske, ale respektuje rozdilnost
ve variabilité a korelaci proménnych jednotlivych objektt, jinak fe¢eno, pfihlizi
ke kovarian¢ni struktufe datového souboru. Tato vzdalenost by neméla byt

pouzita v téch pfipadech, kdy je pocet proménnych vétSi nez pocet objektl.

Dy, (%, %) =\/(xij - %) BT x —x) ... matice S predstavuje variancni

matici datového souboru (Hebék et al., 2007).

VSechny miry jsou zavislé na pouzitych méficich jednotkach. Pro uUpravu
naméfenych proménnych se €asto vyuzivd vhodné transformace, napf. mocninné
transformace, cIr (centred log-ratio) transformace, normalizacni transformace,
symetrizujici transformace, atd.

Postupy zpusobu shlukovani mizeme délit na hierarchické a nehierarchické.
Hierarchické postupy dale délime na aglomerativni a divizni.

Nehierarchické metody rozkladaji vychozi mnoZzinu objektd do nékolika
podmnoZzin, které se dale méni. Cilem je dosahnout optimalni hodnoty kritéria kvality
rozkladu specifického pro danou metodu (matice vnitroskupinové, meziskupinové a
celkové variability).

U hierarchickych metod dochazi k postupnému spojovani objektd do vétSich
shlukd. VZdy se nejprve vypocita zakladni matice vzdalenosti mezi objekty. Vysledky
zaznamenavame graficky v podobé& stromového diagramu, ktery nazyvame
dendrogram. Na vertikalni ose je stupnice pro hladiny spojovani a dole zacina strom n
vétvemi, z nichZ dvé v kazdém kroku spojime v bodé, ktery odpovida pfisludné hladiné
spojeni (viz obr. 5). V tomto dendogramu jsou patrné dva shluky, z nichZz kazdy se déli
na podshluky. Prvni shluk je tvofen podshlukem objektu ,a“ a ,d“ a dale objektem ,f
stim, Ze objekty ,a“ a ,d“ jsou si podobné, ale vramci shluku jsou nepodobné
s objektem ,f“. Ale pfi hodnoceni celého dendrogramu, jsou si tyto tfi objekty podobné.
Druhy shluk je tvofen dvéma podshluky. Objekty ,e“, ,b*“ a ,g“ tvofi prvni podshluk a
jsou si podobné, ale zéroven jsou v rdmci shluku nepodobné s objekty ,c* a ,h“, které

tvofi druhy podshluk.

-18 -



Helgnl

3 T
S L

a d

Obr. 5 Dendrogram

U aglomerativnich metod je pfed zahajenim shlukovani pocet shlukd roven
poc¢tu objektl (proménnych). Proces shlukovani zacina nalezenim a spojenim dvou
objektd, u nichz je vzdalenost minimalni (shlukovani na zakladé podobnosti), do
prvniho shluku. Poté se matice vzdalenosti mezi objekty pfepocita stim, Ze objekty
z prvniho shluku jsou vynechany a shluk je zafazen jako celek. Tim dojde ke snizeni
fadu matice vzdalenosti o jedni¢ku. Postup opakujeme do té doby, nez zlstane
pfedem dany pocet shluki nebo dokud nevznikne shluk jeden. U divizniho shlukovani
vychazime z jednoho shluku a v kazdém kroku je jeden ze shlukd rozStépen na dva na
zakladé co nejvétSich vzdalenosti (nepodobnosti) mezi shluky. Postupnym délenim
skoncime az u jednotlivych objektd.

U aglomerativnich postupt pouzivame nékolik metod shlukovani:

~ w7

* Metoda single linkage (metoda nejblizSiho souseda, viz obr. 6) shlukuje
jednotlivé subjekty podle vzdalenosti mezi nejbliz8imi ¢leny. Pojem nejblizsi
¢len poukazuje na nejmenSi vzdalenost ¢lenl nebo nejvétsi podobnost mezi
nimi. Neumi rozeznat slabé separované shluky, ale umi detekovat i shluky,
které maji neelipsovity tvar. V pfipadé této metody muze dojit k fetézeni
objektd, a tudiz se v jednom shluku mohou objevit i objekty znacné vzdalené,
pokud mezi nimi dalSi objekty vytvofi jakysi most.

* Metodou complete linkage (metoda nejvzdalené&jSiho souseda, viz obr. 6) jsou

objekty shlukovany na zékladé jejich maximalni vzdalenosti. V kazdém kroku je
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vzdalenost (nepodobnost) mezi shluky je uréovana vzdalenosti (nepodobnosti)
mezi dvéma nejvzdalenégjSimi objekty, pfiemz je kazdy zjiného shluku. Je
jednou z nejc¢astéji uzivanych metod shlukovani.

PFi pouZziti metody average linkage (metoda prumérova, viz obr. 6) pocitame
vzdalenost mezi dvéma shluky jako primér vzdalenosti mezi vSemi cleny
z danych dvou shlukd. Shluky s nejmensi prGmérnou vzdalenosti vSech svych
objektu jsou si nejblizsi.

x

souseda

A Metoda
nejvzdalenéjsiho
X souseda
SR
Q

Metoda
primérova

Obr. 6 Metody shlukovani, pfevzato a upraveno z (Johnson & Wichern, 2007)

Wardova metoda pouziva jako kritérium pro spojovani shlukd pfirastek
celkového vnitroskupinového souctu ¢étverct odchylek pozorovani od odhadu
stfedni hodnoty datového souboru. Ma tendenci odstrafiovat malé shluky a

vytvaret shluky pfiblizné stejné velikosti.

Centroidni metoda vyjadfuje vzdalenost shluk( jako euklidovskou vzdalenost
jejich tézist.

Metoda medidnova je ,vylepSend“ centroidni metoda, protoZze odstranuje
rozdilné ,vahy", které centroidni metoda pfiklada rizné velkym shlukim (Hebak
et al., 2007; Meloun & Militky, 2002)

Pomoci hierarchického shlukovani muzeme zkoumat podobnost objektu

(pomoci dendrogramu objektd) nebo také proménnych (dendrogram proménnych).

Dendrogram proménnych odhaluje skupiny proménnych, které jsou si podobné a silné

spolu souvisi (koreluji). Ty jsou ve spole¢ném shluku, jsou tudiz navzijem

nahraditelné. Mira vérohodnosti dendrogramu je dana kofenetickym korelaénim

koeficientem. Jednd se o Pearsonlv korelacni koeficient mezi skuteénou a

pfedpokladanou vzdalenosti. DalSim vérohodnostnim kritériem je kritérium delta.

Mezi nejznaméjSi nehierarchické metody patfi shlukovani metodou nejblizSich

stfedd (k-means). Tuto metodu pouzivame pfi vytvafeni malého poctu shluka z velkého
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poctu objektd. Metoda rozdéluje n objektl o p proménnych do k shlukd, jejichz pocet je
pfedem dané a soucet Ctvercd mezi shluky musi byt minimalizovan. Po€et moznych
usporadani je obrovsky, optimum je vétSinou nalezeno na lokalni drovni. Rozklad je
zlepSovan pfesouvanim objektd mezi shluky, dokud se nesnizi hodnota stopy matice
vhitroskupinové variability.

Na konci této kapitoly zmifime téz fuzzy shlukovani, kdy miZze byt jeden objekt
soucasti vice shlukl. Jednotlivym objektim u kazdého shluku je pfifazena pFisluSnost
v intervalu <0;1>, soucet dosaZzenych hodnot se u kazdého objektu musi rovnat jedné.
Nula pfitom znamend, Ze objekt nendlezi danému shluku a jedniCka znamena
jednoznacné pfifazeni k danému shluku (Hebak et al., 2007; Meloun & Militsky, 2002;
Johnson & Wichern, 2007; Metody shlukové analyzy)

4.4. Analyza hlavnich komponent (Principal Componen  t Analysis,
PCA)

Nékteré analytické metody vedou k datové tabulce svelkym mnozstvim
proménnych, které jsou pro interpretaci nepfehledné, proto je zapotfebi je nahradit
menSim poctem jinych proménnych aniz by doSlo k vyznamné ztraté paGvodni
informace, ktera je reprezentovana rozptyly (variabilitou) pUvodnich proménnych.
K redukci vicerozmérnych dat byla vytvofena metoda hlavnich komponent, ktera se
snazi o nalezeni skrytych veli€in, tzv. hlavnich komponent, které jsou pfimo
neméfitelna a jsou linearnimi kombinacemi pavodnich proménnych. Nové proménné
musi co nejlépe reprezentovat variabilitu proménnych plvodnich., jde pfitom o to, aby
jiz nékolik malo hlavnich komponent vysvétlilo vétSinu variability pdvodniho datového
souboru. Metoda hlavnich komponent muze byt pouzivana jako samostatna statisticka
metoda nebo jako pomocnik pfi tfidéni dat pro jinou statistickou metodu (napf. regresni
analyza, shlukova analyza).

Data ztabulky sp proménnymi mohou byt zobrazena v p-dimenzionalnim
prostoru a, jak jiz bylo zminéno, analyza hlavnich komponent tuto dimenzionalitu
redukuje. OvSem musime predpokladat, Ze touto redukci se ztrati i ¢ast vstupni
informace, proto musi byt provedena spravné a logickym zpusobem, aby ztracena
informace byla co nejmensi.

V nasledujicim textu bude ukdzan postup konstrukce hlavnich komponent pro
data v roving, tedy reprezentovana souradnicemi x1 a x2 (viz obr. 7). Vysledkem budou
dvé hlavni komponenty, PC1 a PC2 (viz obr. 8 a 9), které vytvofi novy soufadnicovy
systém. Prvni hlavni komponenta, ktera je hlavni nositelkou puvodni informace, je
vytvofena ortogonalni projekci bodd z roviny do pfimky. Ta vede smérem nejvétsi

zmény (variability) v datech, protoZze PCA predpoklada, Ze nejvétsi informace je skryta
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pravé v co nejvétSi zméné v datech. Druha hlavni komponenta reprezentuje tu ¢ast
informace, ktera neni obsazena v PC1, tudiz je na PC1 zavisl4 a kolma. Po prevedeni
dat do soufadnic PC1 (horizontalni osa) a PC2 (vertikalni osa) vznikne ,novy* graf (viz
obr. 10). Je pfitom zfejmé, Ze ke zjiSténi struktury zobrazeného datového souboru (dva
shluky) nam postaci jiz prvni hlavni komponenta (Massart & Heyden, 2004; Massart &
Heyden, 2005)

X1

. -
™ L

L

" =
L]
® &
- -
Obr. 7 Zdrojova data ve dvourozmérném prostoru, pfevzato a upraveno z (Massart & Heyden,
2004)

Xy

L ]
Obr. 8 PC1, pfevzato a upraveno z (Massart & Heyden, 2004)
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L ]
Obr. 9 PC2, pfevzato a upraveno z (Massart & Heyden, 2004)
PC2
A
51,52 = =
" - —————p PC1
] ™ L ]

Obr. 10 Zobrazeni v soufadnicich PC1 a PC2, pfevzato a upraveno z (Massart & Heyden,
2004)

4.5. Zobrazovani pomoci biplot &

Metoda hlavnich komponent je teoretickym zakladem pro konstrukci biplotu.
Jednéa se o dvojdimenzionalni grafické znazornéni objektl a proménnych ze zdrojové
tabulky v jednom grafu. Objekty jsou pfitom jako obvykle sefazeny v n fadcich a
proménné jsou umistény ve p sloupcich stim, Ze datovd matice musi obsahovat
nejméné dva sloupce.

Pokud pracujeme jen se dvéma proménnymi (zdrojova matice obsahuje pravé
dva sloupce), rovinny graf reprezentuje informaci nesenou v obou proménnych.
S narustajicim mnoZzstvim proménnych dochézi v biplotu k redukci dat pomoci metody
hlavnich komponent a k tvorbé plotu vyuzivame informaci z prvnich dvou hlavnich
komponent.

Objekty jsou zobrazeny jako body a proménné jsou reprezentovany Sipkou (viz

obr. 11). Cim je Sipka delsi, tim je vliv dané proménné na usporadani dat vétsi a &im je
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uhel mezi Sipkami mensi, tim je linearni vztah odpovidajicich si proménnych tésnéjsi

(konkrétné, délka Sipky je pfiblizné rovna rozptylu pfislusné proménné a kosinus ahlu

mezi Sipkami reprezentuje hodnotu korela¢niho koeficientu mezi dvéma proménnymi).

Procenta v biplotu znali procento pavodni informace, které je v biplotu zobrazeno

v soufadnicich PC1 a PC2. V pfipadé clr transformovanych dat je naopak tésnost

vztahu proménnych reprezentovana prostfednictvim délky vrchold Sipek (Kalivodova,

2010).
V ilustraénim biplotu je procento puvodni informace PC1 = 68,44 % a PC2 =

11,83 % a je mozné pozorovat:

pro objekt ,h* jsou determinujicimi proménnymi proménné ,14" a 9%,

pro objekt ,a"“ je vyznamnou proménnou proménna ,, 7",

objekt ,b* je uréen proménnymi ,2“, ,16%, ,19" a ,22", které jsou v tésném vztahu
a proménna 22" ma nejvétsi vliv na jejich usporadani,

objekt ,d“ je ur€en proménnou ,1" a

objekt f* je uréen proménnymi 8, 6%, 4% ,15“ a ,3“, které jsou opét v tésném

vztahu a proménné ,3"“ ma nejvétsi vliv na jejich upofadani.
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Obr. 11 Biplot

4.6. Software ,R"

R je software urCeny hlavné pro statistickou analyzu dat a jejich grafické
znazornéni, pouzivajici vlastni programovaci jazyk, ktery se pro za¢ate¢niky muze jevit
ponékud obtizny. Ale tim, Ze existuje mnoho navodul, které se daji volné ziskat ze
specialnich webovych stranek, uréenych pfimo programu R, neni sloZité se zaklady
prace s R naucit. Jazyk, ve kterém se v R programuje, je podobny dfive vytvorenému
jazyku S. R je volné distribuovany pod GNU licenci (General Public Licence) a
instalaéni soubor je opét mozZné stahnout z webovych stranek www.r-project.org
(Venables & Smith).

R bylo vytvofeno Robertem Gentlemanem a Rossem lhakaem ze statistického

oddéleni univerzity v Aucklandu. OvS8em na jeho dneSnim rychlém vyvoji a
zdokonalovani funkci se podili specialni tym védcl po celém svété. VSechny funkce

jsou dokumentovany formou pomocnych webovych stranek a vétSina uzivanych funkci
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je popséna ve volné stazitelnych ¢lancich a manualech. Za vSechny jmenujme alespor
“An Introduction to R”, ktery poskytuje zakladni uzivatelské rady.

Soucésti R je mnoho funkci pro statistické analyzy a grafické zobrazovani.
Funkce vyZaduji pouZziti zavorek, dokonce i kdyZz zustavaji prédzdné. Sdaty a
proménnymi se pracuje také pomoci operatort (logické, aritmetické, porovnavaci, atd.).
VSechny akce se dé&ji na datech uloZzenych v aktivni paméti pocitace, nejsou vytvareny
dodasné soubory. Cetby a zapisy soubor(l jsou pouZivany pro vstup a vystup dat a
vysledku. Uzivatel vyvola funkce pomoci pfikazl. Vysledky jsou zobrazeny pfimo na
obrazovce, uloZeny v objektu a nebo zapsany na disk (hlavné ty grafické).

R pracuje s objekty, které jsou charakterizovany svymi jmény a obsahy, ale také
atributy, které specifikuji druh dat, které jsou reprezentovany objekty. Atributy v pfipadé
R poskytuji nezbytnou informaci pro spravné pouZziti funkci na objekty zavisi na
atributech. VSechny objekty maji dva vnitfni (vlastni) atributy: mode (rezim) a length
(délka). Mode je zakladni typ prvk( objektu. Existuje rezim numericky, logicky,
znakovy, atd. Délka oznacuje pocet prvku objektu.

Nacitani dat se déje pomoci pfikazi:

setwd("...")

x=matrix(scan("... .txt",dec=","),ncol=X,byrow=T)

x=read.table("... .txt")

X

Do uvozovek v prvnim fadku piSeme pfesnou cestu k ulozenému souboru, ktery
chceme nadist. Do uvozovek ve druhém a tfetim Fadku piSeme nazev konkrétniho
souboru. Data pro zpracovani jsou vétSinou uloZena jako textovy soubor s pfiponou
.txt. Chceme-li pracovat s daty obsahujicimi desetinna mista, je nutné desetinné Carky
nahradit te¢kami.

R také nabizi pozoruhodnou grafiku. Vysledky grafickych funkci nejsou
pfifazeny k objektu, ale jsou zobrazeny pomoci specidlniho grafického okna nebo
formou souboru (jako dokument .pdf, .jpeg, atd.). Existuji dva druhy grafickych funkci.
Funkce vykreslovani na vysoké drovni, ktera vytvofi novy graf, a funkce vykreslovani
na nizké darovni, ktera pridava dalsi prvky do stavajiciho grafu. Grafy jsou vytvareny
s ohledem na grafické funkce, které jsou definovany vychozim nastavenim a mohou
byt modifikovany.

Grafické vystupy mohou byt ,vylepSeny“ pomoci grafickych parametrd. Mohou
byt vyuZity jako moznosti grafickych funkci nebo je Ize trvale zménit grafické parametry
podle pfani uzivatele. Mezi grafické parametry se fadi zména barvy (pozadi, pisma,

Sipek,...) velikost a font pisma, vzhled znacek a Sipek, atd. v biplotu (Paradis).
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5. Postup

5.1. Instrumentace

GC x GC-TOF:
Pro analyzy byl pouZzit systétm Pegasus 4D sestavajici se z plynového

chromatografu Agilent 7890 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) a Pegasus HT
hmotnostniho spektrometru (LECO Co., St. Joseph, USA). GC x GC systém byl
umoznén dvoustupriovym Ctyftryskovym modulatorem a sekundarni peci, oboje
zabudovano do pece primarni. Jako modula¢ni plyn byl pouzit stlaéeny vzduch, pro
horky pulz je vzduch ohfivan teplotou modulétoru, pro chladny prochazi nejprve filtrem
pro odstranéni stop vlhkosti a ochlazovan je imersné (—80 ).

Jako priméarni kolona byla pouzita BPX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) pro
druhou dimenzi BPX-50 (2,0 m x 0,1 mm x 0,1 um, obé SGE, Ringwood, Australie).
Kolony byly spojeny pomoci spojky SilTite Mini Union (SGE, Ringwood, Australie) a to
mezi modulatorem a sekundarni peci — modulace tedy probihala na primarni koloné.

Program primarni pece byl nasledujici: 40 C (2min), 8 T/min 155 <
(0,2 min), 10 T/min 255 T (0,2 min), 100 T/min 3 00 T (2 min). Program sekundarni
pece kopiruje primarni s offsetem +15 <C, program m odulatoru s offsetem +50 <.
Modulaéni perioda 4 s Jako nosny plyn bylo pouZito helium (99,999 %, Messer, CR)
v rezimu korigovaného konstantniho prutoku 1 ml/min. Byl pouZit splitless nastfik (1 pl,
250 C, 1 min).

Time-of-flight hmotnostni spektrometr pracoval v reZimu elektronové ionizace (—
70 eV), s teplotou iontového zdroje a transferové linie 250 . Snimano bylo hmotové
rozmezi m/z 35-440 pfi rychlosti 100 Hz. Napéti na detektoru bylo —1 500 V, solvent
delay 650 s.

Software ChromaTOF 4.33 (LECO Co., St. Joseph, USA) je pouZit jak pro
ovladani pristroje a sbér dat, tak pro jejich zakladni zpracovani (vypocet baseline,
TruePEAK dekonvoluce signélu, automatickd detekce pikd a jejich kombinace,
identifikace na zakladé knihovny spekter, vypocet plochy pikd, export dat) (Wojtowicz
et al., 2010).

5.2. Bunky

Kultivace fibroblast
Linie fibroblastd (ziskdno od dobrovolného darce z fad laboratorniho personalu)

byla kultivovana v inkubatoru (37 C, 5% CO,) standardnim postupem v DME

(Dulbecco's Modified Eagle's) médiu, které bylo doplnéno na 10 % fetalniho hovéziho
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séra a antibiotiky — streptomycinem (100 pg/ml) a penicilinem (100 U/ml). Burky byly
kultivovany v kultivagnich lahvickach (25 cm?) do 90% konfluence a poté pasazovany.
Po rozkultivovani na dostateCny pocet lahviek byly bunécné linie sklizeny
guenchingem.

Pusobeni 5FU bylo umoznéno pfidanim latky (o koncentraci 20 umol/l) do
kultivaéniho média po dobu 1 (1_FU), 2 (2_FU), respektive 3 dni (3_FU) pred

quenchingem. Experiment byl proveden v triplikatu.

Quenching a extrakce
Quenching probihal pomoci 20ml plastové stfikacky se zahnutou jehlou pfimo

v kultivaéni nadobce. Do nadobky bylo vstfiknuto 20 ml quenchovaciho roztoku (60%
methanol, —50 C). Quenchované burky byly poté dvakrat extrahovany 1 ml 80%
methanolu. Spojené extrakty byly centrifugovany (5 min, 10 000 g), supernatant byl

lyofilizovan a uloZen v mrazicim boxu (-20 <C) do a nalyzy.

Derivatizace
Pfed derivatizaci bylo k suchym vzorkim (odfoukano dusikem) pfidano 50 pl

methanolu, dale byly 5 min sonikovany a centrifugovany (1 min, 10 000 g). Supernatant
byl pfenesen do insertu a odfoukan dusikem dosucha.

Vlastni derivatizace vzork( byla provadéna dle (Koek et al., 2006). K odfoukané
smési standardi insertu bylo pfidano 10 pl ethoxylamin-hydrochloridu (roztok
v pyridinu, 56 mg/ml) a 40 yl pyridinu. Ethoxymace probihala pfi teploté 40 C po dobu
90 min, nasledné bylo pfidano 30 pl silylaéniho ¢inidla (MSTFA), silylace probihala
taktéZ pfi teploté 40 T po dobu 50 min.

5.3. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit program R (http://www.r-project.org/).

Vysledky byly vyhodnocovany podle plochy pod kfivkou piku. K vyhodnoceni
byla pouzita shlukova analyza (dendrogram) — metoda complete linkage (metoda
nejvzdalengjsiho souseda) a metoda hlavnich komponent prostfednictvim biplotu.

Nejdfive byl sestrojen dendogram puvodnich dat (viz obr. 12). Bylo zjisténo, Ze
puvodni data nejsou pro U€ely zpracovani vhodna, jsou necitelna a dendrogram tak
neposkytuje kvalitni informaci. PFi€inou je odliSna geometrie vychozich pozorovani,
ktera souvisi s faktem, Ze tato nesou pouze relativni informaci (tzv. kompozi¢ni data
(Aitchison, 1986; Korhonova et al., 2009)). Proto byla pivodni data transformovana
pomoci clr transformace (centred log-ratio). Tato transformace je tvofena logaritmy

podili pavodnich proménnych s jejich geometrickymi praméry. Dendrogram (viz obr.
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13) je prehledny a lze z né&j vyc€ist, Ze fibroblasty kultivované s fluorouracilem se
shlukuji do samostatnych shlukd tvofenych FU_1, FU_2 a FU_3. Pouze kontroly 4 a 5
vyznamné vybocuji a tvori viastni shluk, a dale lehce vyboc€uje kontrola 6. FU_1 tvori
podshluk v rdmci shluku kontrol, z E¢ehoz vyplyva, Ze nema moc odliSné chovani od
kontrol (metabolom fibroblastu nebyl dostate¢né ovlivnén fluorouracilem).

Cluster Dendrogram
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Obr. 12 Dendrogram puvodnich dat (vzdalenost pavodnich dat — dist(x), shlukova analyza —
hclust, metoda nejvzdalenéjsiho souseda — ,complete®)
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Cluster Dendrogram
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Obr. 13 Dendrogram dat po clr transformaci (vzdalenost transformovanych dat — dist(y),
shlukova analyza — hclust, metoda nejvzdalenéjSiho souseda — ,complete®)

Po analyze shlukd v datech pomoci dendrogramu, byl sestrojen také biplot
(Aitchison & Greenacre, 2002). Opét nejdfive s puvodnimi daty a poté po clr
transformaci. Biplot (viz. obr 14) vytvofeny bez pouZziti transformace je nositelem
vysokého procenta plvodni informace (PC1 = 57,43 % a PC2 = 21,51 %), ale je velmi
neprehledny. Biplot sestrojeny s pomoci transformace (viz obr. 15) sice nenese tak
vysoké procento puvodni informace (PC1 = 27,08 %, PC2 = 17,47 %), ale je v ném
rozliSeno, ze FU_2 a FU_3 se shlukuji samostatné a kontroly spolu s FU_1 vytvafi
vlastni shluk. OvSem i tak je stale dost nepfehledny a nelze z néj vycist, které
metabolity nebo ktera skupina metabolitd by se mohly vlivem 5-fluorouracilu ménit

nejvice (na které metabolity ma 5-fluorouracil vliv). Proto byly sestrojeny biploty pro
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aminokyseliny (viz obr. 16), organické kyseliny (viz obr. 17) a pro zbytek metabolit( (viz

obr. 18).
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Obr. 14 Biplot bez clr transformace
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Obr. 15 Biplot s clr transformaci

Mezi aminokyseliny byly zafazeny glycin, L-alanin, L-asparagin, kyselina L-
asparagova, L-cystein, L-glutamin, L-histidin, L-isoleucin, L-leucin, L-lysin, L-methionin,
L-prolin, L-threonin, L-tryptofan, L-tyrosin, L-valin, L-ornithin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-
4-hydroxyprolin, L-5-oxoprolin, kyselina aminomalonovd, beta-alanin, L-cystathionin a
L-glutamin.

Mezi organické kyseliny byly zafazeny kyselina adipova, kyselina 2-
ketoglutarovd, kyselina 2-hydroxyglutarova, kyselina 3-hydroxyisobutanova, kyselina 4-
aminobutanova, acetat, kyselina azelaova, kyselina benzoovéd, kyselina citronova,
kyselina fumarova, kyselina hippurova, kyselina itakonova, laktat, kyselina L-threonova,
malat, kyselina mesakonova, kyselina methylmaleinovd, kyselina olejova, kyselina

Stavelova, kyselina palmitova, kyselina pantothenova, pyruvéat a sukcinat.
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Do zbytku latek je fazena glukosa, glycerol, inositol, myo-inositol, fosfat a

mocovina.
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Obr. 16 Biplot s clr — aminokyseliny

U biplotu pro aminokyseliny (viz obr. 16) je patrny shluk FU_2. Pro FU_1 jsou

vyznamnymi latkami glycin a L-glutamin.
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Obr. 17 Biplot s cIr — organické kyseliny

V biplotu organickych kyselin (viz obr. 17) je zfetelné odliSen shluk FU 2 a
FU_3. Pro fibroblasty inkubované s fluorouracilem dva dny je vyznamnym metabolitem
oxalat (kyselina Stavelovd) a pro fibroblasty inkubované s fluorouracilem tfi dny je

vyznamnym metabolitem kyselina L-threonova (kyselina 2,3,4-trihydroxybutanova).
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Obr. 18 Biplot s clr — zbytek metabolitt

U biplotu zbytku latek (viz obr. 18) je patrny pouze shluk FU_3, do kterého by
bylo mozné pfifadit i FU_2b. DalSi vyznamny shluk tvofi kontroly. Metabolicky

nejvyznamnéjSimi latkami jsou inositol, glycerol a glukosa.
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6. Diskuse

Pomoci shlukové analyzy, jejimZ vystupem byl dendrogram, bylo zjisténo, Ze se
data transformaci shlukuji do 4 shlukd. Shluk kontrol 4 a 5, shluk FU_3, shluk FU_2 a
poté shluk kontrol, ktery je tvofen dvéma podshluky: FU_1 a zbytkem kontrol. Podshluk
FU_1 je ve shluku kontrol z divodu, Ze fibroblasty byly kultivovany s 5-fluorouracilem
nejkratSi dobu (jeden den) a doSlo jen ke slabému ovlivnéni metabolomu fibroblastd.

Biplot sestrojeny z kompletnich dat, na zakladé analyzy hlavnich komponent,
byl velmi nepfehledny, proto byly setrojeny biploty aminokyselin, organickych kyselin a
zbytku metabolitl. V biplotu aminokyselin je vyznamné oddélen shluk FU 2 a je
znatelny i shluk FU_1, jehoZ vyznamnymi metabolity jsou glycin a glutamin. V biplotu
organickych kyselin jsou vyznamné shluky FU 2 s metabolitem oxalatem a FU_3
s metabolitem kyselinou threonovou. U zbytku metabolitt jsou nejvyraznéji se ménicimi
metabolity glukosa, inositol a glycerol. Shluk vytvari pouze FU_3.

Glycin (Gly, G) je opticky neaktivni aminokyselina s nepolarnim postrannim
fetézcem. V ZivociSném organismu slouzi jako prekursor pro syntézu hemu, je sou€asti
mysoglobinu a cytochromu c. V nervové soustavé slouZi jako inhibi¢ni pfenaSec. Je
neesencialni, tudiz télo si jej dokaze vytvorit samo.

Glutamin (GIn, Q) je neesencialni opticky aktivni aminokyselina.

Glycerol (propan-1,2,3-triol) je ve formé svych esterd spolu s mastnymi
kyselinami soucésti lipidd. Je produktem Stépeni glukosy a také prekurozorem
glukoneogeneze.

Glukosa je Sestiuhlikaty redukujici cukr diky své aldehydické skuping. Je
nejrychlejSim a nezékladnéjSim zdrojem energie pro ZivovocCiSné organismy. Pro
mozek a erytrocyty (Cervené krvinky) je zcela nezbytna. Lidské télo je schopno si ji
vytvofit z necukernych prekurzorli pomoci glukoneogeneze. Ve svalech a jatrech je
uloZzena ve formé zasobniho polysacharidu, glykogenu. Glukosa je odbouravana
glykolyzou na pyruvat, ktery poté mlZze vstupovat do citratového cyklu (aerobni).

Inositol (cyklohexan-1,2,3,4,5,6-hexol) je ve formé 1,4,5-trifosfatu (IP3) u
eukaryotickych bunék intracelularnim sekundarnim membranovym poslem, ktery
uvolhuje vapenaté kationty z endoplasmatického retikula (po zachyceni vnéjSiho
podnétu povrchovym membranovym receptorem). Inositol a jeho derivaty jsou také
pfitomny v mozkomiSnim moku a mimo jiné se podileji na degradaci tukd a snizovani
hladiny cholesterolu.

Oxalat (kyselina Stavelovd) muze ve vysokych koncentracich vyvazovat vapnik

a tudiz dochazi v organismu k hypokalcémii. Dalo by se fici, Ze vysoké hodnoty oxalatu
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maji neurotoxické a kardioinhibi¢ni Ucinky, pfi¢emz se krystalky Stavelanu vapenatého
usazuji v ledvindch a podili se na tvorbé ledvinovych kamend (Murray et al., 2003;
Sipal et al., 1992; Voet & Voetova, 1995).
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7. Zaver

V této praci byla statisticky zpracovavana data pavodni a data po clr
transformaci. Bylo zjiSténo, Ze data plvodni, a¢ nesou vysoké procento puvodni
informace, nejsou vhodné pro spravné statistické vyhodnoceni. Proto byla puvodni
data transformovana. Procento plvodni informace, které je neseno daty
transformovanymi, neni tak vysoké, ale dendrogram i biplot jsou pfehledné a Citelné a
proto jsou transformovana data vhodna pro statistické vyhodnoceni.

Cilem prace bylo pomoci statistickych metod zjistit, které z metabolitd se vlivem
5-fluorouracilu vyznamné méni a tudiz mohou zpusobovat nezadouci vedlejSi ucinky
pfi léEbé onkologicky nemocnych pacientl. Potvrdilo se, Ze 5-fluorouracil nema vliv jen
na nukleové kyseliny, ale ovliviuje i metabolismus aminokyselin, organickych kyselin a

dalSich latek, které nelze zaradit ani do jedné z jmenovanych skupin.
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